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RESUMO

A ordem Coleoptera é a mais diversificada entre todos 0s seres Vvivos, existindo
ampla possibilidades de estudos no que diz respeito a diversidade cariotipica e aos
mecanismos de diferenciacdo. As espécies da subtribo Oedionychina (Alticinae;
Chrysomelidae) séo interessantes para estudos evolutivos, pois possuem
Cromossomos sexuais gigantes e assinapticos durante a meiose, podendo ser
considerados altamente derivados. Assim, 0 objetivo do presente estudo foi propor
0S mecanismos moleculares envolvidos no processo de diferenciacdo e evolugao
dos cromossomos sexuais em espécies do género Omophoita. A analise de
mapeamento, utilizando sondas de DNA Cyt-1 total (cinética de reassociacdo de DNA
altamente e moderadamente repetitivo) mostrou marcacgdes distribuidas em todos os
cromossomos, especialmente nos cromossomos sexuais. A hibridagéo cruzada entre
as espécies produziu um padréo de localizacdo muito semelhante, evidenciando que
a maior parte do genoma € compartilhada entre as espécies de Omophoita. Analise
em conjunto dos resultados obtidos com bandas C, fluorocromos e Cpt-1 mostram
que a heterocromatina das espécies em grande parte € composta de DNA repetitivo
distribuida ao longo dos cromossomos sexuais e autossomos. O mapeamento
cromossémico com sondas de microssatélites (SSRs) mostrou marcacdes
conservadas para os autossomos e diversificadas para 0s cromossomos sexuais,
evidenciando uma diferenca de composicdo de SSRs dos cromossomos sexuais
entre as espécies. Os resultados de hibridagcdo com clones de elementos de
transposicdo mostraram alguns padrées semelhantes aos obtidos com SSRs,
podendo indicar que ao longo do processo evolutivo das espécies esses elementos
estiveram presentes no processo de diferenciacdo. Considerando todos os
resultados, pode se propor uma diferenca de constituicdo nos cromossomos sexuais
das espécies e, desta forma, inferir que os DNAs repetitivos tiveram um papel

evolutivo na diferenciagdo desses cromossomos na subtribo.

Palavras-chave: FISH, evolucéo, citogenética molecular, Cot-1, SSRs, elementos

transponiveis



ABSTRACT

The order Coleoptera is the most diverse of all living beings, with a wide possibilities
of studies with regards to the karyotype diversity and the mechanisms of
differentiation. The species of the subtribe Oedionychina (Alticinae; Chrysomelidae)
are interesting for evolutionary studies due to the giant sex chromosomes and
asynaptic during meiosis, can be considered highly derivate. The objective of this
study was to propose the molecular mechanisms involved in the differentiation
process and evolution of sex chromosomes in the Omophoita genus. The Mapping
analysis using DNA Cyt-1 total (reassociation kinetics highly and moderately
repetitive DNA) showed marks distributed in all chromosomes, especially in the sex
chromosomes. The cross-hybridization among species produced a very similar
location pattern, indicating that most of the genome is shared among species
Omophoita. Analysis of the results obtained in conjunct with C-bands, fluorochromes
and Cot-1 together show that the heterochromatin of the species is largely composed
of repetitive DNA distributed throughout the autosomes and sex chromosomes.
Chromosome mapping with microsatellite (SSRs) probes showed conserved patterns
for autosomes, but diversified to sex chromosomes, showing difference in SSRs
composition in the sex chromosomes, of the species. The results of hybridization with
transposition element clones showed some similarities patterns to the SSRs markers,
which may indicate that throughout the evolutive process of species these elements
were present. Considering all results we can propose differences in the constitution
of sex chromosomes of the species studied, thus, we can infer an evolutionary role of

repetitive DNA in the differentiation of chromosomes in the subtribe.

Keywords: FISH, evolution, molecular cytogenetics, Cot-1, SSRS, transposable

elements
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1 INTRODUCAO

Dentre a classe Insecta existem muitas ordens, no entanto, cinco delas se
destacam por sua alta riqueza de espécies, sendo elas Coleoptera, Diptera,
Hymenoptera, Lepidoptera e Hemiptera. A ordem Hymenoptera tem mais de 115.000
espécies descritas, Diptera e Lepidoptera tém em torno de 150.000 espécies
descritas cada uma, e Hemiptera possui quase 100.000. Coleoptera é a maior e
mais diversa entre elas (GULLAN e CRANSTON, 2010) sendo a mais rica e variada
dentre os insetos e entre os organismos do planeta. A ordem Coleoptera possui
aproximadamente 358.000 espécies e 25.500 géneros descritos (COSTA, 2003).
Esses valores correspondem a 40% do total de insetos e 30% dos animais,
constituindo a maior ordem do Reino Animal (LAWRENCE e BRITTON, 1994). No
Brasil sdo aproximadamente 99 familias, 4319 géneros e 26.122 espécies de
coledpteros descritas taxonomicamente (COSTA, 2003).

Os coleodpteros colonizaram o planeta ha muito tempo, os mais antigos
fésseis encontrados de besouros sdo do Permiano Inferior, que datam de 318 a 299
milhdes de anos (BETHOUX, 2009). Nesses milhdes de anos de evolucdo, os
besouros sdo encontrados em quase todos os habitats naturais incluindo os
aquaticos. Na vegetacdo ocorrem em quase toda a parte vegetativa, em algumas
arvores podem ser encontrados desde sua casca até as flores, folhas, raizes,
mesmo nas partes subterrdneas e no interior de galhas (GULLAN e CRANSTON,
2010).

Uma das razdes do sucesso da ordem e de sua diversidade, provavelmente
esta relacionada a um conjunto de adaptacdes como o desenvolvimento dos élitros,
gque sao asas anteriores muitas vezes resistentes, compactas e pesadamente
esclerotizadas. Esta estrutura protege o organismo tanto contra dessecacao quanto
contra choques mecanicos, também protege e recobre as asas membranosas que
sdo dobradas transversal e longitudinalmente. Outras adaptacdes sdo notaveis,
como tamanho reduzido, protérax, incluindo o pronoto, que articulam livremente com
o restante do térax, pernas variadamente modificadas, com garras e estruturas
adesivas, fases larvais com cabeca capsulada esclerotizada com mandibulas
opositoras e olhos compostos (GRIMALDI e ENGEL, 2006; GULLAN e CRANSTON,
2010).

A grande diversidade, as adaptacOes e as possibilidades de ocupacao de
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varios nichos possibilitaram aos coledpteros explorar uma vasta e diversificada
alimentacdo, muitos dos besouros sdo micofagos, herbivoros, detritivoros ou
polifagos. Outros atuam como predadores de outros invertebrados e até de
pequenos vertebrados, assim como podem existir algumas espécies consideradas
pragas de madeiras, pastagens, cereais, leguminosas e até mesmo materiais de
origem animal seco, tais como peles e couro (GULLAN e CRANSTON, 2010).

A ordem Coleoptera agrupa quatro subordens, Archostemata, Adephaga,
Myxophaga e Polyphaga (GILLOT, 2005). Polyphaga possui 90% das espécies de
Coleoptera, distribuidas em 88 familias e com a maior diversidade, tanto morfolégica
como biolégica. A familia Chrysomelidae pertencente a Polyphaga e inclui 2600
géneros e 40.000 espécies, distribuidas em 15 subfamilias (COSTA et al., 1988;
GILLOTT, 2005). Dentre as subfamilias de Chrysomelidae, Alticinae possui o maior
namero de espécies na Regido Neotropical (BORROR e DELONG, 1988), os
Aticinae compreendem 570 géneros e mais de 10.000 espécies (SEENO e WILCOX,
1982).

Existe uma discussdo sobre a relacdo da subfamilia Alticinae com
Galerucinae, alguns autores relacionam Alticinae como grupo irméo de Galerucinae,
colocando Alticinae dentro de Galerucinae, onde ela passa a ser considerada tribo
Alticini. Esta relacdo é a mais aceita atualmente, sendo reforcada por estudos
moleculares, que estabelece uma monofilia reciproca entre Alticinae e Galerucinae
(REID, 1995; GOMEZ-ZURITA et al ., 2008; GE et al., 2012). No entanto, essa ideia
ainda é obscura por falta de mais estudos, ndo sendo de total consenso entre 0s
autores.

Uma caracteristica peculiar dos Alticinae € a sua capacidade de realizar
grandes saltos, possibilitado pelo seu fémur posterior dilatado, o que lhe permite
fugir de predadores, por seus saltos eles também sdo conhecidos como besouros
pulgas ou “flea beetles” ( MAULIK, 1929; FURTH, 1980). O fémur dilatado e a
capacidade de saltar é a principal caracteristica morfolégica que os diferencia dos
outros crisomelideos (ARNETT et al., 2002).

Os alticinaes também tem uma interessante importancia ecoldgica, podendo
ser ditos como potenciais indicadores biolégicos. Em areas degradadas, areas de
sucessdo primaria e de bordas, observa-se uma maior quantidade amostral dos
alticinaes do que em areas mais preservadas (LINZMEIER et al., 2006).

Outra interacdo ecologica interessante € que algumas espécies de alticinaes
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sdo consideradas impalataveis, como, por exemplo, Omophoita octoguttata,
provavelmente impalatavel por armazenamento de compostos fendlicos de plantas
(DEL-CLARO, 2004). Essa adaptacao e interacdo inseto-planta de alguma forma
beneficia essa espécie contra predadores. Além disso, outro evento que ocorre € a
interacdo de mimetismo de Adesmus colligatus (Cerambycidae), palatavel em
relacdo a O. octoguttata, impalatavel. O padrdo de cores das duas espécies é bem
semelhante, com isso o A. colligatus acaba se beneficiando contra predacéo,
confundindo os possiveis predadores (DEL-CLARO, 2004). Isso mostra que uma
espécie pode estar envolvida em varias interacdes ecoldgicas e evolutivas de grande
valor para ciéncia, e que estudos nessas areas, utilizando Alticinae como modelo
podem ser promissores.

Além da importancia ecolbégica, espécies de Alticihnae também sao
importantes economicamente, pois muitas espécies tém sido identificadas como
pragas agricolas, de culturas como cruciferas (mostarda e colza), e especialmente
de canola no noroeste da América do Norte (CAPINERA, 2008). As pragas mais
prejudiciais sdo as espécies Phyllotreta cruciferae, Phyllotreta striolata (SOROKA et
al., 2005; DOSDALL e MASON 2010), enquanto que no Centro e Sul da Europa, as
espécies predominantes sédo Phyllotreta nemorum e Phyllotreta undulata (TRDAN et
al., 2005). Na Eslovénia as espécies Phyllotreta armoraceae, P. cruciferae e P.
undulata tém sido consideradas como as principais espécies de besouro praga de
repolho (BRELIH et al., 2003). No Brasil, existem poucos estudos de espécies de
Alticinae relacionados como pragas, em um trabalho realizado foram encontradas
algumas espécies relacionadas a pragas, como Omophoita cyanipennis, Omophoita
spl e Omophoita sp3 em culturas de feijao comum (Phaseolus vulgaris) e melancia
(Citrullus lanatus) (COSTA et al., 2006).

Diante do exposto, espécies do género Omophoita pertencentes a subtribo
Oedionychina subfamilia Alticinae, endémicas da regido Neotropical (RILEY et al.,
2002), sdo modelos interessantes e promissores para diversos estudos de
diversidade, desde modelos ecoldgicos, evolutivos e citogenéticos. Em relacdo as
caracteristicas  citogenéticas os Oedionychina, possuem caracteristicas
cromossOmicas singulares. As espécies possuem 0S CromossSoOmos sexuais com
tamanho extremamente grande e assinpticos durante a meiose, sendo a férmula
meidtica 10l1+X+y. Desta forma, mostram uma gama de possibilidades de estudos

citogenéticos e moleculares envolvidos na evolucdo cariotipica de seus
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Cromossomos sexuais gigantes.

11 CARACTERISTICAS CITOGENETICAS GERAIS DE ALTICINAE

Apesar do grande numero de espécies na ordem Coleoptera, existe
escassez de estudo de uma maneira geral, em relacdo aos estudos citogenéticos,
pouco mais de 3.000 espécies foram estudadas, representando cerca de 1% de
todas as espécies (PETITPIERRE, 1996). A grande maioria pertence as subordens
Adephaga e Polyphaga (SMITH e VIRKKI, 1978).

Até o presente momento, em Coleoptera foi encontrado um amplo intervalo
de numero cromossdmico, desde espécies com 2n=4 em Chalcolepidius zonatus
(FERREIRA et al.,, 1984) a 2n=64 em Ditomus capito (SERRANO, 1981). A
morfologia metacéntrica € predominante na maioria das espécies de Coleoptera e
tem sido considerada como caracteristica ancestral para Polyphaga (SMITH e
VIRKKI 1978). Os cromossomos sdo metacéntricos de tamanho médio ou pequeno,
apresentando em metéafases mitéticas tamanhos variando entre 0,5 a 6,5um
(PETITPIERRE, 1996).

A formula basal proposta como ancestral para Polyphaga ¢é de
2n=20=9l11+Xy,, com isso acredita-se que a evolucdo cariotipica dos Coleoptera
ocorra principalmente por fissbes centroméricas seguidas de inversdes
pericentroméricas, 0 que explicaria 0 aumento do nimero de cromossomos e a
prevaléncia de cromossomos metacéntricos em relacao a férmula ancestral (SMITH
e VIRKKI, 1978; VIRKKI, 1984).

