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Resumo

Com o objetivo de auxiliar na compreensdo da evolugdo cromossOGmica de
Heteroptera e na busca por compreender como O genoma Sse
organiza/reorganiza para a posicdo cromossdémica do DNAr 45S, foram
analisadas 15 espécies de Heteroptera com a sonda de DNAr 18S e
comparamos nossos resultados com aqueles descritos na literatura para as
infraordens Pentatomomorpha, Cimicomorpha e Nepomorpha. O mapeamento
do gene 45S na familia Coreidae demonstrou que as espécies apresentaram
marcagfes nos autossomos, com excecdo de Acantocephala parensis e
Leptoglossus gonagra, que apresentaram marcagfes em m-cromossomos. A
maioria das espécies da familia Pentatomidae apresentou marcacdo nos
autossomos, com excecao de duas espécies que apresentaram o DNAr 45S no
cromossomo X e duas que apresentaram marcagcao nos Cromossomos sexuais
X e Y. Espécies da familia Pyrrhocoridae apresentaram marcacdes DNAr 45S
em autossomos, cromossomo X e Neo X. As familias Largidae e Scutelleridae
foram representadas por apenas uma espécie que apresentou marcacao no
cromossomo X e em um par de autossomos, respectivamente. O estudo dos
genes ribossdmicos na infraordem Nepomorpha é restrito ao conhecimento dos
marcadores em seis espécies da familia Belostomatidae (marcacdo nos
autossomos ou cromossomos sexuais). E a infraordem Cimicomorpha mostrou
grande variabilidade para o gene 45S, incluindo intraespecifica. Miridae e
Cimicidae apresentaram marcacdes restritas aos Cromossomos sexuais, ja
Tingidae e Reduviidae apresentaram marcadores nos autossomos e/ou
cromossomos sexuais. Com base nisso, caracterizamos o arranjo de 45S DNAr
nos cromossomos de Heteroptera e discutimos os principais eventos evolutivos
relacionados a reorganizacdo gendémica dessas espécies durante os eventos
de evolucdo do cromossomo e caridtipo nas infraordens Pentatomomorpha,

Cimicomorpha e Nepomorpha.

Palavras—chave: Pentatomomorpha; Cimicomorpha; Nepomorpha; FISH;
DNAr 45S
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ABSTRACT

With the objective of assisting in the understanding of the chromosome
evolution of Heteroptera and in the quest to understand how the genome
organizes/reorganizes for the chromosomal position of the 45S rDNA, we
analyzed 15 species of Heteroptera grouped in the Pentatomomorpha
infraorder with the probe of 18S rDNA and we compare our results with those
described in the literature for Pentatomomorpha, Cimicomorpha and
Nepomorpha infraorders. The mapping of the 45S gene in the Coreidae family
demonstrated that the species presented markings on the autosomes, with the
exception of Acantocephala parensis and Leptoglossus gonagra that showed
markers on m-chromosomes. Most species of the Pentatomidae family showed
marking in the autosomes, except for two species that had 45S rDNA on X sex
chromosome and two that showed marking on the X and Y sex chromosomes.
Species of the Pyrrhocoridae family showed 45S rDNA markers in autosomes,
X chromosome as well as in Neo X. The Largidae and Scutelleridae families
were represented by only one species that showed marking on the X sex
chromosome and on a pair of autosomes, respectively. The study of ribosomal
genes in the Nepomorpha infraorder is restricted to the knowledge of the
markers in six species of the Belostomatidae family (marking on the autosomes
or sex chromosomes) and in the Cimicomorpha infraorder showed great
variability for the 45S gene, including intraspecific: Miridae and Cimicidae
presented markings restricted to sex chromosomes and Tingidae and
Reduviidae showed markers on the autosomes and/or sex chromosomes.
Based on this, we characterized the arrangement of 45S DNAr in the
chromosomes of Heteroptera and discussed the main evolutionary events
related to the genomic reorganization of these species during the events of
chromosome and karyotype evolution in Pentatomomorpha, Cimicomorpha and
Nepomorpha infraordens.

Keywords: Pentatomomorpha; Cimicomorpha; Nepomorpha; FISH; 45S rDNA
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1 INTRODUCAO
1.1. Heteroptera: caracteristicas gerais

A Subordem Heteroptera pertence ao Filo Arthropoda, a Classe Insecta
e a Ordem Hemiptera. E constituida por sete infraordens (Leptopodomorpha,
Gerromorpha, Nepomorpha, Pentatomomorpha, Cimicomorpha,
Dipsocoromorpha e Enicocephalomorpha), com aproximadamente 80 familias e
mais de 40.000 espécies descritas. Possui habitat bem diversificado, a maioria
das familias ocorre em todos continentes (exceto na Antartica) e em muitas
ilhas. Havendo espécies aquaticas, terrestres e micro predadores de passaros
e morcegos (SCHUH; SLATER, 1995).

De acordo com evidéncias morfolégicas e moleculares, muitos autores
assumem Heteroptera como um grupo monofilético (WEIRAUCH; SCHUH,
2011). No entanto, algumas relagbes permanecem incertas entre determinados
taxons. Ha, atualmente, trés hipoteses de classificacdo para as infraordens. As
hipéteses propostas por Wheeler et al. (1993) (Figura 1a) e Xie et al. (2008)
(Figura 1c), mostram que todas as infraordens s&o monofiléticas, ao passo que
a hipétese de Sherbakov e Popov (2002), com base em evidéncias
morfologicas, que foi congruente com a hipotese de Mahner (1993), assumem
gue Nepomorpha é um taxon irméo do restante dos Heteroptera (Figura 1b)
(revisdo em WEIRAUCH; SCHUH, 2011).

Figura 1. Filogenias de Heteroptera baseadas em a) Wheeler et al.
(1993); b) Mahner (1993), Shcherbakov e Popov (2002); c) Xie et al. (2008).
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Algumas das infraordens se destacam por agrupar espécies
consideradas nocivas como, por exemplo, alguns representantes de
Cimicomorpha e Pentatomomorpha. Elas incluem espécies hematofagas,
vetores da doenca de Chagas aos humanos e da raiva aos morcegos
(Cimicomorpha), e espécies fitofagas, pragas de culturas agricolas (gréos e
frutos), como por exemplo, a espécie Pachycoris torridus (Pentatomomorpha)
(SCHAEFER; PANIZZI, 2000; SOUZA-FIRMINO et al., 2016). Contudo, sua
importancia econdmica também envolve espécies benéficas ao homem, como
membros da familia Belostomatidae (Nepomorpha) que possui habito alimentar
predador, tornando-se importantes agentes no controle bioldégico (CHIRINO et
al., 2013).

Os Heteroptera sdao hemimetabulos (metamorfose incompleta, sem a
fase larval), durante o desenvolvimento, passam pelas fases de ovo, ninfa (com
5 instares), e adulto. As ninfas apresentam coloracéo variada, completando o
desenvolvimento em aproximadamente 25 dias, se parecem com os adultos,
exceto pela auséncia do desenvolvimento das asas e da genitalia (GULLAN;
CRANSTON, 2008). Os adultos iniciam a copula em 10 dias e as primeiras
oviposicbes ocorrem em média apos 13 dias. Apresentam longevidade que
varia de 50 a 120 dias e numero de geracdes anuais de 3 a 6 dependendo da
regidao. Ocorre dimorfismo sexual, no qual as fémeas, em geral, sdo maiores
que os machos. A distincdo sexual é feita principalmente pelo formato da
genitalia, nos machos com uma placa Unica (pigoforo) e nas fémeas com duas
placas laterais (GALLO et al., 2002).

