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CARACTERIZAGAO CITOGENETICA DE POPULAGOES DE CRISOPIDEOS
(NEUROPTERA: CHRYSOPIDAE) DE OCORRENCIA EM JABOTICABAL, SP.

RESUMO - A familia Chrysopidae, pertencente a ordem Neuroptera, € a
mais numerosa, compreendendo mais de 1200 espécies validas, distribuidas em
varias regides do mundo, principalmente na Neotropical. A classificagdo desta
familia em géneros e espécies € baseada em estudos da morfologia externa e da
genitdlia de machos e fémeas adultos. No entanto tem-se buscado novas
metodologias para auxiliar tanto na taxonomia, quanto no conhecimento da
evolugdo. A citogenética é uma ferramenta bastante importante para o
conhecimento da extenséo da biodiversidade, pois a partir de diferencas presentes
nos cromossomos podem-se distinguir grupos, bem como padrdes de evolugao.
Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar citogeneticamente 18 espécies de
crisopideos de ocorréncia em Jaboticabal — SP., quanto ao numero dipléide,
morfologia e tamanho dos cromossomos, sistema cromossémico sexual, e quando
possivel, analisar o comportamento meiodtico. Os cromossomos foram obtidos a
partir de preparagdes gonadais masculinas e femininas de individuos adultos e de
embrides, submetidos a coloragdo convencional e fotografados com camara
MOTICAM acoplada a microscopio e software IMAGE da Motic. Das 18 espécies
analisadas, somente em Chrysoperla defreitasi ndo foi possivel observar o par
heteromorfico, no entanto as demais espécies exibiram sistema sexual do tipo
XY/XX. O numero dipléide variou entre 2n=16 nas espécies do género
Leucochrysa a 2n=6 em Chrysopodes delicata, e esta diferenca refletiu na
morfologia cromossOmica e permitiu diferenciar algumas das espécies. Nas
espécies em que foram obtidas células meidticas observou-se a formacao de
bivalentes autossdbmicos com quiasmas terminais e univalentes sexuais

assinapticos e aquiasmaticos.

Palavras-chave: cariotipo, Chrysoperla, @ Ceraeochrysa,  Chrysopodes,

Leucochrysa, taxonomia.



CYTOGENETIC CHARACTERIZATION OF POPULATIONS OF GREEN
LACEWINGS (NEUROPTERA: CHRYSOPIDAE) THAT OCCURIN
JABOTICABAL, SP.

SUMMARY - The family Chrysopidae, belonging to the Neuropteran order,
is the most numerous, comprising more than 1200 valid species, distributed in
various regions of the world, mainly in the Neotropical. The classification of this
family into genera and species is based on the study of external morphology and
male and female adults genitalia. However, new methods to assist the taxonomy
and the evolution have been studied. The cytogenetic is a very important tool for to
understand the extent of biodiversity, because the differences in the chromosomes
can be distinguished group, and pattern of evolution. The objective of this study
was to perform cytogenetic analysis of 18 species of green lacewings of
occurrence in the city of Jaboticabal — SP, characterizing them as to the diploid
number, shape and size of chromosomes, and when was possible, analyzed the
meiotic behavior. The chromosomes preparations were obtained from adults male
and female gonodals and embryos that were conventional stained and
photographed with a MOTIC camera coupled in a microscope and software IMAGE
from Motic. Of the 18 species analyzed, only Chrysoperla defreitasi was not
possible to observe the heteromorphic pair, however the other species exhibited
sexual system of the type XY / XX. The diploid number varied from 2n = 16 in the
genus Leucochrysa to 2n = 6 in Chrysopodes delicata, and this difference reflected
in chromosome morphology and allowed to differentiate some of the species. In the
species in which meiotic cells had obtained it was possible observed the formation
of autosomal bivalents with terminal chiasmata and univalents sex without

chiasmata and synaptic.

Key-words: karyotype, Chrysoperla, Ceraeochrysa, Chrysopodes, Leucochrysa,

taxonomy.



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

A primeira abordagem sistematica baseada, principalmente, na especializagéo
alimentar da fase larval realizada por ASPOCK et al. (2001) resultou na divisdo dos
neuropteros em trés sub-ordens: Novrorthiformia, Myrmeleontiformia e Hemerobiiformia.
Os hemerobiiformia incluem os Neurdpteros mais primitivos, que se caracterizam por
possuirem mandibulas levemente curvadas e sem dentes, cabegca medianamente
esclerotizada e se alimentarem tipicamente de presas de corpo mole (FREITAS 2001).
A este grupo pertence a familia Chrysopidae, que é considerada a segunda maior
familia da Ordem Neurdptera, incluindo mais de 1200 espécies divididas em
aproximadamente 86 géneros distribuidos em todos os continentes com excegéao da
Antartida (BROOKS & BARNARD 1990; BROOKS 1997). Os crisopideos ocorrem tanto
em ecossistemas nativos como em agroecossistemas cultivados e, portanto, possuem
elevado potencial de exploragdo em programas de controle biolégico de pragas
agricolas (FREITAS 2001).

Os Chrysopidae encontram-se agrupados em trés subfamilias, Notochrysinae e
Apochrysinae que correspondem a apenas 3% das espécies descritas, e Chrysopinae,
que se destaca devido ao elevado numero de espécies distribuidas em quatro tribos:
Ankylopterigini, Belonopterigini, Chrysopini e Leucochrysini (BROOKS & BARNARD
1990).

Os Notochrysinae, de acordo com NEW (1984), podem ser considerados grupo
irmao da familia Chrysopidae, isto porque, morfologicamente possui algumas
caracteristicas que nao sao verificadas nos Chrysopinae. Além disso, € a mais primitiva
das trés subfamilias, e a menor em relagao a diversidade, com cerca de 20 espécies
incluidas em sete géneros, onde muitos destes sao limitados quanto a sua distribuigdo
(BROOKS & BARNARD 1990).

De acordo com BROOKS & BARNARD (1990), a subfamilia Apochrysinae pode
ser um grupo derivado da tribo Leucochrysini (subfamilia Chrysopinae), e por isso, nao
deveria ter mais que um status de tribo. No entanto faltam diversas caracteristicas que

estdo presentes em Chrysopinae, 0 que sugere que os Apochrysinae tenham surgido



antes dos Chrysopinae e por isso s&o alocados em um grupo monofilético e distinto dos
Chrysopinae (NEW 1984).

Chrysopinae é a maior subfamilia de Chrysopidae, compreendendo 97% das
espécies descritas (WINTERTON & FREITAS 2006). Pertencem a este grupo todas as
espeécies utilizadas em programas de controle biologico (BROOKS & BARNARD 1990).
Os Chrysopinae possuem ampla distribuicdo geografica, o que acaba por gerar
aumento na disposi¢cao sistematica, em que algumas vezes, por exemplo, a mesma
espécie é descrita como uma distinta (NEW 1984).

Os crisopideos sao insetos holometabolos, em que os adultos diferem na
aparéncia e nos habitos das formas larvais, e isto |hes confere grande vantagem
evolucionaria, uma vez que, larvas e adultos exploram diferentes nichos ecolégicos
(FREITAS 2001, 2002).

Os adultos sao pequenos e apresentam envergadura variando de 1,2 a 3,0 cm, o
corpo frequentemente é verde e as asas sao hialinas e reticuladas por nervuras verdes.
Podem se alimentar de pdlen de varias flores, substancias acucaradas produzidas por
insetos e plantas (honeydew) e alguns podem também apresentar o habito predador
(FREITAS 2001). Os ovos sao esféricos e colocados na extremidade de um pedicelo, e
a oviposicao é realizada nas folhas ou substratos de alimentagdo (PENNY 2005). As
larvas sdo campodeiformes e possuem pernas ambulatérias, o que lhes confere
movimentos rapidos e facilidade na captura da presa. Muitas delas utilizam os restos
alimentares, bem como exoesqueletos das presas para se cobrir, sendo por isso,
popularmente conhecidas como bicho-lixeiro; apresentam trés instares, cuja duragao
depende de fatores como temperatura e qualidade de alimento. Apds o terceiro instar
as larvas tecem um casulo onde empupam e do qual emergem os individuos adultos
(FREITAS 2001, 2002).

Desde o final do século XX o uso dos crisopideos no controle biolégico de pragas
tem despertado a atencao, e a sua utilizacdo partiu nao sé de criagdes massais para
liberagdes, mas também do controle bioldgico natural (FREITAS 2001).

Segundo FREITAS (2001), tanto larvas como alguns adultos sé&o predadores, e a
capacidade de alimentagcdo desses insetos € realmente entusiasmante. MEGAHED &



ABOU-ZEID (1982) e ADAMS & PENNY (1987) verificaram que as larvas de crisopideo
podem chegar a consumir 405 ovos de Sitotroga cerealella (Oliver) (Lepidoptera:
Gelechiidae), 553 ovos de Anagastha kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae), 2000
pulgdes, 3780 cochonilhas ou 6487 ovos de cochonilhas em 14 dias.

Assim, sua importancia esta na utilizagcao de determinadas espécies no controle
biolégico de pragas. Hoje, o género com maior potencial de uso tem sido Chrysoperla,
cujas espécies sao comercializadas ha muito tempo, sendo Chrysoperla carnea na
regiao Paleartica (HENRY 2001) e Chrysoperla externa na regido Neotropical (FREITAS
2001) as mais produzidas pelas biofabricas.

A taxonomia da familia Chrysopidae é pouco estavel. De acordo com CADENA
et al. (2007), muitas espécies constantemente sdo descritas e outras sdo reexaminadas,
resultando em novas atribuicbes genéricas e reconhecimento de sinonimias.

Inicialmente a classificagéo das espécies da familia Chrysopidae baseava-se na
morfologia externa, principalmente nos padrdes de venacédo das asas, mas devido a
alta similaridade entre certas espécies e géneros, bem como registros de variagao intra-
especificas, outras formas de distingdo precisaram ser adotadas, como a utilizagao de
estudos que evidenciam as diferengcas na genitalia de machos e fémeas adultos, bem
como caracteristicas da cabecga do inseto (BROOKS & BARNARD 1990).