Os mecanismos cromossOmicos de determinacdo do sexo em Coleoptera
sdo variaveis, podendo ser classificados em aquiasmaticos, como é o caso dos
sistemas Xy, Xnyp/nXyp, Xyc, X0 e X1+Xo, X+y ou quiasmaticos, como o neoXy, Xy,
Xyr, X1X2Y e XY1Y, (SMITH e VIRKKI, 1978). Na subtribo Oedionychina, as espécies
possuem cromossomos sexuais de tamanho extremamente grande e assinapticos
durante a meiose, numero diploide igual a 22, férmula meidtica 1011+X+y, como € o
caso das espécies do género Omophoita. A variabilidade morfolégica dos
cromossomos autossbmicos observados sempre envolve a ocorréncia de
Cromossomos metacéntricos e acrocéntricos, 0 que parece ser uma caracteristica
dessa subtribo (SMITH e VIRKKI, 1978; VIRKKI, 1988, 1989; PETITPIERRE et al.,
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1988; SEGARRA e PETITPIERRE, 1990; VIRKKI et al., 1991 ; VIRKKI e
SANTIAGO-BLAY, 1993).

Almeida et al. (2009) descreveram citogeneticamente quatro espécies do
género Omophoita (Omophoita magniguttis, Omophoita octoguttata, Omophoita
personata e Omophoita sexnotata), sendo observado 2n=22=20+X+y e formula
meiotica, 10ll+X+y, semelhantes a outras espécies do mesmo género e outras
espécies relacionadas e concordante com estudos anteriores (SMITH e VIRKKI,
1978; PETITPIERRE et al., 1988; VIRKKI et al., 1991; VIRKKI e SANTIAGO-BLAY,
1993). A morfologia autossémica observada foi acrocéntrica em O. magniguttis e O.
octoguttata, metacéntrica em O. personata e predominantemente metacéntrica em
O. sexnotata, e em todas essas espécies, 0S Cromossomos sexuais sao
metacéntricos. Nesse trabalho os autores propuseram que as diferencas na
morfologia cromossémica observadas foram devido & ocorréncia de inversdes
pericéntricas.

A perda de homologia entre 0s cromossomos sexuais das espécies Alticinae
acredita ser um evento antigo, pois tanto a tribo basal Alticini, bem como a mais
derivada subtribo Oedionychina ndo apresentam sinapses entre 0S Cromossomos
sexuais (VIRKKI, 1972).

1.2 HETEROCROMATINA E DNA REPETITIVO EM ALTICINAE

Os estudos sobre localizagéo da heterocromatina constitutiva em Coleoptera
mostram uma ocorréncia preferencial de banda C na regido centromérica, podendo
ocorrer também nas regides intersticiais e teloméricas de todos os cromossomos
autossdmicos. Porém, a ocorréncia nas regioes teloméricas é menos frequente. Nos
Cromossomos sexuais, a presenca de heterocromatina constitutiva € variavel,
podendo ocorrer somente na regido pericentromérica ou ao longo de todo o
comprimento cromossémico, de acordo com o grau de diferenciacdo cromossémica
da espécie (ALMEIDA et al., 2000, ROZEK et al., 2004).

Segundo Rozek et al. (2004) a maioria dos besouros possui uma pequena
guantidade de heterocromatina. Pequenos blocos sdo fracamente observados em
estagios paquiténicos, fracamente ou imperceptiveis em metafases mitoticas ou

meidticas. Esses resultados de regides heterocromaticas foram obtidos com a
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técnica de obtencdo de bandas C, em cromossomos de 32 espécies de Coleoptera
pertencentes a diferentes familias: entre elas Elateridae, Cantharidae, Oedemeridae,
Cerambycidae, Anthicidae, Chrysomelidae, Attelabidae e Curculionidae.

A familia Chrysomelidae é caracterizada principalmente por uma pequena
quantidade de heterocromatina. Os poucos estudos realizados na subfamilia
Alticinae mostraram uma localizacdo, preferencialmente centromeérica, caracteristica
comum em Coleoptera (SMITH e VIRKKI,1978; VIRKKI, 1978; VIRKKI, 1983;
ROZEK et al., 2004; SCHNEIDER et al., 2006; ALMEIDA et al., 2006, 2009).

Para Alticinae, estudos sobre a ocorréncia de heterocromatina foram
realizados em somente sete espécies (VIRKKI, 1983, ALMEIDA et al., 2006, 2009).
Virkki (1983), estudando cromossomos mitéticos e meidticos em quatro espécies de
Alticinae (Omophoita annularis, O. personata, O. octoguttata e Alagoasa januaria),
submetidos a técnica de bandamento C, observou a ocorréncia de bandas
pericentromeéricas em todos 0s cromossomos do complemento e adicionais nos
Cromossomos sexuais, variando em namero, posicao e intensidade de marcacao.
PadrBes pericentroméricos também foram descritos em estudos com espécies de
Omophoita por Almeida et al. (2009), observados em bivalentes autossémicos e
cromossomos sexuais de O. magniguttis e O. sexnotata.

Em relacdo aos cromossomos sexuais gigantes em Alticinae, alguns
eventos, COmo NUMerosos rearranjos cromossdmicos, translocacdes autossdmicas e
mudanc¢as na quantidade constitutiva de heterocromatina, tém sido propostos para
explicar a origem desta classe especial de cromossomos gigantes em Alticinae
(SMITH e VIRKKI, 1978). No entanto, os dados sobre a composi¢ao e o0 processo de
diferenciacéo destes cromossomos nao foram realizados até o presente momento.

Estudos em geral mostram que a heterocromatina é importante para
estruturacdo cromossdbmica e que esta &€ composta por varios tipos de DNAs
repetitivos. Os DNAs repetitivos sdo componentes dos genomas de eucariotos,
representados por repeticdes em tandem como DNAs satélite (DNAsat), minissatélite
e microssatélite, e repeticdes dispersas como elementos de transposicdo (TES),
transposons e retrotransposons (CHARLESWORTH et al., 1994).

As repeticdes em tandem ocorrem sob a forma de interagbes de unidades de
repeticAo pequenas a partir de um Unico par de bases até milhares de pares de
bases de nucleotideos (ELLEGREN, 2004). Existem diversas classificagfes dessas

repeticbes em tandem, como 0s microssatélites sequéncias de repeticdes simples
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(SSRs), que sao repeticdes de 1 a 6 nucleotideos. Repeticdes de unidades mais
longas formam os minissatélites, com aproximadamente 10 a 60 pb, e ainda
sequencias maiores como 0os DNAs satélites, que apresentam cerca de 100 a 300
pares de base (pb) de comprimento (TIMBERLAKWE, 1978; JEFFREYS et al.,
1985; WALSH, 2001).

DNA satélite e SSRs podem ser organizados em grupos de 100-10.000
repeticbes em tandem e tém sido associados principalmente com heterocromatina
constitutiva. Clusters de repeticbes em tandem e TEs podem formar padrdes de
heterocromatina espécie especificos e cromossomo especificos (RASKINA et al.,
2007; CUADRADO e JOUVE, 2007). Os SSRs sao amplamente utilizados como
marcadores moleculares devido aos elevados niveis de polimorfismo no numero de
repeticdes, podendo gerar uma grande diversidade de estudos (LECLERCQ et al.,
2010).

Varias evidéncias tém demonstrado que a distribuicdo gendmica de SSRs
nao é aleatdria, provavelmente por causa de seus efeitos sobre a organizacdo da
cromatina, regulacdo da atividade genética, recombinacao, replicacdo de DNA, ciclo
celular, entre outras fungdes (LI et al., 2002).

Expansdo no genoma é uma propriedade geral da maioria dos SSRs, porém
seus mecanismos estdo bem longe de serem completamente compreendidos. Um
dos modelos mais bem estabelecidos da expansdo de microssatélites envolve o
deslizamento de replicacdo (ELLEGREN, 2004). Outra ideia de expansdo e
dispersdo é devido a interferéncia dos TEs. Nestes casos, os SSRs interagem
especialmente com elementos transponiveis, como, por exemplo, ocorre em
humanos e mamiferos de uma maneira geral, pois os SSRs estdo associados
especialmente com retrotransposons nao-LTR, como elementos SINE (ARCOT et
al.,1995; RAMSAY et al.,1999; KELKAR et al., 2011). Além disso, estudos de
Kejnovsky et al. (2013) indicaram também que as matrizes de microssatélites séo
alvos de insercdes de TEs.

Os TEs como transposons e retrotransposons, sdo sequéncias que podem
estar repetidos milhares de vezes no genoma (SUMMER, 2003). Segundo Wicker et
al. (2007), os TEs estdo distribuidos em quase todos os genomas de eucariotos,
representando varios tipos de elementos méveis de DNA, os quais sao distribuidos
em duas classes de acordo com seu mecanismo de transposi¢éo, os descritos como

TEs classe | (copiar e colar) ou TEs classe Il (cortar e colar). TEs de Classe |
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representam os retrotransposons, 0s quais sdo copiados em duas fases, eles sao
transcritos a partir do DNA para o RNA e o RNA produzido é entdo reversamente
transcrito para DNA através da enzima transcriptase reversa, este DNA copiado é
entdo inserido numa nova posi¢cao no genoma.

A Classe Il representa 0s transposons e a movimentacdo desses nao
envolve RNAs intermediarios. As transposices sdo catalisadas por diversas
enzimas transposases. As transposases fazem um corte em zigue-zague no DNA,
resultando em uma cadeia simples 5' ou 3' de DNA cortado, que é entdo ligado a
uma nova regido no genoma. Estes processos envolvem a atividade enzimética da
DNA polimerase para preenchimento da regido complementar na fita cortada e de
uma DNA ligase, que liga a regido acucar-fosfato do DNA cortado na nova regido a
ser inserida no DNA (WICKER et al., 2007).

Os TEs podem ser autbnomos e nao autdbnomos, os autbnomos se
movimentam sem auxilio de outros elementos, pois sao capazes de codificar todo o
seu aparato enzimatico para se dispersarem, enquanto TEs ndo autdbnomos se
utilizam de produtos codificados de outros TES, ou de outras regides codificadoras
do DNA para sua movimentac¢ao no genoma (WICKER et al., 2007).

DNAs repetitivos podem servir como possiveis regides de rearranjos
cromossOmicos (CHEN et al., 2010). Muitos dados sugerem que grandes rearranjos
cromossOmicos estruturais, como delecdes, duplicacbes, translocacdes e inversoes,
sdo muitas vezes associadas com regiées heterocromaticas compostas de DNA
repetitivo, e que frequentemente aparecem nas fronteiras entre heterocromatina e
eucromatina (BADAEVA et al., 2007). Sendo assim, um complexo de DNA repetitivo
pode desempenhar um papel importante na modificacdo do genoma, ao mesmo
tempo a evolugdo da DNA repetitivo pode resultar em rearranjos cromossomicos
que, por sua vez, podem causar mudancas no DNA repetitivos, processos esses
interdependentes (ELDER e TURNER, 1995).

Acredita-se também que a evolugcdo dos cromossomos sexuais nas especies
de um modo geral, foi a partir de um par de autossomos (OHNO, 1967). A evolucéo
desses cromossomos foi devido a perda de homologia entre seus pares
cromossOmicos, 0s quais se especializaram em funcdo do sexo. Com a perda de
homologia houve reducéo da transferéncia de material genético entre cromossomos
sexuais e com o tempo tornando-o0s geneticamente distintos, com niveis mais baixos

de recombinacdo. Essa falta de recombinacdo poderia resultar em cromossomos
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sexuais assinapticos e no acumulo de diversos tipos de elementos repetitivos como
SSRs, TEs entre outros, nesses cromossomos (RICE, 1984; CHARLESWORTH,
2002; CHARLESWORTH et al., 2005).

O acumulo de elementos repetitivos, em um cromossomo sexual pode torna-
lo o maior cromossomo do genoma, como provavelmente ocorreu no cromossomo Y
da planta Silene latifolia (KEJNOVSKY, 2009). O contrario também pode ocorrer,
como a diminuicdo progressiva do tamanho do cromossomo Y em mamiferos
(MATSUBARA, et at., 2006).

O estudo de DNA repetitivo tem sido empregado em algumas espécies de
Coleoptera principalmente com o objetivo de localizagdo dos DNAs repetitivos
codificantes, como genes ribossomais (GALIAN et al., 1995; DE LA RUA et al., 1996;
PROENGCA; SERRANO; COLLARES-PEREIRA, 2002a, 2002b; BIONE et al.,
2005ab; CABRAL-DE-MELLO et al., 2010, 2011a; GOLL et al., 2012; OLIVEIRA et
al., 2012) e de genes das histonas (CABRAL-DE-MELLO et al., 2010, 2011a). Além
disso, evidenciar a composi¢cdo de bases e a localizacdo de monémeros de DNA
satélites (DNA sat). Sequéncias de DNA sat foram estudadas em poucas espécies
de Chrysomelidae, Chrysolina americana e Xanthogaleruca luteola (LORITE et al.,
2001, 2002) e Chrysolina carnifex (PALOMEQUE et al., 2005).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A ordem Coleoptera € muito diversificada em relacdo aos cromossomos
sexuais, sdo conhecidos os sistemas aquiasmaticos divididos em Xy,, Xnyy/nXyp,
Xye, X0 e X1+X,, X+y e 0s quiasmaticos, como 0 neoXY, Xy, Xy;, X1XoY e XY1Ya.
Alguns tipos de cromossomos sexuais S0 muito raros, como, por exemplo aquele
encontrado nas espécies da subtribo Oedionychina (Alticinae; Chrysomelidae), os
guais sao gigantes e assinapticos durante a meiose. Desta forma, esse sistema X+y
é intrigante evolutivamente, podendo ser considerado modelo de estudo em relacéo

a origem e diferenciacdo de cromosssomos sexuais.

Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi propor mecanismos moleculares
envolvidos no processo de diferenciacdo e evolucdo dos cromossomos sexuais em
espécies do género Omophoita (Omophoita magniguttis, Omophoita octoguttata,

Omophoita personata e Omophoita sexnotata).