Sdo chamados de Maria-fedida por produzirem um odor desagradavel
emitido pelos ductos das glandulas produtoras de cheiro, que se abrem na
regido do metapleura. (PANIZZI et al.,, 2000). Os percevejos sao insetos
sugadores, ou seja, introduzem os estiletes no substrato para se alimentar. As
espécies fitbfagas, ao fazerem isto, causam injurias aos tecidos vegetais,
resultando em murcha e, em muitos casos, o aborto de frutos e sementes. Eles
podem sugar varias estruturas das plantas, porém as sementes e os frutos sado

os locais preferenciais para sua alimentacdo. Durante o processo de
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alimentacdo eles também podem transmitir patégenos a plantas, o que
aumenta seu potencial de dano, podendo causar assim grandes danos as
producdes agricolas, como por exemplo, de gréaos (feijao, milho ou soja), frutos
(laranja, caju, bucha ou tomate), podendo afetar a cadeia alimentar (SCHUH,;
SLATER, 1995). Devido ao fato de se alimentarem de varias espécies vegetais
de importancia econémica, eles sédo considerados importantes pragas agricolas

(PANIZZI et al., 2000). Mas seus estudos ainda sao pouco explorados.

1.2. Heteroptera: Caracteristicas Citogenéticas

Com relacdo aos dados citogenéticos, poucas sao as familias que ja
foram descritas (SOUZA; ITOYAMA, 2006). Os Heteroptera possuem algumas
caracteristicas peculiares: os cromossomos sao holocéntricos (sem centrdmero
localizado), nenhuma estrutura cinetocorica esta presente nas células
meidticas (BUCK, 1967; COMINGS; OKADA, 1972; MOTZKO; RUTHMAN,
1984; RUFAS; GIMENEZ-MARTIN, 1986; WOLF, 1996), a atividade cinética é
restrita aos finais dos cromossomos, nas regides teloméricas (MOTZKO;
RUTHMANN; 1984; SCHRADER, 1935, 1940; HUGHES-SCHRADER;
SCHRADER, 1961; GONZALEZ-GARCIA et al.,, 1996), a primeira divisdo
meidtica € reducional para os autossomos e equacional para 0s sexuais
(SOUZA; ITOYAMA, 2006).

Os sistemas cromoss6micos do sexo ja descritos sdo: simples XY/XX
(74,7% das espécies), X0/XX (14,8%) e multiplos (originados por fragmentacao
do cromossomo X e, menos frequentemente, do cromossomo Y, Xn0/XnXn,
XnY/XnXn e XYn/XX) (10,3%) (UESHIMA, 1979; MANNA, 1984). Ha, ainda, um
sistema particular neo-XY (0,2%) (CHICKERING; BACORN, 1933;
SCHRADER, 1940; JANDE, 1959).

Na literatura, discute-se a origem dos complementos cromossémicos
constituidos de maior nimero de cromossomos a partir do menor namero, por
duplicacdo ou fissdo de um dos pares de autossomos (UESHIMA; ASHLOCK,
1980). Segundo Jacobs (2004), pelo fato dos Heteroptera apresentarem
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cromossomos holocéntricos, os fragmentos que se originam devido a quebras
cromossOmicas, geralmente movem-se regularmente para os polos durante a
anafase e sobrevivem por muitas geracoes celulares. A fissdo pode, portanto,
levar ao aumento do numero cromossémico. Da mesma maneira, a fusdo
cromossdbmica é, também, teoricamente facil de ocorrer em organismos
homocéntricos. Devido a esses processos 0 numero de Cromossomos em
Heteroptera podem variar de quatro (Belostomatidae) a 80 (Miridae)
(UESHIMA, 1979). Em geral, os caridtipos dos Heteroptera apresentam
diminuicdo gradual do tamanho cromossomico (PAPESCHI; BRESSA, 2006).
Em relacdo ao sistema cromossdmico do sexo, as superfamilias mais
primitivas Nepoidea e Gelastocoroidea apresentam sistema simples e multiplo,
com a presenca do cromossomo Y (XY e X,Y). J& as superfamilias mais
recentes Naucoroidea e Notonectoidea apresentam um par de m-cromossomos
e diferentes sistemas cromossomicos do sexo (X0/XX e X3X20/X1X1X2Xz), sem
o cromossomo Y. Os dados citogenéticos disponiveis sugerem que a auséncia
de m-cromossomos e a presenca de cromossomos sexuais X e Y poderiam ser
considerados caracteres plesiomorficos. Os sistemas cromossémicos do sexo
X0 e X1X,0 devem ter originado durante a evolugéo, por meio da perda do
cromossomo Y e posterior fragmentacdo do cromossomo X; esses sistemas
juntamente com a presenca de um par de m-cromossomos poderiam ser
considerados como caracteres derivados. Os m-Cromossomos Sao um par
cromossomos minusculo, presentes em algumas familias de Heteroptera. Eles
possuem um comportamento meidtico especial, sendo geralmente observados
nao pareados durante a préfase meidtica e nenhum quiasma é detectado entre
eles. E incerto qual é a origem desse par de cromossomos e qual é a sua
funcdo no sistema genético das espécies que o0s possuem (UESHIMA,
1979). Havendo assim a necessidade de estudos, que auxiliem na elucidacao

de sua origem e fungdao.
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1.3. Infraordem Pentatomomorpha

A infraordem Pentatomomorpha possui aproximadamente 15.000
espécies distribuidas em 40 familias. Todos os insetos desta infraordem sao
terrestres e a maioria se alimenta de plantas, embora alguns se alimentem de
fungos (representantes de Aradoidea), ou sao predadores (representantes de
Asopinae, subfamilia de Pentatomidae) (WEIRAUCH; SCHUH, 2011). Dentro
dessa infraordem encontramos algumas familias economicamente importantes,
as quais trés merecem destaque: Coreidae, Pentatomidae e Scutelleridae.

A familia Coreidae é composta por aproximadamente 1800 espécies,
distribuidas em 257 géneros. Apresentam porte avantajado, cores brilhantes, e
a maioria das espécies possui dilatacao folidcea nas tibias do par de pernas
posteriores (SCHUH; SLATER,1995), ficando conhecidos popularmente como
insetos de folhas nos pés (HENRY, 2009). Sdo cosmopolitas, contudo mais
concentradas em regides tropicais. Aproximadamente 82 espécies tém sido
mencionadas, na literatura, como potencialmente prejudiciais as plantacdes.
Dentre as culturas que podem atacar estdo as de arroz, tomate, leguminosas,
mandioca, abdlbora, castanheiras e muitas frutas como: maracuja, acerola e
goiaba (SCHAEFER; PANIZZI, 2000). Algumas espécies dessa familia tém
sido descritas como vetores de doencas a algumas plantas, podendo transmitir,
por meio da penetragcdo dos estiletes, alguns microorganismos, como fungos e
bactérias e também alguns virus (BOHER et al., 1983). Em relacdo as
caracteristicas filogenéticas, Li (1996) classifica o grupo como monofilético.

Ja a familia Pentatomidae possui aproximadamente, 4.500 espécies
distribuidas em 760 géneros (GRAZIA et al., 2008), estando representada nas
principais regides faunisticas do globo terrestre (GRAZIA; SCHWERTNER,
2011). Sdo economicamente importantes, devido ao status de pragas agricolas
ou agentes de controle biolégico (PANIZZI et al., 2000). Esses insetos tem um
papel importante nas florestas, atuando como indicadores ambientais, visto que
respondem aumentando ou diminuindo sua diversidade, de acordo com o

impacto causado por mudancas ambientais na diversidade taxonémica e
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quimica da vegetacdo (BROWN, 1997). De acordo com Schuh e Slater (1995)
os limites taxondmicos de Pentatomidae eram bastante controversos e pouco
definidos. Todavia, essa familia foi reconhecida como grupo monofilético por
Grazia et al. (2008) com base em caracteres morfologicos e moleculares.