Na regidao Neotropical, a grande maioria das descricbes das espécies foram
contribuicdes de Banks e Navas, e eram realizadas apenas com base nos caracteres
morfolégicos externos e sem o uso das genitalias. Além disso, muitas descri¢gdes
baseavam-se em fémeas, machos tenerais ou em apenas um espécime em que
algumas vezes relatava-se auséncia de abdome (ADAMS & PENNY 1987).
Posteriormente outros estudos utilizando a genitalia foram incorporados, como o de
FREITAS & PENNY (2001).

De acordo com ALMEIDA & STOWTHAMER (2003), embora existam chaves
para classificagao da familia, a diferenciagdo das espécies exige exames cuidadosos,
pois alguns géneros sao muito uniformes morfologicamente. Levando-se em conta sua
importancia ambiental e econdmica como agentes de controle bioldgico, tal

uniformidade pode se tornar um sério problema, ou seja, o éxito de um programa de



controle depende da liberagdo de espécies conhecidas, pois quando liberadas
incorretamente podem ndo associar-se a praga ou mesmo nao se adaptar as condigdes
locais do sitio de liberacgao.

Assim, a utilizagcdo de diferentes métodos de identificagdo, além da morfologia
convencional, € importante para auxiliar na resolucdo de problemas taxondmicos,
principalmente, quando se quer determinar se espécies filogeneticamente proximas que
apresentam similaridade morfolégica sdo compostas por duas ou mais espécies
cripticas (ROTHFELS 1988).

Por isso, varias pesquisas utilizando-se outras metodologias de avaliagao foram
estimuladas, a fim de reconhecer o maior numero de espécies possiveis e estabelecer
suas relagdes evolutivas. Como por exemplo, estudos da biologia molecular, uma vez
que a partir desta é possivel responder questdes acerca da filogenia, evolugdo e
dindmica populacional (HOY 1994). A primeira analise molecular em espécies de
Chrysopidae foi apresentada por WINTERTON & FREITAS (2006) baseada no estudo
do DNA mitocondrial e do gene nuclear, em que concluiu-se que a tribo Chrysopini é
monofilética, no entanto as relagbes evolutivas entre certos géneros nao corroboraram
os dados anteriores baseados nos caracteres morfolégicos.

A citogenética é outra ferramenta bastante importante para o conhecimento da
extensao da biodiversidade, pois a partir das diferencas presentes nos cromossomos,
como no numero, tamanho e morfologia, que sao caracteristicas presentes e exclusivas
de determinados grupos, pode se diferenciar espécies, bem como o padrdo de sua
evolucao (GUERRA 1988).

De acordo com SPEAR (1982), os insetos apresentam maior diversidade
cromossdmica que qualquer outra classe de animais, sendo representada pela grande
variedade no numero de cromossomos, quantidade de DNA nuclear, variacdo no
sistema cromossémico para determinagdo do sexo e na multiplicidade de forma dos
Cromossomos.

Em funcao disto, cada vez mais tem-se estudado este grupo de invertebrados a
fim de acrescentar dados citogenéticos e taxondébmicos e, principalmente, buscar

resultados que demonstrem os processos evolutivos que ocorreram na diferenciagcao



das espécies. Como, por exemplo, as pesquisas com a Ordem Coleoptera, que
exibiram uma grande variedade de numero cromossoémico e sistema de determinagéo
do sexo (PETITPIERRE 1996),0 que permitiu diferencia-las em grupos de espécies que
apresentam cariétipos semelhantes, além disso, a utilizagdo recente de técnicas de
coloragdo diferencial esta permitindo estabelecer estratégias sobre a evolugdo
cromossémica do grupo, como observado por SCHNEIDER et al. (2007) no trabalho
com a familia Elateridae.

Na familia Chrysopidae, os estudos citotaxondmicos sao ainda incipientes, uma
vez que das cerca de 1200 espécies descritas (BROOKS & BARNARD 1990) apenas
24 foram caracterizadas citogeneticamente, sendo uma por¢gao muito pequena do total
de espécies. Além disso, os estudos sdo limitados a subfamilia Chrysopinae (NEW
1984).

As primeiras observagbes citoldogicas em crisopideos foram realizadas por
OGUMA & ASANA (1932) no Japao e NAVILLE & DE BEAUMONT (1933, 1936) na
Europa, em que os ultimos autores publicaram a primeira descrigao do caridtipo com o
total de 12 espécies estudadas (NEW 1984). A estas, foram adicionados dados de mais
nove espécies estudadas no Japao, das quais seis foram analisadas por KICHIJO
(1934), e trés por HIRAI (1957). Posteriormente, SUOMALAINEN (1958) avaliou mais
trés espécies, totalizando assim 24 examinadas.

Em todos os estudos foram utilizadas preparagdes citoldgicas das gbnadas,
principalmente de tecidos masculinos, uma vez que estes contem células que se
encontram em constantes divisdes para a producado de espermatozoides. Contudo,
observacdes de ambos os sexos foram imprescindiveis para distinguir os cromossomos
sexuais (NEW 1984). NAVILLE & DE BEAUMONT (1933, 1936) observaram que na
maioria dos exemplares estudados o cromossomo Y era notavelmente menor que o X,
apresentando-se algumas vezes na forma de ponto; no entanto esta nédo é uma regra
geral, visto que em Chrysopa vulgaris ambos 0s cromossomos sexuais possuiam
tamanho semelhante (NEW 1984).

Dos estudos realizados por NAVILLE & DE BEAUMONT (1933, 1936), as
espécies de Chrysopini examinadas citogeneticamente foram reunidas em quatro



grupos de acordo com as diferentes formulas cariotipicas (HIRAI 1957 e NEW 1984), e
séo eles: 1-) 2n=12 em que todos os cromossomos possuem a morfologia telocéntrica,
no entanto, alguns sao descritos com terminagées em forma de gancho, ou seja, com
morfologia acrocéntrica; estas caracteristicas foram observadas nas espécies
Chrysoperla carnea carnea (descrita como Chrysopa vulgaris), Chrysopa perla, Mallada
prasina (descrita como Chrysopa aspersa e Chrysopa prasina), Mallada ventralis
(descrita como Chrysopa ventralis), Chrysopa formosa (descrita também como
Chrysopa japana), Mallada flavifrons (descrita como Chrysopa flavifrons), Mallada
venosa (descrita como Chrysopa venosa), Chrysopa viridana; 2-) 2n=10, em que em
relagdo aos cromossomos autosémicos 6 cromossomos apresentaram a morfologia
telocéntrica e 2 submetacéntrica/metacéntrica, provavelmente devido a alguma fuséo
céntrica. Neste grupo se encontra somente a espécie Chrysopa pallens (descrita como
Chrysopa septenpunctata e sua subespécie cognata); 3-) 2n=12, cromossomos parte
telocéntricos e parte fusionados, formando 2 pares submetacéntricos/metacéntricos,
sendo dois maiores e dois menores, verificado nas espécies Chrysopidia (Chrysotropia)
ciliata (descrita como Chrysopa alba), Chrysopidia (Chrysotropia) japonica (descrita
como Chrysopa japoénica); 4-) 2n=14 em que todo 0s cromossomos Sao pequenos e
possivelmente telocéntricos, observado nas espécies Nineta vittata (descrita como
Chrysopa (Nineta) vittata, Nineta flava (descrita como Chrysopa (Nineta) flava),
Italochrysa italica.

A partir dos dados acima, sugeriu-se uma possivel evolugdo cromossémica para
os Chrysopini. Assim, primeiramente inferiu-se sobre a possibilidade de relacionar as
férmulas cromossémicas do grupo 1 e 2 sendo que o par submetacéntrico do cariétipo
do grupo 2 pode ter sido formado pela fusdo céntrica de dois elementos telocéntricos
pertencentes ao grupo 1. No entanto, houve dificuldades na avaliagcdo dos cariétipos
das espécies dos grupos 3 e 4 em relagao aos outros dois grupos (NEW 1984).

Além disso, outras observacdes sobre diferencas cromossdmicas que podem vir
a distinguir as espécies foram feitas, mas estas precisam ser analisadas com cautela,
pois um numero muito pequeno de exemplares foi analisado, e erros de identificagao

das espécies também foram posteriormente reconhecidos. Verificou-se, por exemplo,



que em Chrysopa septempunctata primeiramente foram analisados machos e
posteriormente as fémeas e constatou-se que a espécie tem 10 cromossomos, destes
dois sao submetacéntricos, seis telocéntricos e pequenos e dois sdo heteromorficos,
designados como o par sexual, em que o Y possui a morfologia de um ponto (NEW
1984). Na espécie Chrysopa vulgaris, houve confusdo entre espécies proximas devido
a diferengas no tamanho do cromossomo Y, nao ficando claro tratar-se da mesma
espécie ou de espécies distintas. No entanto sabe-se que estas diferencas no tamanho
dos cromossomos entre individuos da mesma espécie pode ocorrer em consequéncia
do acréscimo ou perda de heterocromatina (SUMNER 1990).

Embora houvesse duvida no reconhecimento das espécies Chrysopa aspersa e
Chrysopa prasina, devido provavelmente a diferenga no grau de condensacéo dos
cromossomos, tornando o conjunto cromossémico com morfologia mais robusta em
Chrysopa prasina, além da presenga de um par autossémico com tamanho grande
(NEW 1984), sabe-se que hoje ambas tratam-se da mesma espécie, que € Mallada
prasina. Por outro lado os cromossomos de Chrysopa ventralis sdo sempre idénticos ao
de Chrysopa prasina, porém com auséncia do par autossOmico de tamanho grande
(NEW 1984), e neste caso sabe-se que hoje ambas as espécies sao reconhecidas
como distintas.

Realmente € complicado estabelecer os mecanismos de diferenciagao
cromossOmica dos Chrysopinae. Assim, foram propostas duas hipéteses sobre qual a
férmula cariotipica ancestral para as espécies analisadas: a primeira hipotese diz que a
férmula basica é 2n = 12, e as demais sao derivadas desta (HIRAI 1957), e que um
possivel resultado para a redugdo no numero cromossdmico foram rearranjos do tipo
fusdo (2n=12 torna-se 2n=10) e o aumento no numero ocorreu devido a fissées (2n=14
torna-se 2n=12); a segunda hipotese aceita duas féormulas cariotipicas: 2n=12 e 2n=14,
em que a diminuigdo no numero é devido a rearranjos cromossdmicos do tipo fusao
céntrica. No entanto, levando-se em consideracdo somente os dados obtidos com a
subfamilia Chrysopinae, a primeira hipotese reflete melhor a relagao evolutiva dentro da
familia Chrysopidae e sugere uma modificagdo mais logica para a provavel filogenia
(NEW 1984).