Objetivos Especificos

1. Mapear cromossomos das espécies de Omophoita com sondas totais de DNAs
altamente repetitivos e moderadamente repetitivos baseada na técnica de DNA
Cot-1 total, comparando as regides hibridadas entre as espécies;

2. Verificar a possivel homeologia, considerando a hibridacdo cromossémica
cruzada, com as sondas de DNA repetitivos nos cromossomos das espécies do
género Omophoita;

3. Caracterizar regides de heterocromatina nos cromossomos dessas espeécies, por
meio da técnica de bandamento C e fluorocromos, relacionando as regiées entre
as espécies.

4. Mapear cromossomos das espécies com sondas SSRs conhecidas, comparando
e caracterizando as regides hibridadas entre as espécies.

5. Propor o0s possiveis mecanismos moleculares envolvidos no processo de
diferenciacdo e evolucdo dos cromossomos sexuais no género Omophoita

através dos resultados obtidos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Para o estudo foram utilizados individuos machos de quatro espécies: sendo
28 individuos de Omophoita magniguttis, 53 de Omophoita octoguttata, 33 de
Omophoita personata e 34 de Omophoita sexnotata (Figura 1), pertencentes a
ordem Coleoptera, subfamilia Alticinae. Os exemplares foram coletados em
populagées naturais no municipio de Ponta Grossa, PR, Brasil (25°07°10”S e
49°56°24” W) e Nonoai, RS (27°2121" S, 52° 45' 58" W).

As preparac0des citologicas para o estudo dos cromossomos foram obtidas a
partir das gbnadas de individuos adultos. As partes da cabeca, do pronoto e o
terceiro par de pernas foram estocados em &lcool etilico para a extracdo de DNA.
Para identificacdo das espécies, alguns individuos adultos foram enviados ao
especialista Carlos Campaner do Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo
— MZUSP.

3.2 METODOLOGIAS

3.2.1 Citogenética Convencional

Os animais foram dissecados em solucado fisioldgica para insetos, para
preparacdes citologicas foram utilizadas gbénadas de adultos as quais foram
hipotonizadas, fixadas, maceradas em laminas e secas em placa de metal a 40°C,
segundo a metodologia descrita por Almeida, Zacaro e Cella (2000) (Anexo — 7.1.1).
Para determinar o padrdo de heterocromatina constitutiva foi utilizada a técnica de
obtencdo de bandas C descrita por Férnandez et al. (2002) (Anexo — 7.1.2).

Adicionalmente as laminas foram submetidas a coloracdo de fluorocromos
segundo Schweizer et al. (1983), para verificacdo de regides ricas em bases AT
utilizou-se o fluorocromo 4’-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) e para as bases ricas
em GC o fluorocromo cromomicina A3 (CMA3), ambos combinados com o

contracorante distamicina A (DA) (Anexo — 7.1.3). As melhores células mitéticas e
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meibticas, com coloragdo convencional e diferencial, foram fotografadas em um

microscoépio de epifluorescéncia Olympus BX41. As imagens foram capturadas com

uma camera Olympus DP-71 12 Mega pixels.

o D

Figura — 1. Espécies de Omophoita analisadas: (A) O. magniguttis femea; (B) O. octoguttata macho;
(C) O. personata, macho; (D) O. sexnotata, macho. Barraem Ae B = 0,7 centimetrosem Ce D =1,0
centimetros. Figura retirada e modificada de Almeida (2001).
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3.2.2 Citogenética Molecular
- Extracdo de DNA, prospeccdao, clonagem e selecdo de DNASs repetitivo

Para a extracdo de DNA, foi utilizado o protocolo de Murray e Thompson
(1980), com algumas modificacbes. O DNA foi extraido através de maceracdo com
nitrogénio liquido utilizando-se cabeca, pronoto e fémur do 3° par de pernas (Anexo
-7.2.1).

A prospeccao de DNA repetitivo via cinética de reassociacéo foi baseada na
técnica de DNA Cyt-1 total (DNA enriquecido com sequéncias alta e moderadamente
repetitivas) segundo Zwick et al. (1997) (Anexo — 7.2.2). O DNA gendmico foi diluido
brevemente, para uma concentracao final de 300 ng/pL em uma solucéo de NaCl 0,3
mol/L. A amostra foi tratada em autoclave (121°C, 1,034 x 105 Pa), por 5 minutos,
afim de obter fragmentos entre 100 e 1000 pb. O DNA foi entdo desnaturado a 95 °C
por 10 minutos e colocado a 65°C para re-anelamento, e posteriormente tratado com
nuclease S1 (Promega) a 37 °C por 8 minutos. Os fragmentos de DNA obtidos foram
usados como sondas de Cot-1 total para hibridizacao in situ fluorescente (FISH) em
trés espécies.

Parte dos fragmentos obtidos para O. octoguttata foram usados como
sondas de Cot-1 total para FISH, e a outra parte foi purificada utilizando-se o Kit Axy
Prep PCR Cleanup Kit (Axygen, Bioscience), seguindo as instru¢des do fabricante.
As amostras de DNA purificadas foram ligadas ao plasmideo pMOS, utilizando-se o
kit de clonagem (blunt ended PCR cloning kit) seguindo as instrucdes do fabricante.
Apoés a reacao de ligacao, foram utilizadas células de Escherichia coli DH5a CaCl,
competentes (Gibco.Brl Life Technologies) para a transformacéo (Anexo — 7.2.3).

Para a selecdo dos clones de interesse, os DNAs extraidos das coldnias
bacterianas recombinantes (brancas) foram sujeitos a uma amplificacdo para a
conferéncia da correta insercao do fragmento de DNA de interesse ao vetor pMOS.
O ensaio foi realizado por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com os primers e
ciclos programados no termociclador especificos a pMOS. Os plasmideos
recombinantes foram sequenciados usando um sequenciador automatico (ABI-
PRISM 3100 Genetic Analyzer) armado com capilares de 50 cm e polimero POP6
(Applied Biosystens).

Na andlise das sequéncias nucleotidicas, utilizou-se o software BLAST —
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Basic Local Alignment Search Tool (ALTSCHUL et al., 1990), presente no National
Center for Biotechnology Information (NCBI) disponivel em:

http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/ e o software CENSOR, presente no Genetic

Information Research Institute (GIRINST) disponivel em:

http://www.qgirinst.org/censor/index.php (KOHANY et al., 2006), para a identificacao

de possiveis identidades com sequéncias de outros organismos. Para andlise das
sequéncias quanto a repetitividade foi utilizado o método de dot plot com o software
Geneious 4.8.4 (DRUMMOND et al., 2009).

- Hibridac&o in situ fluorescente (FISH)

A hibridizac&o foi realizada segundo Pinkel et al. (1986) (Anexo — 7.2.4) com
pequenas modificacbes descritas por Almeida et al. (2010). As condi¢cdes de
hibridagdo foram de alta extringéncia (2,5 ng/uL de sondas, formamida deionizada
50%, sulfato de dextrano 10%, 2XSSC a 37°C overnight). Apos a hibridizacéo, as
laminas foram lavadas em 15% formamida/0,2XSSC a 42°C por 20 min, 0,1XSSC a
60°C por 15 min, e 4XSSC / 0,05% Tween em temperatura ambiente por 10 minutos,
este Ultimo constituido por duas lavagens de 5 minutos.

As sondas utilizadas estavam em uma concentragdo de pelo menos 300ng.
As sondas de fragmentos de DNA geradas pela técnica Cot-1-total foram marcadas
com Bio-Nick translation e Dig-Nick translation. A obtencdo das sondas para o0s
clones de interesse de O. octoguttata a serem utilizadas, foram através de
amplificagéo dos clones por PCR (Polymerase Chain Reaction) marcada com biotina
14-dATP (Invitrogen) ou digoxigenina 11-dATP . As sondas SSRs di, tri e
tetranucleétidos especificos foram marcadas com biotina durante sintese na
extremidade 5 (Sigma, St. Louis, MO, EUA), SSRs: (CA)i5, (CAT)10, (GAC)10,
(CAC)10, (GAA)10, (GATA)g, (GA). Para a deteccao do sinal da biotina utilizou-se
Streptavidina (Sigma) e para deteccao da digoxigenina utilizou-se anti digoxigenina
(Roche).

Os cromossomos foram contracorados com DAPI (0,2mg/ml) montado em
uma solucéo anti-fade. As melhores células foram fotografadas em um microscopio
de epifluorescéncia Olympus BX41. As imagens foram capturadas com uma camera

Olympus DP-71 12 Mega pixels.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
http://www.girinst.org/censor/index.php
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4  RESULTADOS

Os resultados estdo organizados em dois capitulos correspondentes aos
artigos cientificos:
CAPITULO |
Mapeamento fisico de DNA repetitivo e evolucdo cariotipica em trés espécies

do género Omophoita (Coleoptera: Alticinae)

CAPITULO I

Mapeamento molecular de microssatélites e retrotransposons: evidéncia dos
mecanismos evolutivos envolvidos na diferenciacdo dos cromossomos

sexuais gigantes em Omophoita (Coleoptera: Alticinae)
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CAPITULO |

Mapeamento fisico de DNA repetitivo e evolugcdo cariotipica em trés espécies

do género Omophoita (Coleoptera: Alticinae)

Artigo publicado no periddico Italian Journal

of Zoology em 2014 (Anexo — 7.3).
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Resumo

A ordem Coleoptera possui espécies modelo para estudos em evolugcdo, como o0s
Alticinae, com seus cromossomos sexuais gigantes. Assim, o objetivo do presente
estudo foi propor 0os mecanismos moleculares envolvidos no processo de
diferenciacéo e evolucdo dos cromossomos sexuais em espécimes de Omophoita.
As andlises utilizando sondas geradas através Cot-; cinética de reassociagcao
mostrou marcadores distribuidos em todos os cromossomos, especialmente o0s
cromossomos sexuais. Em conclusdo, sequéncias repetitivas sao distribuidas em
todos 0s cromossomos sexuais e autossomos, demonstrando que a heterocromatina
da espécie é em grande parte composta por DNA repetitivo. A hibridacdo cruzada
entre as espécies produziu um padrédo de coloracdo muito semelhante para as
sondas. Assim, concluiu-se que a maior parte de DNA repetitivo do genoma das
espécies de Omophoita é compartilhada, mostrando que a heterocromatina em
grande parte € composta de DNA repetitivo distribuida ao longo dos cromossomos

sexuais e autossomos.

Palavras Chave: FISH, heterocromatina, citogenética molecular, Cot-1
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Introducéo

O género Omophoita pertencente a tribo Oedionychini € endémico da regido
Neotropical (RILEY et al.,, 2002). As espécies da tribo possuem caracteristicas
cromossOmicas singulares, como Ccromossomos sexuais com tamanho
extremamente grande e assinpticos durante a meiose, 2n=22, formula meibtica
1011+X+Y e cariotipo com predominancia de cromossomos metacéntricos.

A variabilidade morfolégica dos cromossomos observada sempre envolve a
ocorréncia de cromossomos metacéntricos e acrocéntricos, 0 que parece ser uma
caracteristica dessa tribo (SMITH e VIRKKI, 1978; VIRKKI, 1988, 1989;
PETITPIERRE et al., 1988; SEGARRA e PETITPIERRE, 1990; VIRKKI et al., 1991 ;
VIRKKI e SANTIAGO-BLAY, 1993). A morfologia metacéntrica também tem sido
descrita para a maioria das espécies de Coleoptera, sendo considerada como
caracteristica ancestral (SMITH e VIRKKI 1978). Almeida et al. (2009) descreveram
a morfologia cromossémica para quatro espécies do Omophoita, e as diferencas
observadas foram explicadas pela ocorréncia de inversdo pericéntrica. A perda de
homologia entre 0os cromossomos sexuais das espécies Alticinae parece ser um
evento antigo considerando que a tribo basal Alticini, bem como a subtribo derivada
Oedionychina ndo possuem sinapses entre os cromossomos sexuais (VIRKKI,
1972).

A heterocromatina possui uma variedade de tipos de DNAs repetitivos, 0s
quais sdo importantes para estruturacdo cromossdmica. Os DNAs repetitivos sao
componentes dos genomas de eucariotos, sdo representados por repeticdes em
tandem como DNAs satélite (DNAsat), minissatélite e microssatélite, e também por
elementos repetitivos dispersos como transposons e retrotransposons
(CHARLESWORTH et al., 1994).

Os estudos sobre heterocromatina constitutiva em Coleoptera mostram uma
localizacdo preferencial na regido centromérica, podendo ocorrer também nas
regides intersticiais e teloméricas, porém com menor frequéncia. Nos cromossomos
sexuais, a heterocromatina constitutiva tem ocorréncia variavel, podendo aparecer
somente na regido pericentromérica ou ao longo de todo o comprimento
cromossOmico, de acordo com o grau de diferenciacdo cromossdmica da espécie
(ALMEIDA et al., 2000, ROZEK et al., 2004). Algumas familias possuem grande
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qguantidade de heterocromatina, como em Elateridae, Cantharidae e Tenebrionidae
(ROZEK et al., 2004; SCHNEIDER et al,. 2006).

Existem dados de bandamento C para espécies de varias familias de
Coleoptera, no entanto para Alticinae somente sete espécies foram estudadas
(VIRKKI, 1983, ALMEIDA et al., 2006, 2009). Virkki (1983), estudando cromossomos
mitéticos e meidticos em quatro espécies de Alticinae (Omophoita annularis llliger
1807, Omophoita personata llliger 1807, Omophoita octoguttata Fabricius 1775 e
Alagoasa Januaria Bechyné 1955), submetidos a técnica de bandamento C,
observou a ocorréncia de bandas pericentroméricas em todos 0s cromossomos do
complemento e adicionais nos cromossomos sexuais, variando em namero, posi¢ao
e intensidade de marcacao.