E por fim, a familia Scutelleridae possui 80 géneros e 450 espécies. A
caracteristica mais notavel é o escutelo, que sobrepde todo o abdémen. Nessa
familia encontramos o percevejo Pachycoris torridus presente em praticamente
todos os paises da América, desde os Estados Unidos até a Argentina
(FROESCHNER, 1988). Entretanto, ha relatos mais frequentes na Ameérica do
Sul (PEREDO, 2002), sendo o unico percevejo da familia Scutelleridae com
importancia agricola no Brasil (GALLO et al., 2002). Essa espécie é fitofaga e
polifaga, sendo descritos ataques as culturas do arroz (Poaceae), laranja
(Rutaceae), caju e manga (Anacardiaceae), araca, eucalipto e goiaba
(Myrtaceae), mandioca e tungue (Euphorbiaceae) (SILVA et al., 1968), acerola
(Malpighiaceae) (GALLO et al.,, 2002), aroeira-vermelha (Anacardiaceae)
(SANCHEZ-SOTO et al., 2004), cansancao (Euphorbeaceae) (SANTOS et al.,
2005), café (Rubiaceae) (BARBOSA et al., 2011) e principalmente & cultura do
Pinhdo-manso (Euphorbiaceae: Jatropha curcas). Podem se alimentar de
varios hospedeiros, e assim se manterem durante todo o ano (AVELAR et al.,
2007).

1.4. Infraordem Cimicomorpha

Cimicomorpha compreende mais de 20 mil espécies, distribuidas
atualmente em 17 familias (WEIRAUCH; SCHUH, 2011). Os membros dessa
infraordem apresentam os mais variados habitat e habitos alimentares,
incluindo zoofagia e hematofagia em Reduviidae, preferéncia por fitofagia em
Miroidea e ectoparasitismo em Polyctenidae e Cimicidae (SCHUH; SLATER,
1995; SCHUH et al., 2008; USINGER, 1966).

A subfamilia Triatominae, pertencente a familia Reduviidae (LENT;
WYGODZINSKY, 1979) e apresenta destaque em Cimicomorpha, devido a
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importancia medico-sanitaria, pois sdo vetores da doenca de Chagas. A
doenca de Chagas € um problema de saude publica na América Latina e esta
se espalhando, cada vez mais, para novas regides geograficas, principalmente
devido a migracdo de pessoas infectadas pelo protozodario Trypanosoma cruzi
(Chagas 1909) (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), agente etiolégico da
doenca de Chagas (GASCON et al., 2010; JACKSON et al., 2014).

A principal forma de transmissdo do T. cruzi é vetorial, por meio das
fezes de triatomineos contaminados com o parasito, pois esses insetos sao
hematéfagos e possuem o habito de defecar durante o repasto sanguineo
(CHAGAS, 1909; WHO, 2017). O Brasil apresenta grande diversidade de
espécies (GALVAO, 2014) que, em consequéncia de acdes antropicas (como o
desmatamento e as queimadas), estdo migrando para o ambiente domiciliar
(DIAS; SCHOFIELD, 1998; ALMEIDA et al., 2009).

1.5. Infraordem Nepomorpha

Os Nepomorpha séo considerados os verdadeiros percevejos aquaticos,
visto que as espécies desta infraordem vivem, em sua maioria, debaixo de
agua durante todo o ciclo de vida (NIESER; MELO, 1997). Possuem 11 familias
e mais de 2000 espécies ao redor do mundo. Os percevejos aquaticos e semi-
aquaticos vivem nos mais diferentes ambientes, sejam eles de agua doce,
salobra ou salgada, embora sejam principalmente dulciaquicolas. Sé&o
encontrados, por exemplo, em cachoeiras, corregos, lagos, lagoas, pocas
temporarias, aguas acumuladas em troncos de arvores e bromélias, mangues,
oceanos e reservatorios artificiais. Com excecdo de Corixidae, que é onivora,
todas as demais espécies sdo predadoras, alimentando-se principalmente de
outros invertebrados aquaticos, sendo considerados importantes agentes no
controle biolégico (MAZZUCCONI et al., 2009).

A infraordem é formada por heterépteros com olhos compostos, antenas
mais curtas que a cabeca e muitas vezes ocultas sob ela (NIESER, 1975). Tal

caracteristica pode ser uma adaptacdo para uma forma hidrodindmica. Além
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disso, em Nepomorpha, as antenas funcionam como 6rgao de equilibrio e as
alteracbes de posicdo sdo percebidas pelo érgdo de Johnston (NIESER;
MELO, 1997).

Ja a capacidade de voar ndo é encontrada em todos os Nepomorpha. O
polimorfismo dos musculos relacionados ao voo, bem como o das asas, é
comumente observado. No que concerne as asas, € possivel encontrar tanto
individuos macropteros (asas bem desenvolvidas) como braquipteros (asas
curtas, sendo as anteriores geralmente com membrana ndo delimitada e sutura

do corio-clavo ausente) dentro da mesma espécie (NIESER; MELO, 1997).

1.6. O DNA ribossdmico 45S

As familias multigénicas sdo sequéncias de DNA (genes) que
apresentam similaridade estrutural e funcional, originados a partir de um gene
ancestral comum (NEI; ROONEY, 2005). Dentre estas sequéncias, 0S genes
qgue transcrevem 0s RNAs ribossomais (RNAr) sdo constituidos de sequéncias
nucleotidicas muito conservadas evolutivamente e podem ser encontradas em
todos os eucariotos, organizadas em dois distintos grupos arranjados em
tandem. O maior arranjo (DNAr 45S) é formado pelos genes que transcrevem
0os RNAs ribossomais 18S, 5.8S e 28S. Estes genes sao separados por
espacadores intergénicos transcritos internos (ITS-Internal Transcribed
Spacer), e cada cluster de DNAr 45S é separado por espacadores transcritos
externos (ETS-External Transcribed Spacer) e por espacadores intergénicos
(IGS - Intergenic Spacer), encontram-se em regides cromossdémicas
especificas correspondentes as regides organizadoras de nucléolos (RONS)
(EICKBUSH; EICKBUSH, 2007).

O outro arranjo é formado pelas sequéncias dos genes que transcrevem
o RNAr 5S. Esses genes sao bastante conservados e espagados por
sequéncias nao transcritas (NTS-Non Transcribed Spacer), que sé&o
extremamente variaveis em tamanho e composi¢ao nucleotidica, e ndo estéo
envolvidos na formacéo das RONs (EICKBUSH; EICKBUSH, 2007).
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O uso do DNAr 45S tem se mostrado esclarecedor para diversas
questbes, desde o entendimento da estrutura de diferentes regides
cromossOmicas, tais como centrdmeros e teldmeros, a analises relacionadas a
diversificacdo cariotipica, incluindo cromossomos autossémicos e origem e
evolucdo de cromossomos sexuais e supernumerarios. Além disso, o0
mapeamento fisico cromossémico do genoma tem contribuido no entendimento
da estrutura e evolucdo dos genomas dos eucariotos. Em Heteroptera, 0 uso
do mapeamento de DNAr é til para o entendimento da ampla diversidade
cariotipica observada no grupo, sendo esclarecedor dos processos que
governam a evolucao de seus cariétipos e genomas como um todo (PANZERA
et al., 2012).

1.7. A Sonda 18S e a Técnica de FISH

O gene nuclear 18S, possui, cerca de 1.800 a 2.000 pb, apresentando-
se muito conservado e, portanto, apropriado para resolucées de filogenias.
Esse gene possui informacdes que permitem avaliar relagdes entre organismos
com tempos de divergéncia maiores que 100 milhdes de anos. Contudo, esse
marcador molecular pode também ser utilizado em analises de espécies
distantes no interior do mesmo género, pois se mostrou adequado para inferir
relacdes filogenéticas entre géneros e tribos de triatomineos (Heteroptera,
Reduviidae, Triatominae) (MAS-COMA; BARGUES, 2009).

A Técnica de FISH é amplamente realizada utilizando a sonda de DNAr
18S (BARDELLA et al., 2016; CHIRINO et al., 2013; GOLUB et al., 2015). Um
exemplo interessante esta relacionado as Regides Organizadoras de Nucléolo
(RONSs). Muitos estudos realizados com a técnica de FISH mostraram que
algumas espécies possuem RONs na regido terminal dos cromossomos
autossomos ou mesmo dos sexuais (REBAGLIAT et al., 2005).