Ambas as hipoteses ndo levam em consideragcdo dados obtidos em outras
familias de Neurdpteros, que foram estudadas citogenéticamente, tampouco analises
citogenéticas mais detalhadas que levem em consideragdo 0S Cromossomos
individualmente, e, além disso, foram analisadas muito antes do novo agrupamento dos
crisopideos, como por exemplo, o surgimento do género Ceraeochrysa. Assim, as
hipéteses tem de ser interpretadas com cautela, e novos estudos, utilizando técnicas de
coloragédo que avaliam os cromossomos individualmente precisam a ser adotadas para
se estabelecer com maior clareza as estratégias que levaram a uma possivel evolugao
cromossOmica, e que permitem diferenciar as espécies citogeneticamente.

Assim, considerando a importancia da familia Chrysopidae, o elevado numero de
espécies neotropicais, as incertezas relacionadas a taxonomia, bem como a escassez
de dados citogenéticos, o presente estudo teve o objetivo de caracterizar 18 espécies
de Chrysopidae pertencentes a subfamilia Chrysopinae e tribos Leucochrysini e
Chrysopini, visando estabelecer as principais estratégias de diferenciagao

cromossOmica, agregar dados citogenéticos e auxiliar a taxonomia da familia.
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CAPITULO 2 - DIFERENCIAGAO DE ESPECIES INTRAGENERICA E
ESTRATEGIAS DE EVOLUGAO CROMOSSOMICA EM CHRYSOPIDAE:
NEUROPTERA ATRAVES DA CARIOTIPAGEM

RESUMO - A familia Chrysopidae inclui insetos predadores que sao eficientes
agentes de controle bioldgico de pragas. Sao descritas cerca de 1200 espécies de
crisopideos, em que a taxonomia se baseia em diferengas nos caracteres morfoldgicos
externos e, mais recentemente no estudo da genitalia. Em termos citogenéticos apenas
2% dos crisopideos foi analisado. Assim, o presente estudo teve como obijetivo realizar
a analise citogenética de sete espécies do género Leucochrysa McLachlan, 1868 de
ocorréncia em Jaboticabal — SP, Brasil, através da técnica de coloragdo convencional a
fim de acrescentar dados citogenéticos ao grupo, auxiliar a taxonomia e discutir os
dados obtidos com as demais espécies citogeneticamente estudadas anteriormente,
buscando estabelecer o processo de evolugcdo cromossOmica. As sete espécies
analisadas exibiram numero dipldide 2n=16 e sistema de determinacao sexual do tipo
XY/XX, com excegdo de Leucochrysa (Nodita) marquezi em que foram avaliados
somente embrides. Foram verificadas diferengas interespecificas quanto a morfologia
dos cromossomos, 0 que permitiu, neste caso, realizar a distingdo das espécies através
da citogenética. As células diploténicas meidticas obtidas em Leucochrysa (Nodita)
azevedoi, Leucochrysa (Nodita) cruentata, Leucochrysa (Nodita) lancala e Leucochrysa
(Nodita) rodriguezi exibiram sete bivalentes autossdbmicos com quiasmas terminais e

dois univalentes sexuais assinapticos e aquiasmaticos.

Palavras-chave: caracteristicas cromossdmicas, citotaxonomia, crisopideos.
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Introducgao

Chrysopidae é a segunda maior familia da ordem Neuroptera, incluindo mais de
1200 espécies alocadas em aproximadamente 86 géneros. Os crisopideos estdo
distribuidos em todos os continentes, com excegdo da Antartida (BROOKS &
BARNARD 1990; BROOKS 1997) e muitas das espécies caracterizam-se como
eficientes predadores e agentes de controle biologico de pragas (FREITAS 2001).

A classificagdo genérica e hierarquica da familia foi, por muito tempo, baseada em
caracteres morfologicos externos, seguido do estudo da genitdlia (BROOKS &
BARNARD 1990). Recentemente, outras metodologias, como estudos baseados no
DNA mitocondrial e nuclear estdo sendo utilizados para a identificagao das espécies,
bem como para estabelecer as estratégias evolutivas na familia Chrysopidae
(WINTERTON & FREITAS 2006).

Taxonomicamente a familia Chrysopidae esta subdividida em trés subfamilias:
Apochrysinae, Chrysopinae e Notochrysinae. A subfamilia Chrysopinae é a mais
representativa em numero de espécies, apresenta ampla distribuicdo geogréfica, e
inclui quatro tribos: Ankylopterygini Navas, 1910, Belonopterygini Navas,1913,
Chrysopini Schneider, 1851 e Leucochrysini Adams, 1978 (BROOKS & BARNARD
1990).

A tribo Leucochrysini € a mais abundante entre os crisopideos (PENNY 2002),
incluindo sete géneros, dos quais Leucochrysa é o que possui maior numero de
espécies validas (FREITAS & PENNY 2001). Segundo TAUBER et al. (2008), a
identificacdo das espécies que pertencem a este género é dificil, devido ao elevado
numero de espécies, a semelhanca das caracteristicas externas entre espécies e a
elevada variacao intraespecifica.

Os dados citogenéticos da familia sdo restritos a somente 24 espécies, o que
equivale a apenas 2% de todo grupo. Estdo limitados a tribo Chrysopini (OGUMA &
ASANA 1932; NAVILLE & DE BEAUMONT 1933, 1936).

O numero diploéide dos crisopideos varia entre 2n=10 a 2n=14, sendo o 2n=12 o

numero mais frequente, estando presente em 68% das espécies analisadas.
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Adicionalmente, todas as espécies investigadas sao portadoras do sistema
cromossOmico sexual do tipo XY/XX e naquelas em que a morfologia cromossémica foi
descrita, verifica-se predominancia de cromossomos telocéntricos (Tabela 1).

A alta frequéncia no numero diploide 2n=12 acarretou na formulagao da hipétese
de que talvez essa seja a féormula cariotipica base para a familia Chrysopidae (NEW
1984) e que as variagdes no numero diploide e consequentemente na morfologia
cromossOmica é resultado de rearranjos cromossdmicos.

Devido ao pequeno numero de espécies de Chrysopidae analisadas n&o é ainda
possivel estabelecer os mecanismos da evolugdo cromossdmica para o grupo. Em
funcao disto e do grande numero de espécies existentes na fauna brasileira, o objetivo
deste estudo foi analisar citogeneticamente sete espécies de crisopideos do género
Leucochrysa (Nodita) tribo Leucochrysini através da técnica de coloragdo convencional
visando realizar a primeira descricdo de espécies desta tribo, acrescentar dados
citogenéticos a familia quanto ao numero dipldide, o sistema cromossémico sexual e a
morfologia cromossémica, e buscar estabelecer as estratégias de evolugao
cromossOmica para o grupo. Além disto, os dados obtidos poderdo contribuir para a

taxonomia dos crisopideos.
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Material e Métodos

Todos os espécimes do género Leucochrysa (Nodita) examinados neste trabalho
(Tabela 2) foram coletados com o auxilio de redes entomoldgicas em pomares de citros
e macadamia, no Campus da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (UNESP),
na cidade de Jaboticabal, Sdo Paulo — Brasil durante o periodo de Junho de 2010 a
Maio de 2011. Os “vouchers” foram depositados no Museu do Laboratério de
Biossistematica, Biologia e Ecologia Molecular de Neurdpteros, da mesma

universidade.

Tabela 2. Espécies estudadas e numero de exemplares analisadas

Espécie Numero de espécimes
Leucochrysa (Nodita) azevedoi Navas, 1913 2 machos
Leucochrysa (Nodita) cruentata Schneider, 1851 6 embrides/ 2 fémeas/ e machos
Leucochrysa (Nodita) ictericus Freitas e Penny, 2001 2 fémeas/ 3 machos
Leucochrysa (Nodita) lancala Banks, 1944 2 embrides/ 3 machos

Leucochrysa (Nodita) marquezi Navas, 1913 3 embrides
Leucochrysa (Nodita) michelini Freitas e Penny, 2001 5 embrides/ 1 fémea/ 2 machos

Leucochrysa (Nodita) rodriguezi Navas, 1913 11 embriGes/ 2 fémeas/ 3 machos

Apos coletados, os exemplares foram levados ao laboratério e identificados
quanto a morfologia externa pelo Prof. Dr. Sérgio de Freitas. Os machos foram
rapidamente dissecados e as fémeas mantidas por dois dias em gaiolas de oviposigao
(tubos de PVC revestidos com papel sulfite e fechados nas extremidades por tecido
voile) e entdo dissecadas. Os ovos foram retirados diariamente e apds um dia foram
também dissecados para obteng¢ao das preparagoes citologicas a partir dos embrides.

As preparagdes cromossémicas foram obtidas de embrides e de gbdnadas
masculinas e femininas de individuos adultos seguindo a metodologia de WEBB et al.
(1978) com modificagdes no tempo em que os tecidos permaneciam nas solugdes. Os
tecidos foram removidos em solugao fisiolégica (7,5g de NaCl; 2,38g de Na,HPOy;
2,72g de KH,PO4 em 1000 ml de agua destilada), imersos em solugcao de colchicina
(0,05% em solugéo fisiolégica) por 30 minutos e apds esse periodo foi adicionada igual
quantidade de solugao hipotonica (agua de torneira) por 15 minutos. O material foi
entdo fixado em solugdo de Carnoy | (3 parte de alcool metilico: 1 parte de acido
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acético) por no minimo 30 minutos e transferido para uma |amina, onde as gdnadas
foram maceradas em acido acético 60% e os embrides em acido acético 45% até a
formacao de uma suspensao celular. As laminas foram secas em placa de metal a
40°C, e coradas em solugao de Giemsa a 3% por 15 minutos.