O uso de fluorocromos base especifico tem sido empregado em algumas
espécies de Coleoptera, com o objetivo de evidenciar a composi¢cdo de bases das
regides heterocromaticas reveladas ou ndo pelas técnicas usuais de bandamento C
e de heterocromatinas associadas ou coincidentes com as regifes organizadoras de
nucléolo (NOR) (ENNIS, 1974; JUAN et al., 1991; PLOHL et al., 1993; MAFFEI et al.,
2001; MOURA et al., 2003; VITTURI et al., 2003; BIONE et al., 2005a,b; ALMEIDA et
al., 2006; SCHNEIDER et al., 2007; GOLL et al., 2013). O conhecimento sobre a
natureza quimica da cromatina torna possivel a inferéncia das provaveis funcdes de
determinadas regides, uma vez que os segmentos de DNA ricos em sequéncias de
bases GC estéo relacionados ao emparelhamento e recombinacdo génica durante a
meiose, a “housekeeping genes”, como aqueles das NORs, sendo mais susceptiveis
a quebras. Por outro lado, as sequéncias de bases AT altamente repetitivas estao
vinculadas a organizacao estrutural do material genético e a eventos de inicio de
replicacéo e transcricao (SUMNER, 2003).

Em Coleoptera, o emprego da coloracao por fluorocromos base-especifico,
especialmente a Cromomicina A3 (CMA3) e o 4’-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), esta
restrito a algumas familias, tais como Chrysomelidae (ALMEIDA et al., 2006),
Coccinellidae (MAFFEI et al., 2001), Elateridae (SCHNEIDER et al., 2007),
Geotrupidae (VITTURI et al., 1999; COLOMBA et al., 2004), Lucanidae (COLOMBA
et al., 2000a), Scarabaeidae (COLOMBA et al., 2000b; COLOMBA et al, 1996, 2006;
MOURA et al., 2003; VITTURI et al., 2003; BIONE et al., 2005a,b) e Tenebrionidae
(JUAN et al., 1991; PLOHL et al., 1993; GOLL et al., 2013). Até o presente momento
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existe somente um trabalho utilizando fluorocromos em Alticinae (ALMEIDA et al.,
2006).

O estudo de DNA repetitivo tem sido empregado em algumas espécies de
Coleoptera, com o objetivo de localizacio de genes ribossomais (GALIAN et al.,
1995; DE LA RUA et al., 1996; PROENCA; SERRANO; COLLARES-PEREIRA,
2002a, 2002b; BIONE et al., 2005ab; CABRAL-DE-MELLO et al., 2010, 2011a;
GOLL et al.,, 2013; OLIVEIRA et al.,, 2012), genes das histonas (CABRAL-DE-
MELLO et al., 2010, 2011a) e evidenciar a composicao de bases e a localizacéao de
mondmeros de DNA satélites (DNA sat) e ainda, estudar a evolugdo destas
sequéncias (JUAN et al., 1993a,b; UGARKOVIC et al., 1996; PONS et al., 1997;
LORITE et al., 2000, 2002; PONS et al., 2002; PONS, 2004; MRAVINAC & PLOHL,
2007; WANG et al., 2008). Sequéncias de DNA sat foram estudadas em poucas
espécies de Chrysomelidae, Chrysolina americana Linnaeus 1758 e Xanthogaleruca
luteola Muller 1766 (LORITE et al., 2001, 2002) e Chrysolina carnifex Fabricius 1792
(PALOMEQUE et al., 2005). Até o presente momento, ndo existem registros sobre o
estudo de DNA sat em espécies de Alticinae.

DNA repetitivo tem sido identificado como um possivel agente de rearranjo
cromossémico em varias espécies. Exemplos incluem DNAsat, onde sua
amplificagdo e movimento no cromossomos tem sido bem documentado em certos
organismos (HAMILTON et al, 1990;. MODI 1993), bem como elementos de
transposicdo (TEs) (CACERES et al., 1999), o qual desempenham um papel na
evolucao cariotipica (WICHMAN et al., 1992;. HAMILTON, 1992;. YANG et al, 1997;.
GARAGNA et al., 2001;. MARCHAL et al., 2004). Assim, devido a mobilidade das
sequéncias repetitivas estas sdo marcadores citogenéticos interessantes para
estudos da evolugédo dos rearranjos cromossdmicos em muitos organismos. Nesse
sentido, a amplificacdo do genoma através de sequéncias repetitivas, tais como,
DNA sat, e TEs, poderia estar relacionada com a evolugdo dos cromossomos
sexuais gigantes em Alticinae, especialmente na subtribo Oedionychina. Com isso o
objetivo do presente estudo foi investigar a diferenciagdo e evolugcdo dos
cromossomos sexuais em espécies do género Omophoita (Alticinae) usando DNA

repetitivo (Cot-1 total), bandas C, fluorocromos de base especificos.
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Material e métodos

- Preparacdes citoldgicas

Os exemplares de Omophoita octoguttata, Omophoita personata e
Omophoita sexnotata Harold 1876 foram coletados em populacbes naturais de
ltaiacoca, PR, Brasil (25°07’10"S e 49°56'24” W), e identificados por Carlos
Campaner do Museu de Zoologia, USP, SP.

Para preparacg0es citologicas foram utilizadas génadas de insetos adultos as
quais foram dissecadas em solucéo fisiolégica para insetos, hipotonizadas e fixadas
em Carnoy | de acordo com Almeida et al. (2000). As laminas foram submetidas a
técnica de fluorocromos segundo Schweizer et al. (1983), para verificacdo de regides
ricas em bases AT utilizou-se o fluorocromo 4’-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) e
para as bases ricas em GC o fluorocromo cromomicina A3 (CMA3) ambos
combinados com o contracorante distamicina A (DA). Posteriormente, as mesmas
laminas foram submetidas a técnica de obtencéo de bandas C, segundo Férnandez

et al. (2002). Na sequéncia, as laminas foram hibridadas com a fracédo de Cot-1 total.

-Extracéo de DNA e prospeccao de DNA repetitivo

Para a extracdo de DNA, foi utilizado o protocolo de Murray e Thompson
(1980), com algumas modificacdes. O DNA foi extraido através de maceracdo com
nitrogénio liquido utilizando-se cabega, pronoto e fémur do inseto.

A prospeccdo de DNA repetitivo nas trés espécies foi via cinética de
reassociacdo, baseada na técnica de DNA Cot-1 total (DNA enriquecido com
sequéncias altamente e moderadamente repetitivas) segundo Zwick et al. (1997). O
DNA gendmico foi diluido para uma concentracdo final de 300 ng/uL em uma
solucdo de NaCl 0,3 mol/L. A amostra foi tratada em autoclave (121°C, 1,034 x 10°
Pa) por 5 minutos afim de obter fragmentos entre 100 e 1000 pb. O DNA foi entdo
desnaturado a 95°C por 10 minutos e colocado a 65°C para re-anelamento, e
posteriormente tratado com nuclease S1 (Promega) a 37°C por 8 minutos. Os
fragmentos de DNA obtidos foram usados como sondas de Cot-1 total para

hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) para as trés espécies.
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- Hibridacéo in situ fluorescente (FISH)

Para Hibridacg&o in situ fluorescente (FISH), os fragmentos de DNA gerados
pela técnica de Cot-1-total e utilizados como sondas foram marcados com Bio-Nick
translation e Dig-Nick translation de acordo com instrugbes do fabricante. Para a
deteccdo do sinal da biotina utilizou-se Streptavidina (Sigma) e para deteccdo da
digoxigenina utilizou-se anti digoxigenina (Roche).

A hibridizacdo foi realizada segundo Pinkel et al. (1986), com pequenas
modificacdes descritas por Almeida et al. (2010). As condi¢des de hibridacdo foram
de alta extringéncia (2,5 ng/uL de sondas, formamida deionizada 50%, sulfato de
dextrano 10%, 2XSSC a 37°C overnight). Apds a hibridizacdo, as laminas foram
lavadas em 15% formamida/0,2XSSC a 42°C por 20 min, 0,1XSSC a 60°C por 15
min, e 4XSSC / 0,05% Tween em temperatura ambiente por 10 minutos, este ultimo
constituido por duas lavagens de 5 minutos.

Os cromossomos foram contracorados com DAPI (0,2mg/ml). As melhores
células foram fotografadas em um microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41.

As imagens foram capturadas com uma camera Olympus DP-71 12 Mega pixels.

Resultados

- Cariodtipos, bandas C e coloracdo com fluorocromos

A andlise meidtica convencional foi consistente com padrbes previamente
descritos para Omophoita octoguttata, Omophoita personata e Omophoita sexnotata
(ALMEIDA et al., 2009). As espécies analisadas possuem 2n=10lI+X+Y, com
Cromossomos sexuais gigantes e assinapticos, mas com segregacao regular. Além
disso, o estudo confirmou o padrédo de bandas C na regido centromérica da maioria
dos autossomos descrito para O. sexnotata e Omophoita magniguttis Bechyné
(1955) (ALMEIDA et al. 2009). Células meidticas das trés espécies analisadas foram
submetidas a bandamento C e mostraram semelhante distribuicdo da
heterocromatina constitutiva, com padrdes de blocos na regido pericentromérica da
maioria dos autossomos (Figuras 1A, 2A e 3A). No entanto, O. octoguttata exibiu a

maior quantidade de heterocromatina na regido pericentromérica (Figura 1A). Os
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cromossomos sexuais exibiram diferentes padrbes de bandas C para as espécies
analisadas. Omophoita octoguttata apresentou heterocromatina na regido
centromérica e intersticial em um braco do cromossomo X, enquanto 0 Cromossomo
Y mostrou bandas intersticiais em seu braco longo e uma banda terminal em seu
braco curto (Figuras 1A box, 5). A espécie O. personata apresentou bandas C na
regido centromérica do cromossomo X, enquanto o cromossomo Y mostrou bandas
mais proeminentes nas regides terminais de um braco e na regido intersticial do
braco oposto (Figuras 2A, 5). A espécie O. sexnotata exibiu bandas heterocromatica
nas regides centromeéricas e terminais do cromossomo X, enquanto o0 cromossomo Y
mostrou bandas intersticiais em seu braco longo e uma banda terminal em seu braco
curto (Figuras 3A, 5).

A coloracdo com fluorocromos (CMA3/DA/DAPI) mostrou pequenos blocos
ricos em bases AT (DAPI +) no centrdbmero e nas regides heterocrométicas dos
autossomos das trés espécies estudadas (Figuras 1F, H, 2B e 3B). Além disso, pelo
menos um cromossomo ou bivalente inteiramente rico em bases GC foi observado
nas trés espécies analisadas (Figuras 1G, H, 2C, 3C e D). Além disso, O. personata
mostrou um bivalente inteiramente rico em bases AT (Figura 2B e D), O. octoguttata
mostrou um cromossomo com braco curto rico em bases AT e outro par com braco
curto rico em bases GC (Figura 1B-E), e O. sexnotata mostrou um par de
cromossomos com braco curto rico em bases GC (Figura 3C e D, cabeca de seta).

Quanto aos cromossomos sexuais, O. octoguttata mostrou blocos ricos em
bases GC nas regides terminais do cromossomo X, bem como blocos intersticiais
ricos em bases AT, o cromossomo Y mostrou blocos intercalados ricos em bases
GC e AT na regiao intersticial e terminal (Figuras 1F—H, 5). Em O. personata, 0s
cromossomos X e Y mostraram marcacgdes ricas em bases AT e GC em suas
regides pericentroméricas , enquanto o cromossomo Y também mostrou a regiao
terminal rica em bases AT (Figuras 2B, D box, 5). Em O. sexnotata, 0S Cromossomos
X e Y apresentaram blocos ricos em bases AT e GC em suas regides terminais e
pericentroméricas, além de blocos ricos em bases AT na regido intersticial no
cromossomo Y (Figuras 3B-D, 5). Uma banda adicional proximal rica em bases GC
também foi encontrada em ambos os cromossomos sexuais (Figuras 3C e D, cabeca

de seta box, 5).

- FISH usando sonda Cyt-1 total
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A hibridacdo de Cot-1 DNA total das trés espécies contra seus proprios
cromossomos revelou um padrdo de marcacdo pericentromérico na maioria dos
bivalentes (Figura 4), padrdo semelhante ao de distribuicdo de heterocromatina. No
entanto, pequenas diferencas entre as espécies foram observadas. Em O.
octoguttata, trés bivalentes mostraram marcacdes puntiformes na regido
pericentromérica (Figura 4A), diferindo do padréo de bandas C.

Em O. personata (Figura 4E) e O. sexnotata (Figura 4l), este padréo
puntiforme foi semelhante em apenas um ou dois bivalentes, respectivamente.
Adicionalmente, um bivalente foi quase totalmente marcado em O. personata e dois
bivalentes em O. sexnotata. Para 0s cromossomos sexuais, 0 cromossomo X em O.
octoguttata (Figuras 4A, 5) apresentou marcacdo fraca na regido centromérica,
enquanto as regides terminais foram fortemente marcadas; marcagbes também
foram observadas ao longo de um dos bracos do Y. O cromossomo X em O.
personata (Figuras 4E, 5) e O. sexnotata (Figuras 4l, 5) mostrou marcacdo nas
regides pericentroméricas e terminais; além disso, um braco deste cromossomo foi
também marcado intersticialmente em O. sexnotata. A marcacdo nao foi evidente
para o cromossomo Y de O. personata e O. sexnotata.

A hibridacdo cruzada com DNA Cot-1 total mostrou marcagdo na regiao
pericentromérica dos autossomos em todas as espécies, independente da sonda
utilizada (Figura 4B-D, F-H). Marcacfes adicionais ao longo de quase todos os
bivalentes foram observadas em O. personata (Figura 4B, H) e O. sexnotata (Figura
4C, F). Além disso, um bivalente quase inteiramente sem marcacgao foi observado
em O. octoguttata pela hibridacdo com sondas de DNA Cot-1 total de O. personata e
O. sexnotata (Figura 4D,G). Os cromossomos X nas espécies apresentaram um
padrdo de marcacdo semelhante na regido pericentromérica para cada hibridacéao
cruzada (Figura 4B-D, F-H). No entanto, as marcacdes foram claramente
observadas nas extremidades dos bracos do cromossomo X em O. octoguttata
(Figura 4D, G) e O. sexnotata (Figura 4C, F).