Entre as infraordens descritas na literatura, os dados com 18S revelaram
diversidade no numero e localizagdo de clusters na familia Tingidae

(Cimicomorpha), na qual ocorreram localizagdes intersticiais e subterminais,



27

verificou-se que os machos de Tingis crispat tinham locais de DNAr em ambos
0S Cromossomos sexuais, sendo intersticial no X e subterminal no Y (GOLUB
et al., 2015), e conservacao na familia Coreidae (Pentatomomorpha), na qual
as marcacfes se deram principalmente nos cromossomos autossomos
(BARDELLA et al.; 2016). H4 também variacdo em relagdo ao numero de sinal,
com especies apresentando um, dois ou trés sinais de hibridizacéo
(BARDELLA et al.; 2016). Assim, os trabalhos citados evidenciam a Técnica de
FISH como uma ferramenta eficaz na inferéncia evolutiva na subordem

Heteroptera.






29

2 OBJETIVOS

Devido as diversas caracteristicas peculiares do grupo, como a

variabilidade no numero de cromossomos, presenca de m-Cromossomo,

diversidade nos mecanismos de determinagdo do sexo, e demais

caracteristicas citogenéticas, associadas a falta de caracterizacdo do cenério

evolutivo do grupo, nossos objetivos foram:

Observar o padréo evolutivo do DNAr 45S nas espécies Acantocephala
parensis, Anasa Bellator, Corecoris batatas, C. fuscus, Dallacoris pictus,
D. obscura, Edessa colaris, Leptoglossus zonatus, Loxa virescens,
Lucullia flavovittata, Mormidae v-luteum, Odmalea sp., Pachycory

torridus, Phitia picta e Thyanta perditor.

Analisar a disposicédo da sonda de DNAr 45S nos cromossomos destes

Heteroptera;

Inferir um cenario evolutivo para as infraordens Cimicomorpha,
Nepomorpha e Pentatomomorpha, buscando caracterizar os grupos de

acordo com a sua divergéncia evolutiva e organizagao cariotipica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Material biolégico e obtencdo de cromossomos

Para os experimentos, foram realizadas coletas manuais dos espécimes,
no campus da UNESP de S&o José do Rio Preto-SP (20° 49' 12" S 49° 22' 44"
W). Os insetos foram levados ao Laboratério de Citogenética e Molecular de
Insetos (LACIMI) do Departamento de Biologia/IBILCE-UNESP. Essas
amostras foram separadas por sexo, sendo as fémeas fixadas em etanol
absoluto para andlises moleculares, conservados a -20°C e os machos fixados
em etanol: acido acético (3:1), armazenados a temperatura de 4°C, para as
analises citogenéticas.

Um total de 150 machos adultos de 15 espécies, foram analisados,
sendo nove espécies da familia Coreidae (Acantocephala parensis, Anasa
bellator, Corecoris fuscus, C. batatas, Dallacoris pictus, D. obscura,
Leptoglossus zonatus, Lucullia flavovittata e Phitia picta), cinco espécies de
Pentatomidae (Edessa colaris, Loxa virencis, Mormidae v-luteum, Odmalea sp
e Thyanta perditor) e uma espécie da familia Scutelleridae (Pachycoris
torridus).

Toda a parte pratica dos experimentos foram realizados no Laboratério
de Citogenética Molecular da UNESP de Rio Claro, com auxilio e coorientacao
do Prof. Dr. Diogo Cavalcanti Cabral de Mello. Os insetos machos adultos
foram dissecados, j4 que a espermatogénese em Heteroptera ndo se encerra
no estagio ninfal. Para a dissecc¢éo o inseto foi fixado com um alfinete na regido
posterior do cefalotérax, em uma placa de Petri, contendo parafina solida e
tiveram suas pernas, asas e escutelo retirados e as laterais do abdome
seccionados. Foi gotejada uma gota da solugdo de Carnoy (etanol absoluto:
acido acético, 3:1), sobre os 6rgaos expostos, que foram removidos com auxilio
de um estilete, deixando evidente os testiculos. Os testiculos, localizados
latero-ventralmente, foram mantidos em sua posi¢cdo por meio de ramificacdes

dos troncos das traqueias dos respectivos segmentos. Uma membrana
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denominada bainha peritoneal envolve os testiculos em cujo interior localizam-
se as células germinativas em diferentes estagios de desenvolvimento. As
laminas foram preparadas usando uma por¢ao do testiculo, que foi macerado e
dilacerado em acido acético a 50% e, em seguida, seco em uma placa

aguecedora a 45-50°C.

3.2. Isolamento do DNA

O DNA foi obtido a partir de uma amostra do tecido muscular da espécie
Mormidae v-luteum. A amostra foi digerida com proteinase K durante 3 h, foi
adicionado fenol/Tris-HCI, pH 8,0, seguido por centrifugacdo e lavagem com
fenol/Tris-HCI, pH 8,0 e alcool isoamilico-cloroformio. Apés a centrifugacéo, foi
adicionado alcool isoamilico-cloroféormio e o DNA foi precipitado com etanol
absoluto gelado, durante 12 h a temperatura de -20°C e eluido em Tris EDTA
(TE; 1:10) + RNAse. As sondas do 18S foram geradas por reagdo em cadeia
da polimerase (PCR), através do wuso dos primers: Foward 5'-
AACCTGGTTGATCCTGCCA-3' e Reverse 5'-CTGAGATCCAACTACGAGCTT-
3' (BARGUES; MAS-COMA, 1997).

Os fragmentos obtidos foram purificados e sequenciados. As sequéncias
foram submetidas ao nucle6tido BLAST (ZHANG et al., 2000) e a identidade

das sequéncias foi confirmada.

3.3. Hibridizac&o in situ Fluorescéncia

O FISH foi realizado de acordo com Pinkel et al. (1986), com
modificacdes de Cabral-de-Mello et al. (2010). A sonda de DNAr 18S obtida de
Mormidae v-luteum foi utilizada em todos os insetos. Os fragmentos de DNA
foram marcados com biotin-14-dUTP (Invitrogen) através de PCR e os produtos
visualizados por eletroforese em gel de agarose 1% para verificar a
amplificagdo das sequéncias. Os sinais da FISH foram detectados utilizando

alexa-fluor-488 (Life Technologies) e as preparages foram contra coradas com
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4',6-diamidine-2'-phenylindole  dihydrochloride (DAPI) e, posteriormente,
montadas usando Vecta shield (Vector). As imagens foram capturadas em
escala de cinza utilizando uma camera digital refrigerada DP70 acoplada a um
microscopio Olympus BX51 equipado com uma lampada de fluorescéncia e
filtros apropriados. As imagens foram pseudo-coloridas, mescladas e tratadas
para brilho e contraste com Adobe Photoshop CS6.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao da presente tese estao apresentados no
manuscrito a seguir submetido a revista Plos One (ISSN: 1932-6203).
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4.1 Capitulo 1: Chromosomal divergence and evolutionary inferences in

Heteroptera based on the chromosomal location of ribosomal genes

Tatiani Seni de Souza Firmino, Diogo Cavalcanti Cabral de Mello, Mary
massumi ltoyama

Manuscrito submetido a revista Plos One (FI 2,76)
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Abstract

With the objective of assisting in the understanding of the chromosome
evolution of Heteroptera and in the quest to understand how the genome
organizes/reorganizes for the chromosomal position of the 45S rDNA, we
analyzed 15 species of Heteroptera grouped in the Pentatomomorpha
infraorder with the probe of 18S rDNA and we compare our results with those
described in the literature for Pentatomomorpha, Cimicomorpha and
Nepomorpha infraorders. The mapping of the 45S gene in the Coreidae family
demonstrated that the species presented markings on the autosomes, with the
exception of Acantocephala parensis and Leptoglossus gonagra that showed
markers on m-chromosomes. Most species of the Pentatomidae family showed
marking in the autosomes, except for two species that had 45S rDNA on X sex
chromosome (Odmalea sp. and Graphosoma lineatum) and two that showed
marking on the X and Y sex chromosomes. Species of the Pyrrhocoridae family
showed 18S rDNA markers in autosomes, X chromosome as well as in Neo X.
The Largidae and Scutelleridae families were represented by only one species
that showed marking on the X sex chromosome and on a pair of autosomes,
respectively. The study of ribosomal genes in the Nepomorpha infraorder is
restricted to the knowledge of the markers in six species of the Belostomatidae
family (marking on the autosomes or sex chromosomes) and in the
Cimicomorpha infraorder showed great variability for the 45S gene, including
intraspecific: Miridae and Cimicidae presented markings restricted to sex
chromosomes and Tingidae and Reduviidae showed markers on the autosomes
and/or sex chromosomes. Based on this, we characterized the arrangement of
45S DNAr in the chromosomes of Heteroptera and discussed the main
evolutionary events related to the genomic reorganization of these species
during the events of chromosome and karyotype  evolution

in Pentatomomorpha, Cimicomorpha and Nepomorpha infraordens.