As células gonadais e embrionarias foram observadas em microscépio de luz e
as imagens foram obtidas com o auxilio de uma camara MOTICAM acoplada ao
microscopio utilizando o software IMAGE da Motic. Foram analisadas pelo menos 15
metafases mitéticas de cada espécie, com excegcdo de L. (N) azevedoi e L. (N)
marquezi em que o0 pequeno numero de exemplares analisados nao permitiu a
obtencdo de um alto numero de metafases. A morfologia cromossémica foi determinada

de acordo com a nomenclatura proposta por LEVAN et al. (1964).

Resultados e Discussao

A andlise das células metafasicas mitdticas de individuos machos e fémeas
adultos e de embrides das sete espécies do género Leucochrysa (Nodita) revelou o
numero dipléide 2n=16 (Figuras 1, 2 e 3), o qual € um numero inédito para a subfamilia
Chrysopinae. As demais espécies anteriormente estudadas exibiram pouca variagéao
cariotipica, sendo o cariétipo 2n=12 com todos os cromossomos com morfologia
telocéntrica, registrado em mais da metade das espécies analisadas levantando a
hipétese de que possivelmente esta seja a férmula cariotipica ancestral para a
subfamilia Chrysopinae (HIRAI 1957; NEW 1984).

No entanto, ASANA & KICHIJO (1936) verificaram que em outros neurépteros
estudados citogeneticamente ocorreram numeros diploides maiores que 2n=12 e com
variacgdo na morfologia cromossébmica, como na familia Myrmeleotidae
(Myrmeleontiformia) e na familia Ascalaphidae (Myrmeleontiformia), em que o numero
foi de 2n=16 e 2n=22 respectivamente.

O sistema cromossOmico sexual observado nas sete espécies foi do tipo XY/XX,

que somente ndo pode ser efetivamente confirmado em L. (N) marquezi, pois foram
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analisados apenas embrides, embora devido ao diagndstico de um par heteromorfico,
este foi mencionado no presente trabalho como o par sexual (Figuras 1, 2 e 3). Quanto
a morfologia, os cromossomos de todas as espécies foram classificados como
telocéntricos (Figura 1 e 2), com excegado do par 3 submetacéntrico de L. (N) ictericus
(Figura 1) e L. (N) rodriguezi (Figura 3), e dos pares 1, 2 e 3 de L. (N) michelini (Figura
2) que possuem morfologia metacéntrica, subtelocéntrica e submetacéntrica,
respectivamente. Adicionalmente, nesta Ultima espécie o cromossomo sexual X
também exibiu morfologia metacéntrica.

As diferengas morfologicas refletiram no numero fundamental dos autossomos,
em que nas espécies que apresentaram todos os autossomos telocéntricos o numero
fundamental foi 14, enquanto que em L. (N) ictericus, L. (N) michelini e L. (N) rodriguezi
foram de 16, 20 e 16, respectivamente. De acordo com KASAHARA (2009), numeros
fundamentais diferentes observados em espécies proximas com o mesmo numero
dipléide indicam que o mecanismo responsavel pelas diferencas no cariétipo deve ser
predominantemente inversdes pericéntricas.

O estudo cariotipico de todas as espécies revelou que 0S Cromossomos
autossbmicos decrescem gradualmente em tamanho, exceto em L. (N) azevedoi onde
os autossomos puderam ser classificados como de tamanho grande (pares 1, 2 e 3) ou
pequeno (pares 4, 5, 6 e 7) (Figuras 1a e 1b). Quanto aos cromossomos sexuais, em
todas as espécies o cromossomo X exibiu-se maior que o Y, e em L. (N) azevedoi
ambos possuem tamanho grande (Figura 1), sendo os maiores elementos do cariotipo,
em L. (N) cruentata, L (N) lancala e L. (N) marquezi tamanho mediano (Figuras 1 e 2),
em L. (N) michelini o cromossomo X possui tamanho médio e o Y pequeno (Figuras 2c
e 2d) e em L. (N) ictericus e L. (N) rodriguezi o X possui tamanho médio e o Y é
puntiforme (Figuras 1 e 3).

Os caridtipos de L. (N) ictericus e L. (N) rodriguezi diferiram apenas no tamanho
do cromossomo sexual X, que apresentou-se maior em L. (N) ictericus.
Morfologicamente, ambas as espécies sao bastante semelhantes e evolutivamente
proximas (BROOKS & BARNARD 1990). Segundo SUMNER (1990, 2003), este tipo de

variagdo no tamanho cromossdmico em individuos da mesma espécie € mesmo em
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homodlogos do mesmo individuo pode ser devido ao acumulo ou delecdo de
heterocromatina, tornando-se uma forma de evolugao cromossémica. Desta forma, ndo
se pode descartar, neste caso, a possibilidade de que ambas as espécies sao na
realidade apenas uma e que possuem variagcdes intraespecificas em relacdo a
morfologia externa, ou que L. (N) ictericus e L. (N) michelini sofreram eventos de
especiacao, sendo, por isso, necessario novas analises.

Foi observado em todos os exemplares analisados de L. (N) cruentata a
presenga de uma constricdo secundaria em um dos homodlogos do par 5 (Figura 4), o
que pode estar relacionado a uma regido organizadora do nucléolo. Em uma célula
metafasica de uma fémea esta mesma caracteristica foi também observada (Figura 4),
0 que, no entanto, ndo ocorreu em todos os exemplares analisados. Além disso,
algumas metafases de fémeas, machos e embrides exibiram uma regido com coloracéo
diferencial em ambos homdlogos do par 1 e no cromossomo X (Figura 4), que nao ficou
claro se tratar de uma constricdo secundaria ou a presenca de um Cromossomo
supernumerario.

A presenca de constricdbes que podem vir a ser caracterizadas como regides
organizadoras de nucléolo em Neuroptera € uma observacédo inédita, ou seja, nos
demais 33 neurdpteros, pertencentes tanto a familia Chrysopidae como as familias
Myrmeleontidae e Ascalaphidae anteriormente estudados nao foi relatado nenhum caso
(ASANA & KICHIJO 1936), E o mesmo acontece com a presenga de cromossomos
supernumerarios. No entanto em grupos préximos, como coledpteros, que foram
caracterizados por ASPOCK et al. (2001) como grupo irmdo dos neuropteros, esta
caracteristica ja foi relatada, e de acordo com SMITH & VIRKKI (1978) esta presente
em cerca de 50 espécies.

Foram obtidas células diploténicas testiculares meidticas apenas nas espécies L.
(N) azevedoi, L. (N) cruentata, L. (N) lancala e L. (N) rodriguezi (Figura 4), que
apareceram em baixa frequéncia. Em todas as espécies observou-se a formacao de
bivalentes autossémicos com quiasmas terminais e univalentes sexuais assinapticos e
aquiasmaticos (Figura 4). Somente em uma célula de L. (N) lancala observou-se uma

possivel formacdo de um bivalente sexual, que se formou devido a uma pequena
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homologia entre os cromossomos, mas que acabaram sofrendo segregacao precoce,
além disso, neste caso todos os bivalentes exibiram isopicnose.

Em L. (N) azevedoi foi observada em um dos bivalentes a presenga de uma
constrigdo secundaria (Figura 5), que nao foi notada na analise das células mitoticas.
Esta constricdo pode estar relacionada ao centrdbmero ou a regido organizadora do
nucléolo, ou mesmo a um tipo especial de cromatina que apresenta diferenca quanto a
condensacgao ou coloracao, e por isso, € necessaria a observacao de mais células para
confirmar a presenca da constricao.

Essas caracteristicas relacionadas ao comportamento meidtico foram
observadas em todos os outros 33 Neurdpteros estudados. Contudo, tanto no trabalho
de ASANA & KICHIJO (1936) quanto no de HIRAI (1957), os cromossomos sexuais
exibiram-se como bivalentes, mas com segregagao precoce, € nas espécies aqui
estudadas sao univalentes sexuais. No entanto, se o bivalente sexual demonstra
segregacao precoce € porque, provavelmente, 0s cCromossomos possuem pouca
homologia e, por isso, num dipléteno mais tardio comportam-se como univalentes,
como observado neste trabalho (Figura 5).

As analises cariotipicas realizadas anteriormente por NEW (1984) sugerem duas
hipoteses quanto a evolugao cromossémica. Na primeira o numero dipldide 2n=12 com
cromossomos com morfologia telocéntrica € a férmula cariotipica ancestral para a
familia Chrysopidae, a partir da qual os caridtipos das demais espécies foram se
originando através de uma série de rearranjos; a segunda hipotese admite duas
férmulas basicas, 2n=12 e 2n=14 que provém de um ancestral com numero dipléide
desconhecido, e que devido a fusdes e quebras foram originando as demais férmulas
cromossoémicas.

Admitindo-se que o numero dipléide 2n=14 formou-se devido a fissbes
cromossOmicas, fato este comprovado pela diminuicdo no tamanho dos cromossomos
(NEW 1984), provavelmente, os cromossomos das espécies aqui analisadas podem
também ter sofrido quebras, uma vez que o tamanho dos cromossomos de
Leucochrysa séao menores quando comparado com os cromossomos das espécies dos

géneros Chrysoperla e Ceraeochrysa. No entanto, para que isso acontecesse seriam
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necessarios muitos rearranjos, como inversdes, seguidas de fissbes e novamente
inversdes, principalmente nas espécies que apresentaram Ccromossomos
submetacéntricos e metacéntricos como L. (N) michelini. Além disso, para que pedagos
cromossdmicos tornem-se funcionais é necessaria a presenca de centrbmeros, ainda
que sejam relatados casos drasticos onde o numero dipldide cromossdmico foi
duplicado devido a fissées (GUERRA 1988).

Assim, neste caso, a evolugao cromossémica pode ter ocorrido a partir do
numero dipléide 2n=16 em que através de rearranjos como inversdes pericéntricas
seguidas de fusbes se originaram as demais formulas, levando-se também em conta
que, como ja observado, houve diferenga no numero fundamental e, nas demais
espécies anteriormente analisadas por HIRAI (1957) e NEW (1984), houve aumento no
tamanho cromossémico.