O cromossomo Y em O. personata e O. octoguttata exibiram um padrdo de
marcacao ao longo de um dos bracos quando hibridados com 0 DNA Cot-1 cruzado
entre as espécies (Figura 4B, D). O cromossomo Y de O. sexnotata mostrou ligeira
marcacao na regido centromérica e terminais quando hibridado com o DNA Cot-1
total a partir de O. octoguttata (Figura 4C) e O. personata (Figura 4F).
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Discussao

Os cromossomos sexuais extremamente grandes e assinapticos em
Oedionychina podem ser caracteristicas derivadas (ALMEIDA et al., 2009). Esta
opinido é corroborada se considerarmos o sistema de cromossomos do tipo Xyp da
subordem Polyphaga como condi¢cdo basal (SMITH e VIRKKI, 1978), bem como a
ocorréncia deste sistema sexual nas subfamilias Chrysomelinae e Galerucinae, as
quais sdo mais estreitamente relacionados a Alticinae. Algumas sugestdes, como
NnuUMerosos rearranjos cromossomicos, translocacdes autossOmicas para O0S
cromossomos sexuais e as mudancas na quantidade de heterocromatina
constitutiva, ja tém sido propostas para explicar a origem desta classe especial de
cromossomos (BRANCO, 1973; SMITH e VIRKKI, 1978). No entanto, os dados
sobre a composicéo e o processo de diferenciagcdo destes cromossomos nao estéo
disponiveis.

A familia Chrysomelidae € caracterizada principalmente por uma pequena
guantidade de heterocromatina (ROZEK et al., 2004; SCHNEIDER et al., 2006). Os
poucos estudos realizados em Alticinae mostraram uma localizagcdo de
heterocromatina, preferencialmente centromérica, uma caracteristica comum em
Coleoptera (VIRKKI 1983; ALMEIDA et al. 2006, 2009). Desta forma, os dados
obtidos para as trés espécies analisadas, estdo de acordo com os resultados
descritos para outras espécies da subfamilia no que se refere ao padrao
pericentromérico da heterocromatina nos cromossomos autossémicos.

As marcacdes de bandamento C adicionais hos cromossomos sexuais para
as trés espécies sao também consistentes com dados descritos por Virkki (1983)
para O. octoguttata e O. personata, bem como espécies que sao taxonomicamente
relacionadas com Alticinae (ALMEIDA et al.,, 2006, 2009). Nesse sentido, essa
diversidade de marcagGes em relacédo ao padréo de distribuicdo da heterocromatina
em Coleoptera poderia representar uma diferenciacdo cariotipica no grupo.

Segundo Almeida et al. (2006), a presenca de heterocromatina sobre os
cromossomos sexuais poderia estar relacionada com a origem do sistema de
determinacdo sexual representando o material remanescente dos cromossomos
fusionados durante a evolucgao.

Em relacdo a composicdo da heterocromatina, a presenca de DNA com

sequéncias de bases AT altamente repetitiva na regido centromérica (bandas C +)
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comum as trés espécies analisadas, também foi encontrada nos cromossomos de
outras espécies relacionadas (ALMEIDA et al., 2006) bem como em alguns
Tenebrionidae e Scarabaeidae (JUAN et al., 1991; PLOHL et al., 1993; MOURA et
al., 2003; COLOMBA et al., 2006). Por outro lado, Cabral-de-Mello et al. (2011b) tem
descrito a presenca de heterocromatina pericentromeérica rica em composi¢do de
bases GC no género Dichotomius (Scarabaeidae), propondo a ocorréncia de
compartimentalizacdo da heterocromatina nas espécies desse género.

Adicionalmente, a presenca de cromossomos inteiramente ricos em bases
GC é compartilhada entre as trés espécies, bem como 0s cromossomos ricos em
bases AT em O. personata, o que ndo tem sido descrito para outras espécies de
Chrysomelidae. Além disso, a presenca de blocos ricos em bases GC no braco curto
de cromossomos em O. octoguttata e O. sexnotata poderiam indicar uma
diferenciacéo cariotipica entre as espécies do género Omophoita. No que se referem
as marcacdes diferenciais observadas nos cromossomos sexuais, 0S DNAs
repetitivos de diferentes composicdes estdo presentes nesses cromossomos e estao
provavelmente relacionados ao seu processo evolutivo. Nesse sentido, as
composicdes de DNAs repetitivos obtidas neste estudo também poderiam explicar a
diversificacdo da morfologia cromossémica descrita na literatura para espécies de
Omophoita (VIRKKI, 1983; ALMEIDA et al., 2009.).

O uso de técnica de DNA Cot-1 total mostrou um padrdo mais preciso e
complementar de distribuicdo de heterocromatina nas espécies analisadas. De
acordo com Cabral-de-Mello et al. (2011b), os estudos baseados exclusivamente em
bandamento C pode levar a descricbes errbneas de homogeneidade entre os
cariétipos. Assim, de acordo com os autores, o método DNA Cot-1 total pode
oferecer suporte a analise genémica completa.

Neste sentido, a presenca de heterocromatina e fluorocromo DAPI-positivo,
e sua correspondéncia com a fracdo de Cot-1 na regiao pericentromérica, sugerem a
ocorréncia de DNA altamente repetitivo em sequéncias de bases AT nesta regido
cromossOmica nas trés espécies. No entanto, a hibridagéo fraca para Cot-1 total de
sondas em certos cromossomos sugere que a heterocromatina é composta de um
baixo nimero de copia de sequéncias ou classes de DNAs repetitivos diferentes. Tal
variacdo na composicdo da heterocromatina também foi observada em
Scarabaeidae (CABRAL-DE-MELLO et al., 2011b). Para os cromossomos sexuais,

as diferencas na localizacdo, composicdo e hibridacdo do Cot-1 total indicam
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diferenciacdo da heterocromatina entre tais cromossomos das trés espécies de
Omophoita. A variagdo em composicdo e hibridacdo para certos cromossomos
destas espécies indica diferenciacdo da heterocromatina em Omophoita.

Hibridacdo cruzada entre as espécies produziram um padrdo de marcacao
semelhante para as sondas nas regides pericentroméricas. Assim, podemos concluir
que a maior parte de regibes repetitivas do genoma é compartilhada entre as
espécies de Omophoita, mostrando que as regides conservadas de sequéncias
repetitivas séo distribuidas ao longo dos cromossomos sexuais e autossomos. Além
disso, a heterocromatina para estas espécies € em grande parte composto por DNA
repetitivo compartilhado. Diferentes tipos de DNA repetitivo podem estar diretamente
ligados a heterocromatinizacdo e evolu¢cdo dos cromossomos sexuais gigantes do
género Omophoita e subtribo Oedionychina. Isso poderia também estar relacionado
com o processo de diferenciagcado autossémica.

Por isso, técnicas mais refinadas podem ajudar a elucidar os processos de
diferenciacdo cromossdmica entre espécies relacionadas com alguma uniformidade
cariotipica. De acordo com Cabral-de-Mello et al. (2011b), o0 método de DNA Cot-1
total € uma ferramenta ideal para estudos comparativos sobre genomas, diversidade
cariotipica e evolucdo do genoma em insetos pois este grupo ndo possui bibliotecas

disponiveis, sondas cromossémicas ou genomas sequenciados.
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Figura 1. Células meiéticas de Omophoita octoguttata submetidas a bandamento-C (A) e coloragéo
com fluorocromos CMA3/DA/DAPI (B—-H). A, metafase |, cabeca de seta=colora¢do positiva
centromérica, Box = cromossomos sexuais de outra metéfase |, as setas mostram heterocromatina.
B, setas=DAPI positivo. C, cabecas de setas=CMA; positivo. D, sobreposicdo de imagens dos
autossomos B e C; cabecas setas=coloragdo positiva. E, idiograma dos autossomos observados em
D; seta=braco curto rico em AT e cabeca de seta=braco curto rico em GC. F, setas=DAPI positivo. G,
cabecgas seta=CMA; positivo. H, sobreposicdo de imagens F e G da anafase ll; setas=regides AT
positivas; cabec¢as de seta=regiées GC positivas. Barra=10 um.
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Figura 2. Células meiéticas de Omophoita personata submetidas a bandamento-C (A) e coloracéo
com fluorocromo CMA:/DA/DAPI (B-D). A, metafase |; setas=heterocromatina centromérica. B,
setas=DAPI positivo. C, cabecas de seta=CMA; positivo. D, sobreposicdo de imagens B e C da
metafase |, setas=regides AT positivas e cabecas seta=regides GC positivas. Box=cromossomos
sexuais (X e Y) de outra célula. Barra=10 ym.

Figura 3. Células meidticas de Omophoita sexnotata submetidas a bandamento-C (A) e coloragéo
com fluorocromos CMAS/DA/DAPI (B-D). A, metédfase | setas=heterocromatina centromérica,
Box=visdo detalhada de um cromossomo Y. B, setas=DAPI positivo. C, setas=CMA; positivo; e
cabecas de seta=bracos curtos GC positivos. D, sobreposicdo de imagens B e C da metafase II,
setas pequenas=regifes AT positivas e setas grandes=regides GC positivas. Box=cromossomos X e
Y; setas pequenas=regibes AT positivas, setas grande=regides GC positivas e cabecas de
seta=bandas proximais GC positivas. Barra=10 um.
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Figura 4. Células meidticas de Omophoita octoguttata (A, D, G), O. personata (B, E, H) e O.
sexnotata (C, F, 1), submetida a hibridagdo cruzada utilizando o produto Cgt-; total a partir de O.
octoguttata em A-C, a partir de O. personata em D-F, e a partir de O. sexnotata em G-I.
Setas=marcacdes puntiformes, cabecas de seta=marcas positivas. Barra=10 pm.
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Figura 5. Idiograma dos cromossomos sexuais (X esquerda, Y a direita) mostrando os diferentes
padrdes de marcacdes obtidos com bandas C, fluorocromos CMA,/DA/DAPI e sondas de Cgt-1 de
Omophoita octoguttata, O. personata e O. sexnotata. (®= centromero, M = bandamento C, ® = CMA;,
B = DAPI, " = DAPI + CMA;, B = Ct-1 marcagoes).
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CAPITULO Il

Mapeamento molecular de microssatélites e retrotransposons: evidéncia dos
mecanismos evolutivos envolvidos na diferenciagdo dos cromossomos

sexuais gigantes em Omophoita (Coleoptera: Alticinae)
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Resumo

Os estudos de microssatelites (SSRs) sdo amplamente utilizados como marcadores
moleculares, pois apresentam elevado nivel de polimorfismo e sdo amplamente
distribuidos nos genomas. Por sua plasticidade os SSRs também tem sido estudado
em mapeamento cromossdmico de diversas espécies. A literatura ainda mostra que
muitos elementos de transposicdo (TE) tém sido identificados por influenciarem
rearranjos cromossomicos, formacdo e movimentacdo de DNAs satélites, sendo
interessantes estudos em conjunto de TEs e SSRs para pesquisas evolutivas.
Assim, o objetivo do estudo foi propor alguns mecanismos evolutivos envolvidos na
diferenciacdo e origem dos cromossomos sexuais gigantes de espécies do género
Omophoita, por meio da caracterizagdo molecular desses cromossomos, utilizando a
FISH com sondas de DNAs repetitivos. As hibridagdes com sondas SSRs (CA)s,
(CAT)10, (GAC)109, (CAC)10, (GAA)10, (GATA)s, (GA)15, realizadas em células
meidticas de quatro espécies de Omophoita, mostraram padrbes de marcacao
conservados para 0s autossomos, porém essas marcacfes mostraram-se bem
diversificadas em relagdo aos cromossomos sexuais, sugerindo uma diferenca de
constituicdo nos cromossomos sexuais entre as espécies. A clonagem e analise das
sequéncias obtidas com a técnica de Cot-1 evidenciaram a presenca de
retrotransposons. As hibridacbes dos clones com fragmentos de retrotransposons
mostraram marcacdes dispersas em todos 0s cromossomos das espécies, padrao
de acumulos semelhantes aos obtidos com SSRs, sugerindo possivel relacao entre
eles, desta forma, pode se inferir um papel evolutivo dos DNAs repetitivos na

diferenciacdo desses cromossomos no género.

Palavras chave: FISH, evolucao cariotipica, citogenética molecular, microssatelites

(SSRs), retrotransposons, Omophoita
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Introducéo

Dentre as subfamilias de Chrysomelidae, Alticinae possui 0 maior numero de
espécies na Regido Neotropical (BORROR e DELONG, 1988), compreendendo
cerca de 570 géneros e mais de 10.000 espécies (SEENO e WILCOX, 1982). No
Brasil existe uma alta biodiversidade de alticinaes, apresentando grande potencial
para pesquisas, como estudos ecologicos, desde indicadores bioldgicos
(LINZMEIER et al.,, 2006), estudos de pragas agricolas (COSTA et al., 2006) a
estudos citogenéticos e moleculares (ALMEIDA et al., 2006, 2009; MELLO et al.,
2014). A subtribo Oedionychina contem géneros endémicos da regido Neotropical
como, por exemplo, Omophoita (RILEY et al., 2002).

Citogeneticamente as espécies de Omophoita possuem caracteristicas
cromossOmicas peculiares, como Ccromossomos sexuais com tamanho
extremamente grande e assinpticos durante a meiose, 2n=22, formula meibtica
10lI+X+Y, mostrando grande possibilidades para estudos citogenéticos e
moleculares envolvidos na evolugdo cariotipica de seus cromossomos sexuais
gigantes, como demonstrado por Almeida et al. (2009, 2010) e Mello et al. (2014,
artigo | do presente trabalho).