Keywords: Pentatomomorpha; Cimicomorpha; Nepomorpha; FISH; 45S rDNA
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Introduction

The Heteroptera suborder (Insecta, Hemiptera) is the largest and most
diverse group of insects with incomplete metamorphosis, being formed by
seven infraordens  (Leptopodomorpha, Gerromorpha, = Nepomorpha,
Pentatomomorpha, Cimicomorpha, Dipsocoromorpha and
Enicocephalomorpha) composed of more than 40,000 species distributed in
approximately 80 families [1, 2]. These insects of medical and agricultural
importance have a great diversity of habitats (aquatic, terrestrial and parasitic of
birds and bats) and they present different feeding habits, such as
phytophagous, predators, necrophagous and hematophagous [1].

The heteropteran can cause great damage to agricultural production, act
on the transmission of phytopathogens and, mainly, can transmit zoonoses,
such as Chagas disease [1, 3]. However, not all species of Heteroptera are
harmful, because there are examples that act in the biological control of
agricultural pests, as well as in environmental bioindication, increasing or
decreasing the diversity of species when great environmental disturbances
occur [1, 4].

The first cytogenetic studies in Heteroptera were initiated in 1891 with the
description of the spermatogenesis of Pyrrhocoris apterus (Hemiptera,
Pyrrhocoridae) [5]. Posteriorly, several chromosomal and karyotype analyzes
were performed, with emphasis on the characterization of the chromosome
number, relative size of the autosomes and sex chromosomes and description
of the sex-determination system [6-8]. These insects of medical and agricultural
importance have unique chromosomal characteristics as holocentric
chromosomes, micro chromosomes (m-chromosomes), which are generally
aquiasmatic during the onset of prophase |, inverted meiosis for sex
chromosomes and and-to-and pairing [6,7,9,10].

The diploid number of chromosomes in Heteroptera varies from 2n = 4
[Lethocerus sp. (Hemiptera, Belostomatidae)] at 2n = 80 [(Lopidea marginalis

(Hemiptera, Miridae)], with the majority of species from 12 to 34 chromosomes
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(70% of species), being the most common diploid number of 2n = 14 (460
species) [10]. Chromosomal sex-determination system mechanisms known are
divided into simple [XY/XX (71.4%) and XO/XX (14.7%)] and multiples
[Xn Y/ X0 Xn, Xn0/Xn X, and XY/ XX (13.5%)] [6,7]. In addition, there is the Neo XY
system that basically is the fusion of sex chromosomes X or Y with autosomes
[10].

The most primitive superfamilies (Nepoidea and Gelastocoroidea)
present chromosomal sex-determination system simple and multiple with
presence of the Y sex chromosome (XY and X,Y) and the most recent
superfamilies (Naucoroidea and Notonectoidea) present a pair of m-
chromosomes and different chromosomal sex-determination system (X0 and
X1X20) [11-13]. Cytogenetic analyzes suggest that the absence of m-
chromosomes and the presence of Y sex chromosomes could be considered
plesiomorphic characters, because it is believed that the sex systems X0 and
X1X20 originated through the loss of the Y sex chromosome (aneuploidy), as
well as loss of Y followed by fragmentation of the X chromosome, respectively
[13]; those sex-determination systems together with the presence of a pair of m-
chromosomes could be considered as derived characters [13].

Fusion (simploidy) and fission (agmatoploidy), together with
aneuploidies, are the main mechanisms of evolution of the karyotype in
Heteroptera [6,7,14,15,16], which support the probable sex systems X,Y, X0
and X31X;0, as well as Neo XY, from the simple sex determination system (XY)
[14, 17].

In relation to the infraorder of Heteroptera, there are currently three
hypotheses: Sherbakov and Popov [18] and Mahner [12] were congruent in the
hypotheses proposals, they proposed that Nepomorpha is a sister group of the
remainder of Heteroptera. The other two hypotheses correspond to Wheeler et
al. [19] and Xie et al. [20] that demonstrated that all infraordens are
monophyletic with a phylogenetic relationship between Enicocephalomorpha
(Nepomorpha (Leptopodomorpha (Gerromorpha + Dipsocoromorpha) +

(Cimicomorpha + Pentatomomorpha))) for Xie et al. [20] and
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Enicocephalomorpha  (Dipsocoromorpha  (Gerromorpha  (Nepomorpha
(Leptopodomorpha (Cimicomorpha + Pentatomomorpha)))) for Wheeler [19],
resulting in new questions about the evolutionary relations of these infraordens
[2].

Because of these inconsistencies, the use of complementary techniques
such as classical and molecular cytogenetic analyzes, can help to elucidate the
relationships between species, contributing to phylogenetic, evolutionary and
taxonomic studies [6, 7, 13, 21-24]. The use of fluorescent in situ hybridization
(FISH) allows mapping of specific DNA sequences in the chromosomes of the
species [25]. With the understanding of the number and location of ribosomal
DNA (rDNA) regions, for example, it is possible to establish the phylogenetic
relationship, helping in the understanding of the diversification of the insects of
the Heteroptera suborder, as well as in the characterization of the events
related to the evolution of the genome of these insects [22-24, 26, 27].

The chromosome mapping has been usually performed in Heteroptera,
being the study of the number and location of the 45S ribosomal genes the
most frequent [22-24, 26, 27]. This gene generally appears as repeated
sequences and grouped into particular chromosomes, especially at the ends of
autosomes and/or sex chromosomes [22-24, 26-28]. In different groups of
insects, such as Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera and
Orthoptera, the distribution of 45S rDNA has been applied with the objective of
assisting in phylogenetic, taxonomic and evolutionary studies [22-24, 26, 29-
34].

For the chromosomal mapping of the 45S ribosomal gene in Heteroptera,
the 18S rDNA probe has been widely used [22-23, 26, 28, 35, 36]. With the
objective of assisting in the understanding of the chromosome evolution of
Heteroptera and in the quest to wunderstand how the genome
organizes/reorganizes for the chromosomal position of the 45S rDNA, we
analyzed 15 species of Heteroptera grouped in the Pentatomomorpha
infraorder with the probe of 18S rDNA and we compare our results with those

described in the literature for Pentatomomorpha, Cimicomorpha and
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Nepomorpha infraorders, in order to elucidate evolutionary, phylogenetic and

taxonomic issues of these insects of medical and agricultural importance.

Methods

Animals

A total of 150 adult males of 15 species were analyzed: nine species of
Coreidae family (Acanthocephala parensis, Anasa bellator, Corecoris fuscus, C.
batatas, Dallacoris pictus, D. obscura, Leptoglossus zonatus, Lucullia
flavovittata and Phthia picta), five species of Pentatomidae (Edessa collaris,
Loxa virescens, Mormidea v-luteum, Odmalea sp. e Thyanta perditor) and one
species of the Scutelleridae family (Pachycoris torridus). The insects were
collected by active search in the Institute of Biosciences, Letters and Exact
Sciences (IBILCE/UNESP), Sdo José do Rio Preto, S&o Paulo, Brazil
(geographical coordinates: Latitude: -20.802, Longitude: -49.3707 20° 49' 13”
South, 49° 22 '47' "West) during the period from March 2015 to May 2018.