Nas demais espécies de Neuropteros estudadas, mas que, porém, pertencem a
subfamilia Myrmelentoformia, este numero diploide ja havia sido registrado, assim
como, numeros diploides superiores. De acordo com ASPOCK et al. (2001), a partir de
uma analise cladistica utilizando-se 36 caracteristicas morfolégicas de adultos e larvas
as subfamilias Myrmeleontiformia e Hemerobiiformia sdo consideradas grupos irmao
com algumas caracteristicas sinaptomorficas.

Além disso, os Neurodpteros, juntamente com as ordens Megaloptera e
Raphidioptera formam um grupo chamado de Neuropterida (ASPOCK et al. 2001). Este
grupo, de acordo com o mesmo autor, € considerado em fungcdo de sua posicao
sistematica entre os holometabolos como grupo irmao da ordem Coleoptera. Esta
ordem esta dividida em quatro subordens, em que as relagdes filogenéticas ainda sao
pouco conhecidas (SCHNEIDER et al. 2007). No entanto, em relagcéo a citogenética, as
subordens Adephaga e Polypahaga sé&o as mais estudadas, em que é relatada grande
diversidade de numeros diploides e sistema de determinacéo sexual.

A subordem Adephaga possui formula cariotipica ancestral 2n = 36 + X0
(GALIAN & LAWRENCE 1993) e a subordem Polyphaga 2n = 18 + Xy, (SMITH &
VIRKKI 1978), no entanto, nesta ultima o numero diploide varia de 2n = 4 a 2n = 23
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(FERREIRA et al. 1984 e VIRKKI 1962), em funcdo de uma série de rearranjos
cromossOmicos.

Estas informagbdes sobre a proximidade das relagdes filogenéticas entre as
ordens Neuroptera e Coleoptera corroboram a hipdtese sobre a evolugao
cromossOmica na familia Chrysopidae a partir de um numero diploide superior a 2n =
12, como havia sido proposto por NEW (1984).

Estudando a familia Buprestidae (Coleoptera), MOURA et al. (2008) verificaram
que a variacdo e evolugdo cromossOmica ocorreu, provavelmente, a partir de um
numero dipléide maior, que foi sofrendo rearranjos sucessivos originando espécies com
diminuigdo no numero cromossémico.

Apenas com técnicas de coloragao convencional ndo € possivel afirmar se os
cromossomos participantes de todos os rearranjos descritos nas diferentes espécies
sdo homedlogos, tampouco se em cada espécie os rearranjos ocorreram de forma
independente. Para isto sdo necessarias analises mais detalhadas com técnicas de
coloragao diferencial que permitem identificacao individual dos cromossomos.

No entanto, foi possivel caracterizar citogeneticamente as espécies analisadas e
em alguns casos, como em L. (N) azevedoi e L. (N) cruntata, utilizar as diferencas
cariotipicas para auxiliar na taxonomia. Assim, ainda que baseados apenas em
coloragdo convencional, a citogenética tem se mostrado de grande utilidade para a
diferenciagao entre espécies, como relatado por WHITE (1973) e HEWITT (1979) em
varios grupos de Orthoptera. Além disso, comparando-se os dados obtidos com as
demais espécies da ordem Neuroptera anteriormente estudadas, assim como com o0s
dados citogenéticos da ordem Coleoptera foi possivel inferir novas hipoteses sobre a

evolugdo cromossémica do grupo.
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Figura 1. Caridtipos de espécies de Leucochrysa (Nodita) submetidos a coloragdo com Giemsa,
mostrando 2n=16 e sistema cromossomico sexual XY/XX. a. Leu. (N) azevedoi (J); b.
Leu. (N) cruentata (3); c. Leu. (N) cruentata (?) d. Leu. (N) ictericus (J3); e. Leu. (N)
ictericus (). A seta indica a presenca de constricdo secundaria em um dos homélogos do
par 5. Escala 30um
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Figura 2. Caridtipos de espécies de Leucochrysa (Nodita) submetidos a coloragdo com Giemsa,
mostrando 2n=16 e sistema cromossdmico sexual XY/XX. a. Leu. (N) lancala (3); b. Leu.
(N) marquezi (3); c. Leu. (N) michelini (3); d. Leu. (N) imichelini (?). Escala 30um.
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Figura 3. Caridtipo de Leucochrysa (Nodita) rodriguezi nos machos (a) e nas fémeas (b)
submetidos a coloragdo com Giemsa, mostrando 2n=16 e sistema cromossémico sexual
XY. Escala 30um.
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Figura 4. Metafases mitoticas de fémea (a) e embrides (b e ¢) de Leu. (N) cruentata coradas com

Giemsa. A seta preta exibe a constricao secundaria em um dos homoélogos do par 5, a seta
pontilhada exibe constricao secundaria no par 1 e a seta tracejada a presencga de constrigao
secundaria no cromossomo sexual X. Escala 30um.
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Figura 5. Células diploténicas coradas com Giemsa. Dipléteno com 2n= 711 + XY em a. Leu. (N)
azevedoi; b. Leu. (N) cruentata; As células diploténicas exibem bivalentes com um quiasma
terminal (seta pontilhada). A seta tracejada exibe constricdo secundaria em um bivalente de
Leu. (N) azevedoi. Escala 30um.
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CAPITULO 3 - ANALISE CITOGENETICA DE ESPECIES NEOTROPICAIS DE
CERAEOCHRYSA (NEUROPTERA: CHRYSOPIDAE)

RESUMO - O género Ceraeochrysa (Adams, 1982) inclui insetos conhecidos por
sua potencialidade no controle biolégico de pragas. No entanto, a taxonomia do grupo
apresenta muitas lacunas, isto porque as espécies que o compdem exibem semelhanca
interespecifica. O objetivo deste estudo foi realizar a analise citogenética através do
método de coloragao convencional em que foi observado o numero dipléide, morfologia,
tamanho e rearranjos cromossémicos, sistema de determinagdo sexual e
comportamento meidtico em células diploténicas de sete espécies de crisopideos do
género Ceraeochrysa. Os resultados demonstraram que neste caso foi possivel fazer a
distincdo das espécies através de métodos citogenéticos, no entanto andlises mais
detalhadas necessitam ser feitas para concluir sobre as estratégias de evolugao

cromossdmica do grupo.

Palavras-chave: crisopideos, cromossomo, taxonomia.

Introdugao

Ceraeochrysa (ADAMS1982) caracteriza-se por apresentar coloracdo verde e
manchas vermelhas ou marrons na lateral do pronoto (TAUBER et al. 2000). As
espécies distribuem-se desde o Canada até a Argentina (SOSA & FREITAS 2010), e
exibem sua maior diversidade e abundancia nos tropicos, sendo considerado nesta
regiao o maior género da tribo Chrysopini (FREITAS & PENNY 2001).

Anteriormente, as espécies de Ceraeochrysa faziam parte do grupo Chrysopa,
sendo a descricdo baseada na morfologia externa (FREITAS et al. 2009). Em 1982,
ADAMS observou diferengas na genitalia e instituiu o género Ceraeochrysa.
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FREITAS et al. (2009) fez uma nova revisdo do género baseada nos caracteres
externos e, principalmente, na genitalia. Neste estudo foram listadas 63 espécies
Neotropicais. No entanto, ainda existem sérias complicacbes quanto a alocacdo das
espécies no género Ceraeochrysa, principalmente, daquelas que foram descritas
exclusivamente a partir de espécimes femininos e de machos tenerais (SOSA &
FREITAS 2011).

De acordo com FREITAS & PENNY (2001), o estudo do género é bastante
importante, pois, grande numero destas espécies habitam agroecossistemas e
contribuem para o controle bioldégico de pragas. A liberagdo incorreta de espécies de
crisopideos pode constituir um sério problema, pois o inseto pode nao estar associado
a praga ou mesmo as condigbes ambientais do sitio de liberagdo, resultando no
fracasso de um programa de controle biolégico (DE ALMEIDA & STOUTHAMER 2003).

Novas metodologias vém sendo adotadas a fim de auxiliar nas descri¢des
taxonbmicas das espécies, o que consequentemente ira minimizar possiveis falhas em
programas de controle bioldgico, bem como estabelecer estratégias de evolugdo do
grupo. Como, por exemplo, estudos da biologia molecular, a partir de genes
mitocondriais e nucleares (WINTERTON & FREITAS 2006; MORALES & FREITAS
2010) e da citogenética.

Em relacéo a citogenética dos crisopideos, os estudos s&o bastante escassos e
incipientes. De acordo com NEW (1984), das cerca de 1200 espécies validas, apenas
24 foram descritas citogeneticamente por NAVILLE & DE BEAUMONT (1933, 1936) na
Europa e por OGUMA & ASANA (1932) no Japao.

A fim de agregar dados citogenéticos, de auxiliar a taxonomia, e ajudar a
compreender a evolugdao cromossémica do grupo, o objetivo deste estudo foi
caracterizar sete espécies do género Ceraeochrysa quanto ao numero, morfologia e
tamanho dos cromossomos, sistema de diferenciacdo do sexo e possiveis rearranjos

cromossdmicos.
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Materiais e Métodos

Os espécimes de Ceraeochrysa analisados neste trabalho (Tabela 1) foram
coletados com o auxilio de redes entomoldgicas, em pomares de citros e macadamia,
no Campus da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (UNESP), na cidade de
Jaboticabal, Sdo Paulo — Brasil, durante o periodo de Junho de 2010 a Maio de 2011. A
identificagcéo foi realizada em laboratério pelo Prof. Dr. Sérgio de Freitas, levando-se em
conta caracteristicas da morfologia externa e também o estudo da genitalia. Os
“vouchers” foram depositados no Museu do Laboratério de Biossistematica, Biologia e
Ecologia Molecular de Neurdpteros da mesma faculdade.

Apods a coleta, os machos foram primeiramente dissecados e as fémeas foram
mantidas por cerca de dois dias em gaiolas de criagdo (tubos de PVC revestidos com
papel sulfite e fechados nas extremidades por tecido voile) para realizarem a
oviposicao, e apos este periodo foram dissecadas. Os embrides foram obtidos de ovos
de dois dias.