A heterocromatina é um importante componente de estruturacdo
cromossOmica, composta por uma ampla quantia de DNAs repetitivos, na maioria
dos casos esta relacionada aos centrdmeros e teldbmeros. Estudos classicos de
heterocromatina com a técnica de obtencdo de bandas C foram realizados em
somente sete espécies de Alticinae (VIRKKI, 1983, ALMEIDA et al., 2006, 2009).
Virkki (1983), estudando cromossomos mitoticos e meidticos em quatro espécies de
Alticinae (Omphoita annularis, O. personata, O. octoguttata e Alagoasa januaria),
observou a ocorréncia de bandas pericentroméricas em todos os cromossomos do
complemento e adicionais nos cromossomos sexuais, variando em namero, posi¢ao
e intensidade de marcacdo. Padrdes pericentroméricos e adicionais também foram
descritos em estudos com espécies de Alticinae por Almeida et al. (2006, 2009),
observados em bivalentes autossémicos e cromossomos sexuais de Paranaita
opima, O. magniguttis e O. sexnotata.

Os genomas de um modo geral estédo repletos de sequéncias de repeti¢cdes
simples ou em tandem, podendo ocorrer como unidades pequenas ou milhares de

pares de bases de nucleotideos. Existem diversas classificacbes dessas repeticdes
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em tandem, como os microssatélites (SSRs) sequéncia de repeticbes simples, que
sdo repeticbes mono, di, tri, tetranucleotideos ate seis (hexa-nucleotideos).
Repeticbes de unidades mais longas formam os minissatélites, e ainda maiores os
DNAs satélites (ELLEGREN, 2004).

Além de repeticbes em tandem, existem o0s elementos de repeticao
dispersos, como o0s elementos de transposicao (TES), classificados em transposons
e retrotransposons. Os TEs sédo sequéncias que podem estar repetidas milhares de
vezes no genoma, porém arranjados de forma dispersa (SUMMER, 2003). Esses
TEs, DNAs satéltes e SSRs tém sido associados principalmente com
heterocromatina constitutiva em clusters, os quais podem formar padrbes de
heterocromatina espécie especificos e cromossomo especificos (RASKINA et al.
2007; CUADRADO e JOUVE, 2007).

Os DNAs repetitivos podem servir como possiveis regides de rearranjos
cromossOmicos, como delecdes, duplicacbes, translocacbes e inversdes, em
localizacBes entre os limites da heterocromatina e eucromatina (SUMNER 2003,
BADAEVA et al., 2007, CHEN et al., 2010). A literatura ainda mostra que muitos
elementos de transposicdo tém sido associados com a ocorréncia de rearranjos
cromossbmicos, formacdo e movimentacdo de DNAs satélites. Desta forma,
evidencia que esse grupo de DNA repetitivo tem grande relevancia em estudos
sobre evolucdo cromossdmica e do genoma. Alguns trabalhos tém mostrado a
influéncia dos elementos de transposicdo na heterocromatinizacdo de cromossomos
e no processo de diferenciagcéo e origem dos cromossomos sexuais (STEINEMANN
e STEINEMANN 2005; KAISER e BACHTROG, 2010). Além disso, estao envolvidos
na evolucdo da heterocromatina, a qual pode ter sido formada em resposta a
elementos transponiveis invasivos, os quais formam centros de nucleacao
heterocromatica, propagando a heterocromatina e silenciando genes flanqueadores.

Varios trabalhos tém gerado evidéncias mostrando que a distribuicdo
gendmica dos SSRs nao € aleatdria, provavelmente por causa de seus efeitos sobre
a organizacdo da cromatina, regulacdo da atividade genética, recombinacao,
replicagdo de DNA, ciclo celular, entre outras fungbes (LI et al., 2002 ). Exemplos
desses efeitos funcionais sao as sequéncias microssatélites GATA, onde se acredita
estar envolvida de alguma forma com cromossomos sexuais de varias espécies,
sendo abundantes em cromossomos sexuais heteromoérficos de espécies de
vertebrados (JONES E SINGH,1981), desde répteis (O’'MEALLY et al., 2010) a


http://mbe.oxfordjournals.org/content/21/6/991.long#ref-58
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mamiferos. Em humano os SSRs GATA presente no cromossomo Y desempenham
um papel na marcacdo dos limites de dominios da cromatina (SUBRAMANIAN,
2003). Descobriu-se também, que os SSRs GATA tém atividade blogueadora e
ativadora em células humanas e de Drosophila. Desta forma, essas atividades
poderiam explicar o acimulo dos SSRs em organismos complexos (KUMAR et al.,
2013).

Estudos mostram que o acumulo e dispersdao de elementos repetitivos
podem interferir no tamanho dos cromossomos sexuais, podendo torna-los menores
como o0 Y em mamiferos (MATSUBARA, et at., 2006) ou 0 maior cromossomo do
genoma, como, por exemplo, o cromossomo Y da planta Silene latifolia
(KEJNOVSKY, 2009). Assim eventos como esses poderiam estar envolvidos na
evolugcdo dos cromossomos sexuais gigantes no género Omophoita. Desta forma, o
objetivo do estudo foi propor os mecanismos evolutivos envolvidos na diferenciagéao
e origem dos cromossomos sexuais gigantes de espécies do género Omophoita,
através da caracterizacdo molecularmente desses cromossomos, utilizando a FISH

com sondas de DNASs repetitivos.

Material e Métodos

- Preparacdes citoldgicas

Para o estudo foram utilizados individuos machos de quatro espécies: sendo
26 individuos de Omophoita magniguttis, 53 de Omophoita octoguttata, 33 de
Omophoita personata e 34 de Omophoita sexnotata, pertencentes a ordem
Coleoptera, subfamilia Alticinae. Os exemplares foram coletados em populacdes
naturais no municipio de Ponta Grossa, PR, Brasil (25°07°10”S e 49°56°24” W) e
Nonoai, RS (27°2121" S, 52° 45' 58" W). os quais foram identificados por Carlos
Campaner do Museu de Zoologia, USP, SP.

Para preparacoes citologicas foram utilizadas génadas de insetos adultos as
quais foram dissecadas em solucéo fisiologica para insetos, hipotonizadas e fixadas

em Carnoy |, segundo Almeida et al. (2000).
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- Extracdo de DNA e prospeccao de DNA repetitivo

A extracdo de DNA de O. octoguttata seguiu o protocolo de Murray e
Thompson (1980), com algumas modificacdes, utilizando a cabeca, o pronoto e o
fémur do terceiro par de pernas, macerados em nitrogénio liquido. A prospeccao de
DNA repetitivo foi via cinética de reassociacdo, baseada na técnica de DNA Cot-1
(DNA enriquecido com sequéncias altamente e moderadamente repetitivas) segundo
Zwick et al. (1997). O DNA gendmico foi diluido brevemente, para uma concentracéo
final de 300 ng/uL em uma solucdo de NaCl 0,3 mol/L. A amostra foi tratada em
autoclave (121°C, 1,034 x 105 Pa), por 5 minutos, afim de obter fragmentos entre
100 e 1000 pb. O DNA foi entdo desnaturado a 95°C por 10 minutos e colocado a
65°C para re-anelamento, e posteriormente tratado com nuclease S1 (Promega) a
37°C por 8 minutos.

Os fragmentos obtidos foram purificados utilizando o Kit Axy Prep PCR
Cleanup Kit (Axygen, Bioscience), seguindo as instru¢des do fabricante. As amostras
de DNA purificadas foram ligadas ao plasmideo pMOS, utilizando o kit de clonagem
(blunt ended PCR cloning kit) seguindo as instrucbes do fabricante. Para
transformacao foram utilizadas células de Escherichia coli DH5a CaCl, competentes
(Gibco.Brl Life Technologies). Os clones de interesse foram selecionados através de
PCR a partir de colbnias recombinantes (brancas) utilizando primers e ciclos
especificos para pMOS. Os plasmideos recombinantes foram sequenciados usando
um sequenciador automético (ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer) armado com
capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied Biosystens).

Na analise das sequéncias nucleotidicas dos clones de interesse, utilizou-se
o software BLAST — Basic Local Alignment Search Tool (ALTSCHUL et al., 1990),
presente no National Center for Biotechnology Information (NCBI) disponivel em:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/ e o software CENSOR, presente no Genetic

Information Research Institute (GIRINST) disponivel em:

http://www.qgirinst.org/censor/index.php (KOHANY et al., 2006), para a identificacao

de possiveis identidades sequéncias de outros organismos. Para analise das
sequéncias quanto a repetitividade foi utilizado o método de dot plot com o software
Geneious 4.8.4 (DRUMMOND et al., 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
http://www.girinst.org/censor/index.php
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- Hibridacéo in situ fluorescente (FISH)

As células meioticas das quatro espécies analisadas foram submetidas a
técnica de FISH com sondas de microssatélites especificos marcados com biotina
durante sintese na extremidade 5’ (Sigma, St. Louis, MO, EUA) como SSRs di, tri e
tetranucleétidos: (CA)is, (CAT)10, (GAC)10, (CAC)10, (GAA)10, (GATA)g, (GA)15. Além
disso, foram realizadas hibridacdes com clones de interesse, obtidos de fragmentos
Cot-1 total de O. octoguttata. As sondas dos clones foram obtidas por PCR
(Polymerase Chain Reaction) marcado com biotina 14-dATP (Invitrogen) ou
digoxigenina 11-dATP.

A hibridizacdo foi realizada segundo Pinkel et al. (1986), com pequenas
modificacdes descritas por Almeida et al. (2010). As condicfes de hibridacdo foram
de alta extringéncia realizada com pelo menos 300 ng (2,5 ng/uL de sondas,
formamida deionizada 50%, sulfato de dextrano 10%, 2XSSC a 37°C overnight).
Apos a hibridizacéo, as laminas foram lavadas em 15% formamida/0,2XSSC a 42°C
por 20 min, 0,1XSSC a 60°C por 15 min, e 4XSSC / 0,05% Tween em temperatura
ambiente por 10 minutos. Este ultimo constituido por duas lavagens de 5 minutos.
Para a deteccao e amplificacdo do sinal da biotina utilizou-se Streptavidina (Sigma) e
para detecgcdo da digoxigenina utilizou-se anti digoxigenina (Roche). Os
cromossomos foram contracorados com DAPI (0,2 mg/ml) montado em uma solugéo
anti-fade. As melhores células foram fotografadas em um microscopio de
epifluorescéncia Olympus BX41. As imagens foram capturadas com uma camera
Olympus DP-71 12 Mega pixels. As fotos obtidas foram montadas em pranchas e as
cores originais foram substituidas com o auxilio de editor de imagens Adobe
Photoshop CS5, para uma melhor visualizagdo sem que houvesse alteragdo nos

resultados.

Resultados

A anadlise de células meidticas das quatro espécies Omophoita magniguttis,
Omophoita octoguttata, Omophoita personata, e Omophoita sexnotata, mostrou
2n=10II+X+Y, cromossomos sexuais gigantes e assinapticos, porem com

segregacao regular. Os dados citogenéticos foram concordantes com a descricdo
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realizada por Almeida et al. (2009).

As analises dos cromossomos autossémicos das quatro espécies mostraram
marcacdes pericentromérica na maioria dos bivalentes com as sondas SSRs: (CA);s,
(CAT)10, (GAC)10, (CAC)10, (GATA)g, (GA)15 (Figuras 1-4 setas). A hibridacdo com o
microssatélite (GAA);p mostrou um padréo diferente para as espécies Omophoita
magniguttis e Omophoita personata, sendo que apenas um bivalente foi marcado na
regido pericentromérica (Figuras 1 M-O e 3 M-O, setas). Em O. octoguttata todos os
bivalentes mostraram marcac¢fes pericentromérica (Figuras 2 M-O, setas), em O.
sexnotata nenhum autossomo apresentou marcacgdes (Figura 4 M-O, setas) com a
sonda (GAA)1o.

Os resultados das hibridacdes com os diferentes SSRs nos cromossomos
sexuais mostraram padroes bem variados nas quatro espécies (Figura 5, Tabelal).
Marcacdes pericentroméricas e distais foram as mais comuns entre as espécies.
Marcacoes dispersas ao longo dos cromossomos foram obtidas com quatro SSRs. O
microssatélite (CA);5s mostrou-se disperso no cromossomo X e y de O. magniguttis,
O. personata e O. sexnotata. O SSR (GA)is apresentou-se disperso no X de O.
magniguttis e O. octoguttata e na porcéo intersticial estendendo-se até a terminal em
um dos bracos do y em O. magniguttis. O SSR (CAC);o mostrou-se disperso no X de
O. personata e no X e y de O. sexnotata. Além disso, marcacdes dispersas com o
SSR (GAC);p, foram observadas nas regides distais de ambos os bragos do
cromossomo X de O. sexnotata (Figura 5).

Marcacdes bem evidentes nos cromossomos sexuais das quatro espécies
foram obtidas com o SSR (GATA)s. Acumulos na regido pericentromérica foram
observados no cromossomo X das quatro espécies. Nos bracos cromossémicos
foram visualizados diferentes acumulos na regido distal e intersticial entre as
espécies. A hibridacdo no cromossomo y foi bem evidente, mostrando acumulos
semelhantes em grande parte do brago longo em O. magniguttis e O. octoguttata e
do braco curto em O. personata e O. sexnottata (Figura 5). Outro acumulo
interessante foi com o SSR (GAA);o mostrando marcac¢des no cromossomo X e y de
O. octoguttata e marcagcdes somente em um dos bracos do X de O. sexnotatta.
Nenhuma marcacao foi observada nos cromossomos sexuais de O. magniguttis e O.
personata.

A andlise das sequéncias clonadas mostrou trés clones informativos e com

padrées de marcacao através da FISH. Essas sequéncias mostraram identidade
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com retrotransposons de outros invertebrados, o clone 4 mostrou 86% de identidade
com o TAHRE de Drosophila melanogaster. O clone 8 apresentou 94% de identidade
com o Kiri de Aedes aegypti; clone 90% de identidade com o retrotransposon
PERERE2_SMED de platyhelminthes. Os dados obtidos com o método dot plot
mostraram que as sequéncias dos clones apresentam um padréo de linhas paralelas
a diagonal, caracterizando um padrao de DNA repetitivo (Figura 6).