Chromosome preparations

The insects were dissected, the testes were removed and fixed in
Carnoy's solution (absolute ethanol: acetic acid, 3: 1). The slides were prepared
using a portion of the testis which was macerated in 50% acetic acid and then
dried on a hot plate at 45-50° C.

DNA isolation

The DNA was obtained from a sample of muscle tissue of the M. v-
luteum species. The sample was digested with proteinase K for 3 h, was added
phenol/Tris-HCI, pH 8.0, followed by centrifugation and washing with
phenol/Tris-HCI, pH 8.0 and isoamyl alcohol-chloroform. After centrifugation,

isoamyl alcohol-chloroform was added and the DNA was precipitated with ice-
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cold absolute ethanol for 12h at -20° C and eluted in Tris EDTA (TE; 1:10) +
RNAse. The 18S rDNA probes were generated by Polymerase Chain Reaction
(PCR), using the primers: Foward 5-AACCTGGTTGATCCTGCCA-3 'and
Reverse 5-CTGAGATCCAACTACGAGCTT-3' [37]. The obtained fragments
were purified and sequenced. The sequences were subjected to the BLAST
nucleotide [38] to confirm the identity of these sequences.

Fluorescence in situ hybridization (FISH)

FISH was performed according to Pinkel et al. [39], with modifications of
Cabral-de-Mello et al. [40]: the 18S rDNA probe obtained from M. v-luteum was
used in all insects analyzed. The DNA fragments were labeled with biotin-14-
dUTP (Invitrogen) by PCR and the products visualized by 1% agarose gel
electrophoresis to verify the amplification of the sequences. FISH signals were
detected using alexa-flu-488 (Life Technologies) and the preparations were
stained with 4 ', 6-diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride (DAPI) and then
assembled using Vecta shield (Vector). The preparations were observed using
an Olympus BX61 Fluorescence microscope with DP70 refrigerated digital
camera. Images were merged and optimized for brightness and contrast using
Adobe Photoshop CS2 software.

Results and Discussion

For the first time, we characterize the number and distribution of the 45S
DNAr for 15 species belonging to three families of the Pentatomomorpha (nine
species of Coreidae, five of Pentatomidae and one of Scutelleridae) (Table 1)
and compared with other 119 species of the literature belonging to the
Pentatomomorpha  (Coreidae, Largidae, Lygaeidae, Pentatomidae,
Pyrrhocoridae, Rhopalidae and Scutelleridae families) (Table 1), Nepomorpha
(Belostomatidae family) (Table 2) and Cimicomorpha infraorders (Cimicidae,

Miridae, Reduviidae and Tingidae families) (Table 3).
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With regard to the diploid chromosome complements of the
Pentatomomorpha infraorder, the representatives of the Coreidae family
presented karyotype ranging from 2n = 15 to 27, with sex-determination system
XX/XO and presence of m-chromosomes (except Acanonicus hahni) (table
1). The Pentatomidae and Scutelleridae families had the same number of
chromosomes, namely, 2n = 14 (12A + XY) and sex-determination system
XX/XY (Table 1). Pyrrhocoridae presented a karyotype varying from 2n = 12 to
18, with chromosomal of sex-determination system XY, X0 and Neo XY (Table
1), the Rhopalidae, Largidae and Lygaeidae families presented sex-
determination system X0, X0 and XY, respectively (Table 1), being detected m-
chromosomes in Rhopalidae and Lygaeidae (Table 1). In the Nepomorpha
infraorder the chromosome number ranged from 2n = 8 to 29, with sex-
determining systems XY or X,Y (X1X2Y) (Table 2) and in the Cimicomorpha
infraorder, the karyotypes ranged from 2n = 14 to 34, with the XY or X,Y sex-
determination system (XY, X1 XY and X3X2X3Y), with only two species of the
Miridae family showing m-chromosomes (Table 3).

The mapping of the 45S gene in the Coreidae family demonstrated that
the species presented markings on the autosomes (Table 1, Figure 1b-i), with
the exception of A. parensis and Leptoglossus gonagra that showed markers on
m-chromosomes (Table 1, Figure 1a). Taking into account that Coreidae is a
monophyletic group [51] and that most species of this family share m-
chromosomes, sex-determination system X0 and presence of the 45S gene in a
pair of autosomes (Table 1), we suggest that the main events that led to
numerical variation in the karyotype of these insects came from
agmatoploidy/simploidy in the autosomes.

The FISH markings on m-chromosomes for A. parensis and L. gonagra
(Table 1) when associated with the monophyly of the Coreidae family [51]
allows us to propose that these chromosomes have an autosomal origin, since
all other species of the Coreidae family showed marking in a pair of autosomes
(Table 1) and agmatoploidy events are relatively common in holocentric

chromosomes [16]. In addition, although Bressa et al. [52] emphasize that
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nothing can still be said about the information that m-chromosomes carry or
what their function might be in the genetic system of the species that possess
them, our results demonstrate that these chromosomes have transcriptional
activity (in this case, related to ribosomal biosynthesis by the presence of the
45S gene [53]), contributing, substantially, with the knowledge about these
chromosomes little studied.

Most species of the Pentatomidae family showed marking in the
autosomes (Table 1, Figure 2b-e), except for two species that had 45S rDNA on
X sex chromosome (Odmalea sp. and Graphosoma lineatum) (Table 1, Figure
2a) and two that showed marking on the X and Y sex chromosomes (Eurydema
oleracea and Oebalus poecilus) (Table 1). Rebagliati et al. [54] proposed that
the maintenance of the chromosome number in Pentatomidae is associated
with genomic stability. However, Bardella et al. [27] from the results of the rDNA
mapping suggest that although the chromosome number is constant, different
mechanisms of genomic reorganization are in place, causing amplification and
dissemination of repetitive DNAs without the occurrence of macro-chromosomal
alterations. Different from that observed for Coreidae, which justifies the
variation of the locations of the ribosomal gene based on chromosomal breaks,
on the basis of karyotypic stability (2n = 14) and the monophyletic origin of the
Pentatomidae [55], we suggest that the mechanisms that led to the 45S gene
diversification in this family are related to transposition elements (TEs), as
suggested by Panzera et al. [22] and Pita et al. [23, 24] for the chromosome
diversification of triatomines.

Species of the Pyrrhocoridae family showed 45S rDNA markers in
autosomes, X chromosome as well as in Neo X (Table 1). Analyzing specifically
the species of the Dysdercus genus, all species (except Dysdercus
albofasciatus) present 2n = 13 (12 + X0) chromosomes and FISH labeling in a
pair of autosomes (Figure 1). Based on the origin of the sex chromosomes
NeoX and NeoY (from the fusion of the X or Y chromosome with an autosomes
[10]) and on the karyotype and chromosomal homogeneity of the Dysdercus

genus, our results suggest that possibly the ancestor of the species of this
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genus presented a sex-determination system XY and the chromosomal
diversification derived in two different ways: i) an aneuploidy event occurred for
the Y chromosome which resulted in the X0 sex determination system and ii) a
simploidy event occurred between the XY sex chromosome pair and the pair of
autosomes that had the 45S gene and subsequently there was loss of the
ribosomal locus of the neo Y chromosome. The first hypothesis can be
supported by the fact that other species of the Pyrrhocoridae family present a
sex-determination system XY (Table 1) and the second hypothesis is based on
the heterochromatic nature of the X sex chromosome of the insects of the
Pentatomomorpha infraorder [7], because with the intention of minimizing the
deleterious effects of TEs, they are often directed to regions of heterochromatin
[56, 57]. This same hypothesis of transfer of 45S rDNA by TEs and subsequent
loss of the ribosomal gene was used by Pita et al. [24] to explain the
diversification of ribosomal genes in triatomines of the Rhodniini tribe.