As preparagdes cromossémicas foram obtidas de embrides e de gbnadas
masculinas e femininas de individuos adultos (WEBB et al. 1978, adaptado). Os tecidos
foram removidos em solugéo fisiologica (7,5g de NaCl; 2,38g de Na,HPO.; 2,729 de
KH,PO4 em 1000ml de agua destilada) e imersos em solugéo de colchicina (0,05% em
solugao fisiolodgica) por 30 minutos e depois foi acrescentado igual quantidade de
solugao hipotdnica (agua de torneira) por 15 minutos. O material foi entdo fixado em
solugao de Carnoy | (3 parte de alcool metilico: 1 parte de acido acético) por pelo
menos 30 minutos e transferido para uma lamina, onde as génadas foram maceradas
em acido acético 60%, e os embrides em acido acético 45% até a formagdo de uma
suspensao celular. As laminas foram secas em placa de metal a 40°C, e coradas em
solugéo de Giemsa a 3%, por 15 minutos.

As metafases foram observadas em microscépio de luz e as imagens foram
obtidas com o auxilio de uma camara MOTICAM acoplada ao microscépio, utilizando o
software IMAGE da Motic. Foram analisadas pelo menos15 metafases mitéticas de

cada espécie, com excecdo de Ceraeochrysa claveri, em que se analisaram apenas
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cinco metafases. A morfologia cromossémica foi determinada de acordo com a

nomenclatura proposta por LEVAN et al. (1964).

Tabela 1. Espécies estudadas e niumero de exemplares analisados

Espécie Numero de individuos/embrides
analisados
Ceareochrysa caligata (Banks. 1946) 3 fémeas/ 7 machos/ 6 embrides
Ceraeochrysa cincta (Schneider, 1851) 4 fémeas/ 10 machos/ 17 embrides
Ceraeochrysa claveri (Navas, 1911) 3 machos
Ceraeochrysa dislepis (Freitas & Penny, 2001) 2 machos
Ceareochrysa everes (Banks, 1920) 3 fémeas/ 6 machos/ 8 embrides
Ceraeochrysa sanchezi (Navas, 1924) 1 macho
Ceraeochrysa tucumana (Navas, 1919) 2 fémeas/ 2 machos/ 8 embrides

Resultados e Discussao

A anadlise de metafases mitéticas de células do testiculo e ovarios de individuos
adultos e de embrides revelou que as sete espécies estudadas possuem sistema de
determinagao sexual do tipo XY/XX (Figura 1), caracteristica observada nas demais 33
espécies de neuropteros investigados anteriormente (ASANA & KICHIJO 1936; HIRAI
1957). Em todas as espécies o cromossomo X exibiu-se maior que o Y, onde em Ce.
caligata, Ce. cincta Ce. dislepis, Ce. everes e Ce. sanchezi ( Figuras 1a — e) ambos os
sexuais sdo os menores elementos do conjunto, e em Ce. tucumana (Figura 1f) o
cromossomo X possui tamanho grande e o Y tamanho mediano.

Com excecao de Ce. sanchezi, que exibiu numero diploide 2n = 8 (Figura 1e), as
demais espécies possuem numero diploide 2n=12 e morfologia cromossémica do tipo
telocéntrica, semelhante ao observado em 68% das espécies de crisopideos ja
estudadas (NEW 1984; HIRAI 1957). Em Ce. sanchezi a diminuigdo no numero diploide
refletiu na morfologia cromossémica, que € submetacéntrica (par 1), metacéntrica (par
2) e telocéntrica (par 3 e cromossomos sexuais).

O numero diploide 2n = 12 foi 0 mesmo observado em espécies dos géneros
Chrysoperla, Chrysopa, Chrysopidia e Mallada (NEW 1984), mas somente sabe-se com

certeza que o género Chrysoperla possui todos os cromossomos telocéntricos. Em
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Chrysopidia ha presenca de cromossomos metacéntricos e em Mallada os resultados
nao sao precisos, uma vez que nao foi definida a morfologia cromossémica de todas as
espécies estudadas. Quanto ao género Chrysopa algumas das espécies anteriormente
analisadas apresentaram numero diploide 2n=10 com variagdo na morfologia
cromossOmica. Além disso, no trabalho realizado por WINTERTON & FREITAS (2006)
observou-se através de analises moleculares que o género Ceraeochrysa forma
juntamente com Chrysoperla um clado e, € grupo irmao de Chrysopa, atestando assim
por meio de diferentes metodologias a variagdo observada por dados citogenéticos.

O numero diploide 2n = 8 observado em Ce. sanchezi é inédito na familia
Chrysopidae, no entanto numeros diploides inferiores foram registrados em outras
ordens de insetos, como 2n = 4 em uma espécie de Coleoptera por FERREIRA et al.
(1984), e 2n = 2 em uma espécie de Hymenoptera (BORGES et al. 2004).

A diminuicdo no numero diploide de Ce. sanchezi pode ter sido resultado de
rearranjos cromossdmicos do tipo fusdo céntrica (SUMNER 2003). Segundo o mesmo
autor, estes tipos de rearranjos que geram mudangas na morfologia cromossémica
podem ser evidéncias de processos evolutivos. Embora se tenha observado a reducao
no numero diploide, 0 mesmo n&o ocorreu no numero fundamental autossémico, que
manteve-se igual a dez em todas as espécies analisadas, corroborando a hipotese
sobre fusao céntrica entre os autossomos de Ce. sanchezi.

SCHNEIDER et al. (2007a), no trabalho com a familia Elateridae, observaram
diferenciagao cariotipica, com variagcdo no numero diploide, e sugeriu que muitas das
diferengcas cromossdémicas ocorreram, provavelmente, devido a rearranjos
cromossOmicos, como inversdes pericéntricas e fusdes.

De acordo com PALESTIS et al. (2004), o polimorfismo cromossdmico resultante
de mudancas céntricas sdo comuns em insetos, como exibido por Orthépteros, por isso,
sdo reportados varios casos em que espécies relacionadas diferem entre si por
inversoes céntricas, fusdes e fissoes.

Nas espécies Ce. caligata e Ce. dislepis (Figuras 1a e 1c) observou-se
decréscimo gradual no tamanho dos autossomos; em Ce. cincta, Ce. everes e Ce

tucumana os autossomos puderam ser classificados em grandes (pares 1 a 3) e médios
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(pares 4 e 5) (Figuras 1b e 1d) e em Ce. sanchezi os pares um e dois possuem
tamanho grande e o par trés tamanho mediano (Figura 1e).

Observou-se nas espécies Ce. cincta e Ce. everes cariotipos bastante
semelhantes, sendo neste caso necessario realizar uma analise com coloragées que
permitam identificar os cromossomos longitudinalmente para que seja possivel verificar
variagdes interespecificas.

Em Ce. everes (Figura 2) foi registrada a presenca de um cromossomo
supernumerario ou cromossomo B, que se diferenciou dos demais cromossomos do
conjunto devido ao tamanho grande e a heteropicnose positiva, tornando, desta forma,
o numero dipldide 2n=13 (2n = 10 autossomos + XX + B). A presenga de cromossomos
supernumerarios é, geralmente, resultado de fissbes em algum dos cromossomos do
conjunto, como relatado por KASAHARA (2009) no gafanhoto Xyleus rosulentus, em
que a origem foi a partir de fissuras no cromossomo X, € que, por isso, tais
cromossomos apresentam o tamanho pequeno. Neste caso, no entanto, o
supernumerario exibiu-se com tamanho grande, o que ndo € comum neste tipo de
Cromossomo.

A presencga deste elemento extra no conjunto cromossémico nao foi observada
em todos os espécimes estudados. De acordo com CAMACHO (2005) e LEVIN et al.
(2005), o cromossomo supernumerario realmente pode nao se encontrar em todos os
individuos de uma espécie ou mesmo numa mesma populacdo, sendo por isso,
considerado como um elemento adicional, porém dispensavel.

Segundo GUERRA (1988), em alguns insetos ha indicios que os cromossomos
Bs se originaram a partir do cromossomo X, no entanto, na maioria das espécies a
origem ainda é desconhecida. De acordo com TRIVERS et al. (2004), a presenca de
cromossomos Bs no cariétipo € mais provavel em espécies que possuem baixo numero
dipléide. No entanto, PALESTIS et al. (2010) estudaram 210 espécies de Ortépteros
pertencentes a diversas familias e ndo observaram tal fato, contudo verificaram relacao
entre presenga de cromossomos Bs e cariétipo com predominancia de cromossomos

telocéntricos, semelhantes ao exibido nesta espécie de crisopideo.
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Um dos cromossomos sexuais de uma fémea de Ce. everes analisada exibiu
uma constrigdo secundaria na regido pericentromérica (Figura 2), caracteristica que
nao se repetiu em todos os exemplares analisados, sendo, desta forma, necessario um
estudo adicional com maior numero de espécimes, bem como, com a utilizacido de
outras técnicas de coloracdo. Este tipo de constrigdo é geralmente observado em pelo
menos um cromossomo do conjunto haploide de cada espécie (GUERRA, 1988) com a
localizagao nas porgdes finais dos bragos cromossémicos.

Foram obtidas células diploténicas masculinas somente das espécies Ce. cincta,
Ce. claveri, Ce. dislepis e Ce. everes (Figura 3), que exibiram a presenca de 5
bivalentes autossdmicos e dois univalentes sexuais (2n = 511 + XY). ASANA & KICHIJO
(1936) e HIRAI (1957), em seus estudos citogenéticos com espécies de crisopideos,
observaram em células diploténicas a presenca de bivalentes sexuais, que possuiam
segregagao precoce, o que pode ser resultado da falta de homologia entre os pares.
Neste estudo, devido a obtencdo de apenas células com diplétenos tardios, o mesmo
pode ter acontecido e, por isso, visualizaram-se univalentes sexuais.

Em todos os bivalentes autossémicos foram observados quiasmas terminais, e
devido as células apresentarem-se na fase celular de diploteno tardio, os bivalentes
exibiam-se repelindo.

Metafases mitéticas ndo foram registradas em Ce. claveri, mas o numero
cromossdémico, bem como o sistema de determinagcdo sexual pode ser estabelecido
pela analise das células meidticas, concluindo que e numero diploide € 2n=12, em que
ha 10 autossomos + XY (Figura 3b).