A hibridagéo in situ utilizando os fragmentos de TEs clonados obtidos de O.
octoguttata nos cromossomos da prépria espécie e de outras do género (O.
magniguttis, O. personata e O. sexnotata) mostrou marcacdes dispersas nos

Cromossomos sexuais e autossomos de todas as espécies (Figura 7).

Discussao

As informacdes citogenéticas descritas na literatura para 102 espécies
pertencentes a subtribo Oedionychina, mostram uma homogeneidade cariotipica. De
acordo com os dados, aproximadamente 80% as espécies apresentam
2n=22=20+X+Y, cromossomos sexuais gigantes assinapticos.

As variagcOes observadas referem-se a alteragbes na morfologia dos
autossomos, podendo ocorrer cariétipos com predominancia de metacéntricos ou
acrocéntricos (SMITH e VIRKKI, 1978; VIRKKI, 1989; PETITPIERRE et al., 1988;
VIRKKI e SANTIAGO-BLAY, 1993; ALMEIDA et al., 2006,2009). No entanto, dados
obtidos com técnicas mais refinadas como hibridacdo in situ, fluorocromos tém
evidenciado que embora o caridtipo seja similar, sua composicdo € diferente
(ALMEIDA et al., 2010; MELLO et al., 2014, artigo | presente trabalho).

Os resultados mostram uma intensa disperséo e propagacao de di, tri, tetra
nucleotideos SSRs e de retrotransposons no genoma das quatro espécies de
Omophoita. Microssatélites foram encontrados em praticamente todos o0s
cromossomos, tanto nos autossomos quanto cromossomos sexuais. Esses
resultados também foram observados em outros grupos, como Orthoptera (MILANI E
CABRAL-DE-MELLO, 2014), em vertebrados, por exemplo, em lagarto (POKORNA’
et al., 2011) e em plantas (KUBAT et al., 2008). A ocorréncia desses SSRs é comum
nos genomas de eucariotos sendo um dos componentes mais presentes e dinamicos

(ELLEGREN, 2004). No entanto, esse € o primeiro trabalho que utiliza hibridacdo e
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mapeamento com microssatélites em Coleoptera.

O padrdo pericentromerico conservado obtido para os autossomos nas
quatro espécies do género Omophoita em relagcdo aos microssatelites (GA)is,
(GAC)10, (GATA)s, (CAT)109, (CA)15 € (CAC)10, € coincidente com as regides de
heterocromatina, obtidas com bandas C em Omophoita, e com as regides de DNAs
repetitivos, obtidos com a técnica de Cot-1 e fluorocromos (ALMEIDA et al.,2009
MELLO et al., 2014).

No que se refere aos cromossomos sexuais (Figura 5) os resultados,
mostram uma diversificacdo de marcagdes, ndo sendo observado um padrao
conservado entre as quatro espécies para os diferentes SSRs, apenas alguns
possuem acumulos semelhantes entre uma ou outra espécie. O acumulo da maioria
dos SSRs na regido pericentromérica e distal nos cromossomos sexuais foi 0 evento
mais frequente de marcacdes, resultados coincidentes com os dados obtidos com os
padroes de Banca C descritos por Almeida et al. (2009) e com os resultados de Cotl
e fluorocromos descritos por Mello et al. (2014). Esses resultados estdo de acordo
com outros estudos que afirmam que a heterocromatina constitutiva tem ocorréncia
variavel nos cromossomos sexuais, podendo aparecer somente na regido
pericentromérica ou ao longo de todo o comprimento cromossémico, de acordo com
o grau de diferenciagdo cromossdmica da espécie (ALMEIDA et al., 2000, ROZEK et
al., 2004).

Algumas hibridacdes evidentes foram obtidas com o SSR (GATA)g, has quais
todos os cromossomos sexuais das quatro espécies foram bem marcados, sendo o
cromossomo y com mais acumulos. Marcacdes similares foram observadas em O.
magniguttis e O. octoguttata, porém em O. personata e O. sexnotata esse mesmo
padrdo esta presente de forma invertida, o que pode ser dado por uma inversao ou
acumulo, levando a um aumento diferencial dos bragcos. Esse resultado pode
evidenciar uma divergéncia entre espécies bem préximas dentro de um mesmo
género. O acumulo de sequéncias SSRs GATA nos cromossomos sexuais é
frequentemente encontrado em espécies com cromossomos sexuais heteromorficos,
como vertebrados (JONES e SINGH,1981), répteis (O'MEALLY et al., 2010) e
mamiferos (SUBRAMANIAN, 2003).

Kumar et al. (2013) demonstraram, que os SSRs GATA podem ativar ou
bloquear a expressédo em células humanas e de Drosophila, em dominios funcionais

no genoma, apresentando estreita associacdo com genes reguladores do
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desenvolvimento. Segundo os autores, isso poderia explicar porque 0s SSRs,
especialmente o GATA, pode ter se acumulado em grande parte do genoma das
espécies. Desta forma, reforcando a ideia de que os DNAs repetitivos ndo sdo DNA
lixo, podendo constituir elementos funcionais relevantes do complexo dos genomas.

Os resultados coincidentes de disperséo entre os SSRs (GA)is, (CAC)o,
(CA)15 e os clones obtendo os fragmentos de TEs evidencia uma associacao entre
esses DNAs repetitivos e alta dispersdo destes no genoma das espécies. Essa
associacdo encontrada reforca a ideia de uma dispersdo conjunta. Segundo
Kejnovsky et al. (2013) os TEs e os SSRs séo altamente relacionados, assim o mais
provavel é que essa dispersdo possa estar relacionada a TEs, os quais podem estar
carreando ou movimentando as sequéncias SSRs por insercfes em regides em
tandem, o que de uma maneira geral pode estar levando a dispersao diferente no
genoma dessas espécies.

Os resultados observados com o SSR (GAA); foram mais variaveis,
mostrando marcacdes na regido pericentromérica de autossomos ou acumulos nos
cromossomos sexuais. Essa grande diferenca de maracdes poderia também ser
explicada pela presenca de outros TEs, diferentes daqueles encontrados neste
trabalho.

Expanséo € uma propriedade geral da maioria dos microssatélites, mas seus
mecanismos estdo bem longe de serem completamente compreendidos. Um dos
modelos bem estabelecidos da expansao de microssatélites envolve o deslizamento
de replicacdo (ELLEGREN, 2004), ou interferéncia dos TEs, através da associacao
dos SSRs com esses elementos (ARCOT et al.,1995; RAMSAY et al.,1999; KELKAR
et al., 2011).

A possivel origem dos cromossomos sexuais é a partir de um par de
autossomos (OHNO, 1967), com perda de homologia, especializacdo em funcéo do
sexo, e reducédo do crossing-over, deixando-os geneticamente heterogéneos. Essa
falta de sinapse e recombinacdo possibilta o acumulo de diversos tipos de
elementos repetitivos como SSRs, TEs entre outros nesses cromossomos. Acredita-
Se esse processo ocorreu com o cromossomo y da planta Silene latifolia (RICE,
1984; CHARLESWORTH, 2002; CHARLESWORTH et al., 2005; KEJNOVSKY,
2009). Nesse sentido, esse processo de expansdo e associagao com TEs poderia
estar relacionada com a origem e diferenciacdo dos cromossomos sexuais em

Omophoita, resultando em perda total de sinapse e homologia. Assim, comparacdes
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com outras espécies de outros géneros relacionados com ou sem Cromossomos
sexuais gigantes poderiam ajudar no entendimento de processos evolutivos deste
grupo.

Nesse sentido, eventos como esses poderiam estar envolvidos na evolucao
dos cromossomos sexuais gigantes presente nessas espécies e possivelmente em
outras espécies da subtribo Oedionychina. Desta forma, pode-se inferir, que o
acumulo e dispersdo de SSRs ao longo do tempo, nas quatro espécies e sua
possivel associacdo a TEs e outros DNAs repetitivos, provavelmente influenciaram
no tamanho e, consequentemente, a evolugdo dos cromossomos sexuais gigantes

em Omophoita (Oedionychina).
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Tabela 1 — Localizagdo cromossdmica dos sinais de hibridacdo e acumulo dos
SSRs, nos cromossomos sexuais de Omophoita magniguttis, Omophoita octoguttata,
Omophoita personata e Omophoita sexnotata. Marcagbes: Dispersas (D),
pericentromericas (P), Intersticial bragco menor (Ip), Intersticial braco maior (lg), Distal
brago menor (Dp) e Distal brago maior (Dq).

Epécies O. magniguttis O. octoguttata O. personata O. sexnotata
D|P | Iy lqg | Dp | Dg | D[P |1, [1qg| Dy |[Dg| DIP|1y|[lg| Dy Dg| D[P 1| 1q]Dp| Dy
(CA)1s X |+ |+ + + + + | + + |+ | + + + |+ |+ + +
Y + o+ o+ + + + |+ + 0+ ++ o+ + + |+ |+ |+ + +
(CAT)wo | X + + + + |+ + + | + + |+ [+ | +
Y + |+ |+ + + + |+ + + + + +
(GAC)ypo | X + |+ |+ + + + + + + |+ |+ + +
Y + + + + |+ |+ + + + | + + +
(CAC)p | X + | + + + + + + | + |+ + + o+ |+ + +
Y + o+ o+ + + + + + + |+ + + +
(GAA)y, | X ¥ + | + = o
Y + |+ + +
(GATA)s | X + + + + + + + + + + | + +
Y + |+ + + + + + |+ |+ |+ + + + +
(GA)1s X |+ |+ + |+ + |+ + | + + + | +
Y | + + |+ + + |+ |+ + + + | + + + + +

Fonte: O autor
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Figura 5 - Idiogramas dos cromossomos sexuais e autossomos hibridados com as respectivas
sondas SSRs nas espécies Omophoita magniguttis, Omophoita octoguttata, Omophoita personata,
Omophoita sexnotata, representando os diferentes padrbes de acumulo dos microssatélites nesses
cromossomos. ® = centrémero
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Figura 6 -Analise dos clones através do método dot plot. A. sequéncia do clone 4, B. sequéncia do
clone 8, C. sequéncia do clone 9, tracos diagonais paralelos representam grau de repetitividade.
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Figura 7. Células testiculares das espécies de Omophoita submetidas a FISH com sondas dos
fragmentos dos retrotransposons clonados; clones 4, 8 e 9 obtidos de O. octoguttata. A — D células de
O. octoguttata ; E células O. magniguttis; F células de O. personata; G — H células de O. sexnotata.

Barra = 10 pm.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi analisado ao nivel citogenético molecular, espécies
do género Omophoita, contribuindo para os estudos da evolu¢cdo cromossémica da
subfamilia Alticinae (Chrysomelidae), além de fornecer informacdes sobre dados
citogenéticos moleculares escassos na literatura para Coleoptera.

Nos estudos comparativos da heterocromatina para estas espécies, foi
mostrado que a mesma em grande parte € composta por DNA repetitivo
compartilhada entre as espécies, hibridagbes cruzadas produziram um padrdo nas
regides pericentroméricas. Com isso pode se dizer que grande parte do genoma é
compartiihado entre as espécies de Omophoita, mostrando que as regides
conservadas de sequéncias repetitivas sdo distribuidas ao longo dos cromossomos
sexuais e autossomos.

Para os cromossomos sexuais foram obtidas diferencas na localizacao,
composicao e hibridacédo do Cot-1, podendo indicar diferenciacdo da heterocromatina
entre tais cromossomos nas espécies de Omophoita. Além disso, diferentes tipos de
DNA repetitivo podem estar diretamente ligados a heterocromatinizacdo e rearranjo
dos cromossomos sexuais gigantes.

Com o0 estudo do mapeamento de sequéncias SSRs, obteve-se um
resultado semelhante em alguns pontos com o mostrado pelo Cot-1, mas as
diferencas mostradas nas hibridizagbes com sondas SSRs foram bem mais
expressivas, ndo mostrando um padrao geral de marcacbes entre as espécies,
somente algumas regibes mais frequentemente marcadas como as regides
pericentroméricas.

Levando-se em consideracdo todos os resultados obtidos e comparando-os
com outros trabalhos, pode se entender que eventos de rearranjos ligados a DNAs
repetitivos poderiam estar envolvidos na evolugdo dos cromossomos sexuais
gigantes na subtribo. Acimulo e dispersdo de SSRs ao longo do tempo e sua
possivel associacdo a TEs e outros DNAs repetitivos, podem favorecer rearranjos
cromossOmicos, provavelmente influenciando o tamanho e, consequentemente, a
evolucdo dos cromossomos sexuais gigantes em Omophoita.

Estudos com sequéncias repetitivas se mostram promissoras para estudos

evolutivos em geral, mais estudos moleculares envolvendo principalmente DNAs
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repetitivos, como os TEs, com toda sua plasticidade, podem ser a chave para novas
pesquisas e descobertas importantes no que diz respeito diversidade e evolucéo de

uma maneira geral, como em Coleoptera onde os estudos sdo bem escassos.
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7

7.1

7.1.1

ANEXOS

CITOGENETICA CONVENCIONAL

Metodologia para estudo de cromossomos obtidos a partir de génadas

descrita por Almeida et al. (2000)

7.1.2

7.1.3

Dissecar o0 animal em solucdo fisioldgica para insetos, retirar a gdbnada e transferi-la
para uma placa de Petri contento solucao hipoténica (agua de torneira), durante 5
minutos;

Fixar o 6rgdo em Carnoy | (metanol-acido acético na proporcédo 3:1), durante 30
minutos;

Macerar 0 6rgado sobre uma placa de metal a temperatura média de 35 a 40°C.