The Largidae and Scutelleridae families were represented by only one
species that showed marking on the X sex chromosome (Table 1) and on a pair
of autosomes (Table 1, Figure 2f), respectively. Although they are initial
characteristics important and shared with other families of the
Pentatomomorpha infraorder (Table 1), new species should be analyzed for
evolutionary inferences to be made.

The study of ribosomal genes in the Nepomorpha infraorder is restricted
to the knowledge of the markers in six species of the Belostomatidae family
(Table 2). Taking into account that all species are in the same genus, we can
suggest that the events of agmatoploidy and simploidy that led to the numerical
alteration during the karyotypic evolution of Belostoma [58] are associated with
evolutionary events of genomic reorganization associated with TEs (which
resulted in passage in the locus of the autosomes to the sex chromosomes),
since only the two species with different chromosome numbers are marked on
the sex chromosomes (Table 2). In addition, unlike the one observed in the
Pentatomomorpha infraorder (Table 1), most Belostoma species present

marking in only 1 cluster.
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The Cimicomorpha infraorder showed great variability for the 45S gene,
including intraspecific (Table 3). Miridae and Cimicidae presented markings
restricted to sex chromosomes (Table 3). Tingidae and Reduviidae showed
markers on the autosomes and/or sex chromosomes (Table 3). The Reduviidae
are the group of Heteroptera that present more species that present the
chromosomal mapping for the 45S gene described, being observed markings in
autosomes, on the X sex chromosome, in both sex chromosomes (X and Y), in
only one of the X sex chromosomes (when there is fragmentation of the sex
chromosome) and a pair of autosomes plus one of the sex chromosomes
(Table 3). It is suggested that for several orders of insects (including Hemiptera)
that this variability comes from events of ectopic recombination and/or
movement associated with TEs [22-24, 31, 32, 59].

Considering the autosomal position as the ancestral character of
Hemiptera, Pita et al. [23] suggest that the movement of rDNA loci from
autosomes to sex chromosomes quickly established reproductive barriers
between divergent lineages. They also proposed that translocation of the rDNA
from the autosomes to the sex chromosomes would restrict reproductive
compatibility and eventually promote speciation. In addition, they report that
45S rDNA analysis in Triatominae (Hemiptera, Reduviiidae) suggests that each
species tends to fix its chromosome position (species-specific characteristic), so
that groups with a common ancestry tend to have the same chromosomal
location for rDNA (for example, Rhodnius spp. with marking on sex
chromosomes [24], Panstrongylus spp. with markings on a pair of autosomes
[22] and several monophyletic groups of Triatoma (termed subcomplexes) that

share chromosomal imprints of 45 rDNA in the same region [22, 24].
Conclusions
Based on this, we characterized the arrangement of 45S DNAr in the

chromosomes of Heteroptera and discussed the main evolutionary events

related to the genomic reorganization of these species during the events of
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chromosome and karyotype evolution in Pentatomomorpha, Cimicomorpha and
Nepomorpha infraordens.
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Tables

Table 1. Chromosomal complement, number of clusters and chromosomal pair
where there was the labeling of 45 rDNA in the infraorder Pentatomomorpha. A:

autosomes, X: X sex chromosome, Y: Y sex chromosome.
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Pentatomomorpha Karyotype Number FISH References
Infraorder of (45S rDNA)
Clusters
Coreidae family
Corecoris batatas 2n= 24 (21 + 2m + X0) 2 A Present study
C. fuscus 2n= 24 (21 + 2m + X0) 2 A Present study
Dallacoris pictus 2n=21 (18 + 2m + X0) 2 A Present study
D. obscura 2n- 21 (18 + 2m + X0) 2 A Present study
Hypselonotus interruptus 2n=19 (16 + 2m + XO0) 2 A [26]
H. fulvus 2n=19 (16 + 2m + XO0) 2 A [26]
Anasa bellator 2n=21 (18 + 2m + XO0) 2 A Present study
Zicca annulata 2n=23 (20 + 2m + XO0) 2 A [26]
Z. nigropunctata 2n=23 (20 + 2 m +XO0) 2 A [27]
Althos obscurator 2n=25 (22 + 2m + X0) 2 A [26]
Lucullia flavovittata 2n=21 (18 + 2m + XO0) 2 A Present study
Acanthocephala parensis 2n=21 (18 + 2m + XO0) 2 m-chromosome Present study
Leptoglossus gonagra 2n=21 (18 + 2m + X0) 2 m-chromosome [26]
L. zonatus 2n=21 (18 + 2m + XO0) 2 A [26], Present study
L. neovexillatus 2n=21 (18 + 2 m +XO0) 2 A [27]
Anisoscelis foliaceus 2n=27 (24 + 2 m + X0) 2 A [27]
Holhymenia histrio 2n=27 (24 + 2m + X0) 2 A [26]
Spartocera fusca 2n=23 (20 + 2m + X0) 2 A [26]
Chariesterus armatus 2n=25 (22 + 2m + XO0) 2 A [26]
Phtia picta 2n=21 (18 + 2m + X0) 2 A [26], Present study
Athaumastus haematicus 2n=21 (18 + 2m + X0) 2 A [26]
Acanonicus hahni 2n=19 (18 + X0) 2 A [26]
Cebrenis sp. 2n=23 (20 + 2m + XO0) 2 A [26]
Pachylis argentinus 2n=15 (12 + 2m + X0) 2 A [41]
Holhymenia rubiginosa 2n= 27 (24 + 2m + X0) - A [42]
Camptischium clavipes 2n=21 (18 + 2m + XO0) 2 A [43]
Machtima crucigera 2n=21 (18 + 2 m + X0) 2 A [27]
Pentatomidae family
Loxa virescens 2n=14 (12 + XY) 2 A Present study
Mormidae v-luteum 2n=14 (12 + XY) 2 A Present study
M. notulifera 2n=14 (12 + XY) 2 A [27]
Arvelius albopunctatus 2n=14 (12 + XY) 2 A [26]
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Thyanta perditor 2n=14 (12 + XY) 2 A Present study
Odmalea sp. 2n=14 (12 + XY) 2 X Present study
Antiteuchus tripterus 2n=14 (12 + XY) 2 A [26]
Euschistus cornutus 2n=14 (12 + XY) 2 A [26]

E. heros 2n=14 (12 + XY) 2 A [26]
Edessa colaris 2n=14 (12 + XY) 2 A Present study
E. rufomarginata 2n=14 (12 + XY) 2 A [26]

E. impura 2n=14 (12 + XY) 2 A [26]

E. meditabunda 2n=14 (12 + XY) - A [26]
Eurydema oleracea 2n=14 (12 + XY) 2 XandY [28]
Graphosoma lineatum 2n=14 (12 + XY) 1 X [28]
Nezara viridula 2n=14 (12 + XY) 2 A [41]
Oebalus poecilus 2n=14 (12 + XY) 4 A, Xand Y [27]
Proxysalbo punctulatus 2n=14 (12 + XY) 2 A [27]
Rhopalidae family

Harmostes prolixus 2n=13 (10 + 2m + XO0) 2 A [26]
Pyrrhocoridae family

Dysdercus ruficollis 2n=13 (12 + X0) 2 A [44]

D. imitator 2n=13 (12 + X0) 2 A [26]

D. fulvoniger 2n=13 (12 + X0) 2 A [26]

D. albofasciatus 2n=12 (10 + NeoXY) 2 neo X [44]

D. chaquensis 2n=13 (12 + X0) 2 A [44]
Pyrrhocoris apterus 2n=21 (22 + X0) 2 X [28]
Oncopeltus femoralis 2n=18 (16 + XY) - A [45]
Ochrimnus sagax 2n=14 (12 + XY) - A [45]
Lygaeus peruvianus 2n=12 (10 + XY) - A [45]
Largidae family

Euryophthalmus rufipennis 2n=13 (12 + X0) 1 X [26]
Lygaeidae family

Oxycarenus lavaterae 2n=18 (14 + 2m + XY) 2 A [28]
Scutelleridae family

Pachycoris torridus 2n=14 (12 + XY) 2 A Present study
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Table 2. Chromosomal complement, number of clusters and chromosomal pair

where there was the labeling of 45 rDNA in the infraorder Nepomorpha. A:

autosomes, X: X sex chromosome, Y: Y sex chromosome.