Com excecdo de Ce. sanchezi, as demais seis espécies analisadas exibiram
caracteristicas semelhantes as descritas anteriormente por OGUMA & ASANA (1932) e
NAVILLE & DE BEAUMONT (1933, 1936), e que foram posteriormente analisadas por
NEW (1984), que sugeriu duas hipoteses sobre a evolugdo cromossdémica do taxon,
das quais a primeira se adequa na descrigdo do género Cereaeochrysa e diz que o
numero dipléide 2n=12 com cromossomos com morfologia telocéntrica seja a férmula
basica dos crisopideos e as demais férmulas foram surgindo a partir de rearranjos

cromossdmicos, como inversoes, fusoes e fissoes.
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Partindo-se do pressuposto que a formula basica para este grupo seja 2n = 12,
em Ce. sanchezi a evolugdo cromossémica provavelmente ocorreu através de fusdo
céntrica que envolveram quatro pares de autossomos; tal evento reduziu o numero
diploide de 2n = 12 para 2n = 8 e originou autossomos meta/submetacéntricos.
SCHNEIDER et al. (2007b) em trabalho realizado com espécies de Coleoptera
pertencentes a tribo Conoderini sugeriram a hipdétese da existéncia de uma férmula
basica para a tribo e que os dados discrepantes devem representar diferenciagao

cromossoémica.

No entanto, esta hipotese proposta por NEW (1984) ndo leva em consideragao
as demais espécies de neurodpteros das familias Myrmeleontidae e Ascalaphidae que
foram estudadas por ASANA & KICHIJO (1936) e que exibiram numeros dipldides
superiores a 2n = 12, tampouco dados citogenéticos de grupos proximos, como 0s
coledpteros.

As familias Myrmeleontidae e Ascalaphidae pertencem ao grupo monofilético dos
Myrmeleontiformia, mas que, no entanto, possuem caracteristicas sinaptomérficas com
o grupo dos Hemerebiiformia, de acordo com a analise filogenética realizada por
ASPOCK et al. (2001). Além disso, os mesmos autores sugerem que em fungdo de
varias caracteristicas morfolégicas que também foram consideradas na analise
filogenética, os coledpteros sao considerados grupo irmao dos neuroépteros.

Assim, a evolugao citogenética pode ter ocorrido a partir de uma férmula
cariotipica ancestral que apresentava um numero diploide superior a 2n = 12, mas que,
no entanto, apresentava, provavelmente, cromossomos com tamanho pequeno, e
através de rearranjos como inversdes pericéntricas seguidas de fusdes foram se
originando as demais férmulas cromossémicas, como as exibidas pelas espécies de
Ceraeochrysa.

A partir dos resultados observados nas sete espécies de Ceraeocrysa analisados
conclui-se que €& possivel realizar a distincdo de algumas espécies a partir das
caracteristicas citogenéticas, principalmente quanto a Ce. sanchezi e Ce. tucumana. O

emprego de técnicas cromossbmicas que revelem regides especificas sao
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extremamente uteis para se distinguir as espécies que possuem cariotipos semelhantes
como Ce. cincta e Ce. everes, bem como ajudar a estabelecer as estratégias

envolvidas na evolugdo cromossémica do grupo.
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Figura 1. Caridtipos de espécies de Ceraeochrysa: a. Ce. caligata, macho 2n=12; b. Ce.
cincta, macho 2n=12; c. Ce. dislepis, macho 2n=12 ; d. Ce. evere, machos 2n=12;
e. Ce. sanchezi, macho 2n=8; f. Ce. tucumana, embrido 2n=12. Escala 30um.
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Figura 2. Ce. everes coradas com Giemsa, mostrando a presenga de um Cromossomo

supernumerario. Escala 30pym.
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Figura 3. Células testiculares diploténicas de a. Ce. cincta; b. Ce. claveri; c. Ce. dislepis; d. Ce.
everes exibindo formula meiética 2n= 511 + XY. Escala 30um.
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CAPITULO 4 — ANALISE CITOGENETICA DE POPULAGOES DE Chrysoperla
STAINMANN, 1964 E Chrysopodes NAVAS, 1913 (NEUROPTERA: CHRYSOPIDAE)

RESUMO - A fauna neotropical de crisopideos € bastante rica, mas esta
constantemente necessitando ser revisada, uma vez que muitas das descrigdes foram
baseadas apenas na morfologia externa, e levando-se em consideragao o fato de que
em alguns grupos ha pouca variagao interespecifica e em outros ha grande variagéao
em individuos da mesma espécie, este tipo de descricdo pode levar a equivocos. Por
isso novos meétodos de identificacdo necessitam ser usados a fim de auxiliar na
classificagdo da familia e promover uma analise evolutiva, como através de estudos
citogenéticos, que sao ainda bastante incipientes na familia Chrysopidae. Assim, o
objetivo do estudo foi caracterizar citogenéticamente duas espécies do género
Chrysoperla e duas do género Chrysopodes quanto ao numero diploide, morfologia
cromossdmica, tipo de determinacdo sexual e comportamento meiético. Os resultados
demonstraram haver diferenciacdo nos cariotipos, principalmente, entre as espécies do
género Chrysopodes, confirmando que neste caso, a citogenética permite realizar a

distingao especifica.

Palavras-chave: crisopideos, cromossomos, evolugao cromossdmica, taxonomia.

Introdugao

A familia Chrysopidae € a mais numerosa dentro da ordem Neuroptera, com
aproximadamente 86 géneros e 1200 espécies, onde muitas destas espécies
encontram-se distribuidas no territério brasileiro (FREITAS & PENNY 2001). Os insetos
desta familia sao caracterizados como benéficos, pois se tratam de predadores vorazes

e, que por isso sao bastante utilizados em programas de controle biolégico de pragas
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(ADAMS & PENNY 1987). A esse respeito ha uma vasta literatura sobre as espécies
que exibem este potencial, como Chrysoperla externa.

Na regido Neotropical, a maioria das espécies foi descritas por Banks e Navas
em um periodo em que ainda n&o se utilizava a morfologia da genitalia, mas
caracteristicas externas, como a venacao das asas, o que resultou em elevado numero
de espécies (ADAMS & PENNY 1987; BROOKS & BARNARD 1990). Além disso,
muitas das espécies descritas por Banks e Navas tinham como holétipos individuos
fémeas, machos tenerais ou apenas um espécime em que o abdome era ausente
(ADAMS & PENNY 1987).

De acordo TAUBER & ADAMS (1990) e CADENA et al. (2007), a identificacao
taxonbmica de muitas espécies desta familia, principalmente da fauna neotropical, é
incerta, e por isso ha necessidade de revisdes sistematicas a fim de reexaminar as
espécies ja descritas, gerando novas atribuicdes genéricas e reconhecendo sinonimias.
Tal anadlise € muito importante sob o ponto de vista ecolégico, pois, visando o bom
desempenho de um programa de controle bioldgico é necessaria a liberacao da espécie
correta, ou seja, que esteja associada a presa e ao ambiente de liberacdo (DE
ALMEIDA & STOUTHAMER 2003).

O género Chrysopodes subgénero Chrysopodes € um dos mais diversos da tribo
Chrysopini, incluindo cerca de 40 espécies e muitas ainda para serem descritas
(BROOKS & BARNARD 1990). Este género é caracterizado pela estrutura da genitalia
masculina, morfologia da mandibula em forma de foice, antenas geralmente menores
que o comprimento das asas (FREITAS & PENNY 2001), assim como pela morfologia
externas das larvas, e o habito das mesmas de jogar sobre o corpo restos da exuvia e
da presa, o que |hes confere o nome de bicho-lixeiro (TAUBER et al. 2000, 2001).

No entanto, algumas destas caracteristicas propostas para diferenciar os
Chrysopodes sao problematicas, como o baixo valor da morfologia da genitalia, a
dificuldade de identificacdo de estruturas em individuos jovens tenerais e a presenca de
tracos que sdao compartilhados por outros géneros, como os Ceraeochrysa, o que pode

resultar em erros na identificacdo (TAUBER 2003).
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Quanto ao género Chrysoperla, este talvez seja o mais estudado na familia sob
os aspectos morfologicos e, principalmente, quanto a sua utilizagdo em programas de
controle biolégico. BROOKS (1994) descreveu 35 espécies distribuidas ao redor do
mundo, em que todas apresentam como caracteristica a gena vermelha e a lateral do
pronoto com cerdas espessadas; no entanto, segundo FREITAS & PENNY (2001),
estas caracteristicas sao observadas em outros crisopideos devendo por isso serem
tratadas com cautela. Neste mesmo trabalho de FREITAS & PENNY (2001) sobre a
fauna de crisopideos no agroecossistema brasileiro foram identificadas trés espécies do
género Chrysoperla em que as diferengas morfolégicas eram muitos sutis.

Assim, vé-se a necessidade de outros meios de identificacdo, como através da
técnica da biologia molecular, que ja vem sendo estudada por WINTERTON &
FREITAS (2006) e MORALES & FREITAS (2010), e técnicas citogenéticas, que ainda
que incipiente, em que apenas 2% do complexo Chrysopidae foi analisada (NEW 1984),
ja tem sido relatado sucesso em outras ordens de insetos, como em Ortopteros
(HEWITT 1979).

Os dados citogenéticos em Chrysopidae foram obtidos por NAVILLE & DE
BEAUMONT (1933, 1936) na Europa e por OGUMA & ASANA (1932) no Japao e foram
posteriormente analisados por HIRAI (1957) e por NEW (1984) e sao limitados a
subfamilia Chrysopinae. Os estudos foram realizados a partir de preparagoes
cromossOmicas gonadais de machos e fémeas, em que o numero diploide variou de
2n=10 a 2n=14, sendo 2n=12 o numero mais frequente, estando presente em 68% das
espécies analisadas; tal fato levou NEW (1984) a sugerir que esta é a formula base
ancestral para os crisopideos.