Técnica de obtencdo de Bandas C segundo Férnandez et al. (2002)

Desnaturar os cromossomos ha lamina em formamida 70% a 70° C por 5 minutos;
Incubar lamina com formamida 50% em tampéo 2XSSC (pH 7.3) por uma hora em
estufa a 37° C;

Incubar a lamina em tampéao 2XSSC (pH 7.3), por 45 minutos, a temperatura de
60°C;

Submeter a lamina a coloracdo com lodeto ou Giemsa.

Tripla coloracdo com o fluorocromo Cromomicina (CMA3), Distamicina

(DA) e 4 6-Diamino-fenil-indol (DAPI), segundo Schweizer (1983), com algumas

modificacdes

Colocar cerca de 80 pl de solugéo de cromomicina sobre cada Iamina, cobrir com
uma laminula e deixar por uma hora em temperatura ambiente no escuro;
Escorrer a laminula e lavar a lamina em tamp&o Mcllvaine em seguida lavar com
agua e secar levemente;

Colocar cerca de 80 pl de solugéo de distamicina 0,1 mg/ml sobre cada lamina,
cobrir com uma laminula e deixar por 15 minutos em temperatura ambiente no

escuro;
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7.2

Escorrer a laminula e lavar a lamina em tampdao Mcllvaine em seguida lavar com
agua e secar levemente;

Colocar cerca de 80 pl de solugdo DAPI 0,2 pg/ml sobre cada lamina, cobrir com
uma laminula e deixar por 15 minutos em temperatura ambiente no escuro;

Lavar a lamina em tampé&o Mcllvain, secar ao ar e cobrir com laminula em meio de
montagem glicerol/ Mcllvain. Esperar 3 dias para estabilizar e analisar;

Opcional a lamina pode ser montada com DAPI/Antifading, quando no passo 3
devemos usar 80 pl, retirar 0 excesso com papel filtro, podendo ser analisada

apos 15 minutos.

CITOGENETICA MOLECULAR

7.2.1 Extracdo de DNA segundo MURRAY e THOMPSON, (1980), com
modificacoes

Tampao de extracdo sem CTAB. Para 15 mL de solugéo tampao:

5mL de NaCl 5M ([ ] final 1M)

5mL EDTA 0,5M ([ ] final 0,1M)

5mL TRIS-HCI 1M pH 8.0 ([ ] final 0,1M)

Guardar o tampéao de extracdo em temperatura ambiente.

© ©® N o g A~

Em um tubo de 1,5mL colocar o tecido (cabega, pronoto e fémures), 180uL de
tampao sem CTAB, 120uL de CTAB 5%, 15uL de proteinase K (10mg/mL) e 5uL
de DTT (1M) ou 5L de B mercaptoetanol.

Colocar a 50°C por 10 horas (overnight) ou até que o tecido esteja totalmente
digerido;

Adicionar 10uL de RNAse (10mg/mL);

Colocar a 37°C, em banho-Maria, por 2 horas;

Adicionar 600uL de cloroférmio;

Inverter os tubos suavemente durante 5 minutos;

Centrifugar a 8.000 rpm por 5 min a 4°C;

Retirar sobrenadante e transferir para um novo tubo;

Adicionar 600 pL de etanol 100% gelado e deixar a —20°C por 2 horas;
Centrifugar a 14.000 rpm por 15 min a 4°C.
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11. Descartar o sobrenadante;

12. Lavar o pellet com 200uL de etanol 70% gelado;
13. Centrifugar por 3 min a 10.000 rpm a 4 °C ;

14. Descartar o sobrenadante;

15. Lavar o pellet com 200 pL de etanol 100% gelado;
16. Centrifugar por 3 min a 10.000 rpm a 4 °C;

17. Descartar o sobrenadante;

18. Deixar secar na estufa a 37°C;

19. Ressuspender em 40uL de agua mili-Q ou TE.

7.2.2 Técnica Cot-1 (DNA enriguecido com segiiéncias alta e moderadamente
repetitivas) Cinética de reassociacdo do DNA, segundo Zwick et al., 1997

1. Diluir o DNA genémico 100-500 (200-300) ng/uL em 0,3 NacCl;

2. Colocar 200 pL (ou 150) de DNA diluido em tubos de 1,5 mL (com rosca);

3. Autoclavar por 5 minutos a 1.4 atm/120°C, (deixar chegar no verde, colocar no
médio e contar 5 min.);

4. Colocar em gelo imediatamente;

5. Aplicar 5 uL do DNA autoclavado em gel de agarose 1%, 90V 30 min, para checar o
tamanho dos fragmentos obtidos ( ideal 100 a 10000 pb);

6. Desnaturar 3 aliquotas (tubos 0, 1, 5) com 45 pL do DNA autoclavado em banho
95°C por 10 minutos; (ferver no beker no fogo)

7. Passar os tubos para o gelo por 10 segundos, acrescentar 5,5ul de tampéao 10x, levar
0 tubo ao banho maria 65°C por 3 min., em seguida acrescentar 0,2 pl de S1
nuclease e incubar a 37°C por 8 min:

Tubo O tratar imediatamente com :

-5,5 pL de tampéo 10X (para vol final de 50 pL)

-0,15 pL de S1 nuclease

-Incubar a 37°C por 8 minutos;

Tubo 1 colocar em banho maria 65°C por 1 minuto para renaturacao; ap6s 1 min

-5,5 pL de tampéo 10X (para vol final de 50 uL)

-0,15 pL de S1 nuclease
-Incubar a 37°C por 8 minutos;

Tubo 5 colocar em banho maria 65°C por 5 minuto para renaturacdo; apos 5 min
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-5,5 pL de tampéo 10X (para vol final de 50 pL)
-0,15 pL de S1 nuclease

-Incubar a 37°C por 8 minutos;

Calculo da nuclease S1

1U

8.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

1ug DNA

Congelar imediatamente em nitrogénio liquido;

Adicionar igual volume de fenol/cloroférmio (1:1), misturar os 2 antes;

Centrifugar por 5 min a 13000 rpm. Coletar a fase aquosa e passar para um tubo
novo;

Precipitar o DNA com 1 décimo do volume de acetato de sodio e 2,5 volumes de
etanol absoluto gelado;

Deixar no freezer a - 75° C por 30 min;

Centrifugar por 15 min a 15000 rpm a 4° C. Secar e ressuspender em 12ul de 4gua
Mili-Q autoclavada;

Checar o DNA em gel de agarose 1%.

Apoés a verificacdo do DNA em gel de agarose, utilizar 1ul do DNA renaturado para
ligar a vetores plasmidais para posterior clonagem

Observacdo: Ligar a autoclave antes, fechar a tampa no maximo , quando sair o vapor
atarraxar a valvula, deixar atingir em 1 atm, marcar 3 min no maximo da autoclave, apés 3
min, abrir a valvula até sair o vapor, e coloca gelo até o proximo passo

7.2.3 Clonagem

Transformacéao

N

N o g bk~ ow

Retirar a bactéria competente do -80°C e deixar em gelo;

Adicionar 1-10 ul de plasmideo (fechado ou produto de ligagédo) a bactéria
competente;

Deixar 10 minutos no gelo;

Deixar em banho-maria 42°C por 90 segundos;

Deixar 1 minuto no gelo;

Adicionar 800 pl de LB liquido;

Deixar por 1 hora a 37°C;
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Plaguear

Derreter LB agar e 2 fazer placas com 20 ml de 4gar + antibiético de interesse
(Opcional') Uso de plasmideos com diferenciacéo de colbnias azul/branco: utilizando
a alca de Drigalsky, espalhar sobre a placa 50 ul de IPTG (200 mM) e 40 ul de X-
GAL (0,2%).

10. Centrifugar a cultura de bactérias por 2 minutos a 5000 rpm, descartar 600 ul de
meio e mexer para dissolver o pellet formado e espalhar com a alga de Drigalsky
sobre a placa,;

11. Deixar placa na estufa 37°C overnight;

12. Crescidas as colbnias bacterianas, vedar as placas com parafilm e deixa-las na
geladeira 4°C.

Mini preparacdo Plasmidial

Solucéo I

- 60 ul de RNAse (20mg/ml)
- 300 ul de Tris-HCI 1M

- 60 pul EDTA 0,5M

- 2580 pl agua

Solucéao II:

- 600 ul de NaOH 1M
- 300 pl de SDS 10%
- 2100 pl agua

Solucgéao III:
- 1800 pl de acetato de potassio 5M
- 345 pl de acido acético

- 855 ul agua

Pré-inéculo: Picar uma coldnia bacteriana com um palito autoclavado e fazer o pré-

in6culo em 5 ml de LB liquido (adicionar antibiético de interesse). Deixar cultura a
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200 rpm overnight a 37°C.

N

N o g &M w

10.

11.

12.
13.

Deixar a centrifuga a 4°C;

Depois da cultura bacteriana ter crescido overnight, centrifuga-la em um eppendorf
por 30 segundos em velocidade maxima;

Adicionar 400 ul da solucéo Ie vortexar bem;

Adicionar 400 ul da solucéo ITe inverter o tubo até ficar viscoso;

Adicionar 400 pul da solucao II7 e inverter o tubo;

Centrifugar por 5 minutos em velocidade maxima,;

Transferir o sobrenadante para um tubo limpo e realizar uma nova centrifugagéo por
5 minutos em velocidade maxima;

Transferir o sobrenadante para um tubo que contenha 400 pl de isopropanol 100% e
incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente;

Centrifugar por 10 minutos em velocidade maxima e descartar sobrenadante;
Adicionar 200 ul de etanol 70% gelado e centrifugar por 5 minutos; descartar o
sobrenadante;

Adicionar 200 pul de etanol 100% gelado e centrifugar por 5 minutos; descartar o
sobrenadante;

Secar na estufa a 37°C;

Adicionar 20 ul de agua ou TE para ressuspender.

7.2.4 Hibridacao in situ fluorescente (FISH) (Pinkel, Straume e Gray, 1986)

Preparacdo das Laminas e Hibridagéo

Lavar as laminas em tampé&o PBS 1x durante 5 min. em temperatura ambiente;
Desidratar as laminas em série alcodlica 70, 85 e 100%, 5 min cada;

Incubar as laminas em 100 pl de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) a 37 C por 1h em
camara umida com agua milli-Q;

Lavar 3 x por 5 min em 2xSSC,;

Lavar durante 5 min em PBS 1x.

Incubar as laminas por 10 min em solucéo de pepsina 0,005% (em 10mM HCI) a 37 °
C;

Lavar em PBS 1x durante 5 min (shaker) a temperatura ambiente;

Fixar em paraformaldeido 4% durante 10 min a temperatura ambiente;
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9. Lavar em PBS 1x por 5 min;

10. Desidratar as laminas em série alcodlicas (70,85, 100 %) por 5 min cada; voltar cada
alcool em seu frasco.

11. Simultaneamente a desidratagdo em série alcodlica desnaturar a solucao de
hibridacéo a 100°C por um periodo de 10 min e passéa-la imediatamente ao gelo;

12. Desnaturar o DNA cromossdmico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 4 min;

13. Desidratar o material em série alcodlica 70, 85 e 100% durante 5 min cada.

14. Preparar a cAmara Umida a 37°C ;

15. Montar cada lamina com 40 pl de solu¢éo de hibridacao, cobrir com laminula e deixar
overnight a 37°C;

Lavagens

16. Lavar 4 vezes em formamida 15%/0,2xSSC pH 7.0 a 42 °C durante 5 min cada;

17. Lavar durante 5 min em solucdo de Tween 0,5%/4xSSC, ambiente;

Deteccéo e amplificacdo do Sinal

18.
19.
20.

21.
22.

23.
24.

25.
26.

27.
28.

29.
30.

Incubar as laminas em tampéao 5% NFDM/4xSSC por 15 minutos;

Lavar 2 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente;

Incubar as laminas com 90 pul de FITC (0,1 ul FITC/100 ul NFDM) durante 30 min em
camara Umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente;

Incubar com 90 pul de anti-avidina (1 ul anti-avidina/100 ul de NFDM) durante 30 min

em camara Umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente;

Incubar as laminas com 90 ul de FITC (0,1 ul FITC/100 ul NFDM) durante 30 min em
camara Umida e escura, a temperatura ambiente.

Lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente;

Incubar com 90 pl de anti-avidina (1 ul anti-avidina/100 ul de NFDM) durante 30 min

em camara Umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente ;

Incubar as laminas com 90 ul de FITC (0,1 ul FITC/100 pul NFDM) durante 30 min em
camara Umida e escura, a temperatura ambiente;

Lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente;

Desidratar em alcool 70 (descartar), 85 e 100%, 5 min. cada;
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Montagem da Lamina

31. Misturar 200 pl de antifading maisl pl de DAPI - 4°-6 diamidino - 2 - phenilindole (50

pg/ml).
32. Colocar 25 ul da solucéo e cobrir com laminula. Guardar no escuro

7.3  Artigo publicado no periddico Italian Journal of Zoology em 2014

Italian Journal of Zoology

Publication details, including instructions for authors and subscription information:

| ll..":jli-l:‘[ http://www.tandfonline.com/loi/tizo20

Zockoey Physical map of repetitive DNA and karyotype
evolution in three species of the genus Omophoita
i (Coleoptera: Alticinae)
L. R. A. Mello®, D. Tasior®, L. G. Goll*, R. F. Artoni®, M. R. Vicari®, V. Ncugr:lrotoa & M. C.
Almeida®

? Setor de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Departamento de Biologia Estrutural, Molecular
e Genética, Pos-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas, Biologia Evolutiva, UEPG, Ponta Grossa,
Parana, Brazil

Published online: 12 Feb 2014.

To cite this article: L. R. A. Mello, D. Tasior, L. G. Goll, R. F. Artoni, M. R. Vicari, V. Nogaroto & M. C. Almeida , Italian
Journal of Zoology (2014): Physical map of repetitive DNA and karyotype evolution in three species of the genus Omophoita
(Coleoptera: Alticinae), Italian Journal of Zoology, DOI: 10.1080/11250003.2014.882995

To link to this article: http://dx.doi.org/10.1080/11250003.2014.882995