Nepomorpha Karyotype Number FISH References
Infraorder of (45S rDNA)
Clusters

Belostomatidae family

Belostoma oxyurum 2n =8 (6 + XY) - XandY [13]
B. micantulum 2n =16 (14 + XY) - XandY [13]
B. elegans 2n =29 (26 + X1 XzY) - A [35]
B. dentatum 2n =29 (26 + X1 X2Y) 1 A [35]
B. elongatum 2n =29 (26 + X1 XzY) 1 A [35]
B. gestroi 2n =29 (26 + X1 X2Y) 1 A [35]
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Table 3. Chromosomal complement and chromosomal pair where there was the
labeling of 45 rDNA in the infraorder Cimicomorpha. A: autosomes, X: X sex

chromosome, Y: Y sex chromosome, S: sex chromosome.
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Cimicomorpha Karyotype FISH References
Infraorder (45S rDNA)

Miridae family

Deraeocoris ruber 2n = 34 (30+2m+XY) XandY [28]
D. rutilus 2n = 34 (30+2m+XY) X [28]
Megaloceroea recticornis 2n = 32 (30+XY) XandY [28]
Cimicidae family

Cimex lectularius 2n = 29 (26+X1X2Y) XiandY [46]
Tingidae family

Agramma femorale 2n = 12+XY S [36]
Elasmotropis testacea 2n =14 (12+XY) A [36]
Tingis cardui 2n =14 (12+XY) A [36]
T. crispata 2n =14 (12+XY) XandY [36]
Reduvidae family

Microtomus lunifer 2n = 31 (28+X1X2Y) A [47]
Rhodnius prolixus 2n = 22 (20+XY) X [22]
R. domesticus 2n =22 (20+XY) XandY [22]
R. pallescens 2n = 22 (20+XY) XandY [48]
R. nasutus 2n = 22 (20+XY) X [23]
R. neglectus 2n = 22 (20+XY) XandY [23]
R. neivai 2n = 22 (20+XY) XandY [23]
R. milesi 2n = 22 (20+XY) XandY [23]
R. robustus 2n = 22 (20+XY) X [23]
R. ecuadoriensis 2n = 22 (20+XY) XandY [23]
R. pictipes 2n = 22 (20+XY) XandY [23]
R. stali 2n =22 (20+XY) XandY [23]
R. colombiensis 2n =22 (20+XY) X [22]
Psammolestes tertius 2n = 22 (20+XY) XandY [22]
Dipetalogaster maxima 2n =22 (20+XY) X [22]
Eratyrus cuspidatus 2n = 23 (20+X1X2Y) Xiand Y [22]
Panstrongylus megistus 2n =21 (18+X31XzY) A [22]
P. lignarius 2n = 23 (20+X31X2Y) A [22]
P. chinai 2n = 23 (20+X31X2Y) A [22]
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Figures

Fig. 1 Fluorescent in situ hybridization using the 18S probe in species of the
family Coreidae. a) Acantocephala parensis, b) Corecoris fuscus, c) Phitia picta,
d) Leptoglossus zonatus, e) Lucullia flavovittata, f) Dalacoris pictus, g) Anasa
Bellator, h) Corecoris batatas and i) D. obscura. Asterisk: marking on the m-

chromosome; Arrow: terminal marking on the autosomes. Bar: 10 ym.
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Fig. 2 Fluorescent in situ hybridization using the 18S probe in species of the
families Pentatomidae and Scutelleridae. a) Odmalea sp., b) Mormidae v-
luteum, c) Edessa colaris, d) Loxa virescens, e) Thyanta perditor and f)
Pachycoris torridus. Asterisk: marking on the m-chromosome; Arrow: terminal

marking on the autosomes. Bar: 10 pym.
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5 CONCLUSOES FINAIS

Com base no principal objetivo dessa tese, o de investigar oS processos

envolvidos na evolugcdo da localizacdo do DNAr 45S dos Heteroptera, 15

espécies foram analisadas com a técnica de FISH e os resultados foram

comparados com mais 119 espécies estudadas com o mesmo marcador,

permitindo, dessa forma, inferir um cenario evolutivo para as infraordens

Pentatomomorpha, Nepomorpha e Cimicomorpha:

Agmatoploidia/simploidia foram os principais eventos que levaram a
variacdo numérica no cariétipo dos Coreidae;

Sitos de DNAr em Coreidae localizados, principalmente, nos
autossomos;

Auséncia de registro de DNAr 45S em cromossomos sexuais de
Coreidae;

Deteccao do gene 45S em m-cromossomos de Coreidae, relacionando-o
com atividade transcricional envolvida na biossintese ribossomal;

Proposta de origem autossdmica dos m-cromossomos, pois a presenca
de DNAr 45S em m-cromossomos de A. parensis e L. gonagra, quando
associada ao monofiletismo da familia Coreidae, suporta essa hipétese,
uma vez que todas as outras espécies de Coreidae apresentaram
marcagao em um par de autossomos;

Conservacao do cariotipo e do sistema de determinacao do sexo XY/XX
na familia Pentatomidae (Pentatomomorpha);

Sitios de DNAr em Pentatomidae, principalmente, nos autossomos,
havendo poucos registros nos cromossomos sexuais;

Proposta da acdo de elementos de transposicdao atuando na
diversificacdo do gene 45S em Pentatomidae;

DNAr 45S na familia Pyrrhocoridae (Pentatomomorpha) localizado em
autossomos, cromossomo sexual X ou Neo X;

Levantamento de duas possiveis hipdteses para a diversificacao
cromossOmica do género Dysdercus (Pyrrhocoridae,
Pentatomomorpha): i) evento de aneuploidia no cromossomo sexual Y
(que resultou no sistema de determinacao sexual XO) e ii) evento de
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simploidia entre o0 0s cromossomos sexuais X e Y e o par de
autossomos portador do gene 45S, seguido perda do locus ribossdmico
presente N0 cromossomo neo Y.

Em geral, os sistemas de determinacdo do sexo observados nha
infraordem Pentatomomorpha foram XY/XX (predominante em
Pentatomidae), XY/X0 (predominante em Coreidae) e Neo XY (presente
na familia Pyrrhocoridae) e os sitios de DNAr 45S foram distribuidos,
preferencialmente, entre 0os autossomos;

Eventos de agmatoploidia e simploidia levaram a alteracdo numérica
durante a evolucao cariotipica da familia Belostomatidae (Nepomorpha)
e elementos de transposicdo atuaram na reorganizacdo gendmica das
espécies (que resultou em passagem do locus ribossémico dos
autossomos para 0S Cromossomos sexuais);

Grande variabilidade na localizagcdo do gene 45S foi observada em
Cimicomorpha, incluindo intraespecifica;

Marcacfes restritas aos cromossomos sexuais nas familias Miridae e
Cimicidae (Cimicomorpha);

DNAr 45S localizado nos autossomos e/ou cromossomos sexuais das
familias Tingidae e Reduviidae (Cimicomorpha);

Eventos de recombinacdo ectopica e/ou elementos de transposicédo
atuaram na grande variabilidade do gene ribossomal observada em
Cimicomorpha;

Em geral, o sistema cromossémico de determinacdo do sexo observado
na infraordem Cimicomorpha foi do tipo simples (XY/XX) e mudltiplos
(X1X2Y/! X1X2X3Y) e os sitios de DNAr 45S ocorreram principalmente
NOS CromossSomos sexuais.
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