No entanto, tanto os dados obtidos, como as hipoteses levantadas sobre a
evolugdo cromossdmica do grupo sao muito incipientes, uma vez que o numero de
especies e exemplares analisados, bem como de tribos € muito pequeno. Assim, o
objetivo deste estudo foi determinar o numero diploide, o tipo de sistema cromossémico
sexual e morfologia cromossémica de duas espécies do género Chrysoperla e duas

espécies do género Chrysopodes através da técnica de coloragdo convencional, a fim
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de aumentar os dados citogenéticos do grupo, bem como auxiliar na taxonomia e

estabelecer os mecanismos de evolugdo cromossémica.

Material e Métodos

As amostras de Chrysoperla defreitasi (3 embrides), Chrysoperla externa (29
embrides, 3 fémeas e 8 machos), Chrysopodes delicata (2 fémeas e 1 macho) e
Chrysopodes lineafrons (2 fémeas e 1 macho) foram coletados na cidade de
Jaboticabal, Sdo Paulo — Brasil, em pomares de citros e macadamia na Fazenda
Experimental da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria (UNESP), durante o
periodo de Junho de 2010 a Maio de 2011. Apds a coleta, os espécimes foram
identificados em laboratério pelo prof. Dr. Sérgio de Freitas quanto a morfologia externa
e estudo da genitalia. Os “vouchers” foram depositados no Museu do Laboratério de
Biossistematica, Biologia e Ecologia Molecular de Neurdpteros da mesma universidade.

As preparagdes cromossémicas foram obtidas de embrides e de gbnadas
masculinas e femininas de individuos adultos (WEBB et al. 1978, adaptado). Os tecidos
foram removidos em solugao fisiologica (7,5g de NaCl, 2,38g de Na;HPO., 2,72g de
KH,PO4 em 1000 ml de agua destilada) e imersos em solugéo de colchicina (0,05% em
solugao fisioldgica) por 30 minutos, a seguir foi adicionado igual quantidade de solugao
hipoténica (agua de torneira) por 15 minutos. O material foi entao fixado em solucao de
Carnoy | (3 parte de alcool metilico: 1 parte de acido acético), por pelo menos 30
minutos e transferido para a lamina, onde as gbnadas foram maceradas em acido
acético 60% e os embrides em acido acético 45% até a formagdo de uma suspensao
celular. As laminas foram secas em placa de metal a 40°C, e coradas em solugao de
Giemsa a 3% por 15 minutos.

As metafases foram observadas em microscopio de luz e as imagens foram
obtidas com o auxilio de uma camara MOTICAM acoplada ao microscépio, utilizando o
software IMAGE da Motic. A morfologia cromossémica foi determinada de acordo com a
nomenclatura proposta por LEVAN et al. (1964).
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Resultados e Discussao

Género Chrysoperla

Ambas as espécies Chrysoperla defreitasi e Chrysoperla externa exibiram
numero diploide 2n=12 e cromossomos com morfologia telocéntrica (Figuras 1 e 2). Em
C. externa foi possivel observar que os cromossomos exibem decréscimo gradual no
tamanho e o tipo de sistema cromossdmico sexual € XY/XX (Figura 1), sendo o
tamanho do cromossomo X intermediario entre os pares 1 e 2 e 0o Y entre os pares 4 e
5. Contrariamente, em C. defreitasi, nao foi possivel estabelecer o sistema sexual, uma
vez que nao foi observado o par cromossOmico heteromaérfico na amostra analisada.

Estas caracteristicas sdo bastante semelhantes as espécies de Chrysoperla,
bem como algumas outras das 24 espécies anteriormente analisadas por HIRAI (1957)
e NEW (1984), em que 68% exibiram numero dipldide 2n =12 e morfologia acrocéntrica
(NEW 1984). Além disso, ambas as espécies podem se incluir na primeira hipétese de
NEW (1984) sobre a evolugdo cromossémica, e que diz que o cariétipo 2n =12 com
todos os cromossomos telocéntricos é a formula basica a qual as demais formulas se
originaram a partir de rearranjos cromossémicos. No entanto, em fungao de resultados
obtidos com o género Leucochrysa (dados do autor), bem como com outras familias de
Neurépteros analisados por ASANA & KICHIJO (1936), como Myrmeleotidae, que
apresentou espécies com numero diploide 2n=14 e 2n=16, s&0 necessarios mais
estudos, principalmente, com a utilizacdo de técnicas de coloragado diferencial que
identificam os cromossomos longitudinalmente, para se estabelecer as estratégias que
levaram a evolugao cromossdmica.

Em C. defreitasi observou-se em dois dos individuos analisados células
portadoras de um cromossomo supernumerario, em que o numero dipléide passou
nestas células para 2n = 13 (Figura 2b). De acordo com CAMACHO (2005) e
KASAHARA (2009), o cromossomo supernumerario geralmente ndo se encontra em
todos os individuos de uma mesma espécie, 0 que acaba por gerar um polimorfismo

intraespecifico. Além disso, a presenga do supernumerario pode variar dentro de uma
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populagao, bem como em células do mesmo individuo, sendo por isso, considerado um
elemento adicional, mas ndo essencial.

A origem do cromossomo B €& ainda desconhecida, mas GUERRA (1988)
acredita que em alguns insetos se originaram a partir do cromossomo X. No entanto,
PALESTIS et al. (2010) observaram que em Ortépteros a presencga de supernumerario
esta relacionada com a predominancia de cromossomos telocéntricos/acrocéntricos.

Em uma célula foi observada uma metafase com uma regido de constricdo
secundaria, no entanto, assim como noO Cromossomo supernumerario, para se
diagnosticar tais eventos sdo necessarias analises de maior numero de exemplares.

Foram obtidas somente células diploténicas de C. externa (Figura 1c e 1d) que
exibiram 5 bivalentes autossémicos e dois univalentes sexuais. Esta caracteristica é
semelhante aos demais neurdpteros estudados, que, no entanto, exibiam bivalentes
sexuais no inicio do dipléteno, mas com segregagao precoce, que €&, provavelmente,
consequéncia da falta de homologia (OGUMA & ASANA 1932; NAVILLE & DE
BEAUMONT 1933, 1936; ASANA & KICHIJO, 1936).

Nos bivalentes autossdbmicos ocorreram quiasmas terminais e, em uma das
células diploténicas, foi observada a presenga de um bivalente na forma de anel, o que

€ caracteristico da ocorréncia de dois quiasmas.

Género Chrysopodes

Fémeas de Chrysopodes delicata exibiram metafases mitéticas com numero
diploide 2n = 6. Esse numero foi até agora o menor numero diploide em Neuroptera,
além de ser relativamente baixo comparado com outros grupos de insetos.

Embora as imagens das metafases testiculares obtidas ndo tenham exibido boa
qualidade, permitiram inferir que o tipo do sistema cromossémico sexual é XY/XX
(Figura 3a - b), em que o par sexual é telocéntrico e o menor do conjunto, enquanto que

os pares autossOmicos possuem morfologia metacéntrica e tamanho grande.
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Este caridtipo, observado em Chr. delicata, provavelmente originou-se a partir da
fusdo céntrica e em tandem entre autossomos telocéntricos, podendo ser considerada,
de acordo com SUMNER (2003), como uma forma de evolugdo cromossémica.

Em Chrysopodes lineafrons a analise cariotipica baseou-se num pequeno
numero de espécimes, em que a fémea exibiu numero dipldide 2n = 10, onde o primeiro
par apresentou tamanho grande e morfologia submetacéntrica e os demais
autossémicos exibiram morfologia acrocéntrica e decréscimo gradual de tamanho
(Figura 4).

Nao foi possivel distinguir qual par do conjunto cromossdmico é o sexual, uma
vez que apenas uma célula diploténica espermatogonial e com ma qualidade de
imagem foi analisada e, exibiu 5 bivalentes, fato este que também n&o permitiu concluir
se a meiose esta incompleta, ou seja, com auséncia de um univalente sexual, ou se
como observado nos demais trabalhos com Neurdpteros os cromossomos sexuais se
exibem como bivalentes no inicio da préfase (OGUMA & ASANA 1932; NAVILLE & DE
BEAUMONT 1933, 1936; ASANA & KICHIJO 1936), sendo, por isso, necessario um
estudo com um maior numero de exemplares, bem como se utilizando diferentes
técnicas de coloracao diferencial.

Embora pertencentes ao mesmo género, Chr. delicata e Chr. lineafrons exibem
diferengas na morfologia externa e na genitalia que permitem diferencia-las (FREITAS &
PENNY, 2001), e as diferencas entre ambas as espécies sdo também marcantes na
citogenética, em relagdo ao numero diploide, a morfologia cromossémica, e numero
fundamental de bragos cromossémicos que foi de 10 e 12 em Chr. delicata e Chr.
lineafrons, respectivamente. Estas diferengas podem ser resultados de processos de
evolugdo cromossbmica, em que através de rearranjos cromossOmicos, como fusodes
céntricas foram se originando diferentes formulas.

Até o presente, nenhum estudo relacionado a citogenética deste género foi
realizado, e desta forma, ndo é ainda possivel inferir hipéteses sobre a partir da férmula
de qual das duas espécies o rearranjo pode ter ocorrido. Mas de acordo com os
estudos moleculares realizados por WINTERTON & FREITAS (2006), o género

Chrysopodes é grupo irmdo dos géneros Chrysoperla e Ceraeochrysa, em que o
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primeiro foi anteriormente analisado quanto a sua citogenética, e exibiu numero diploide
2n = 12 com cromossomos com morfologia telocéntrica (NEW 1984).

Analisando os cariétipos e comparando-os com o0s resultados obtidos
anteriormente com Chrysoperla, verifica-se que um dos possiveis rearranjos pode ter
ocorrido a partir da fusdo de um par autossémico em Chr. lineafrons, em que o numero
diploide foi reduzido e houve a formacdo de um par submetacéntrico. Este fato
corrobora a primeira hipétese sugerida por NEW (1984) sobre a evolugéo
cromossOmica do grupo, de que a férmula cromossdémica 2n=12 com todos os
cromossomos com morfologia acrocéntrica € a formula base para a familia
Chrysopidae, a partir da qual as demais se originaram.

No entanto, levando-se em consideracdo dados citogenéticos obtidos na
subordem Myrmeleontiformia que exibiu numeros diploides superiores a 2n = 12, e a
andlise filogenética dos Neuropteridas realizada por ASPOCK et al. (2001), que diz que
as subordens Myrmeleontiformia e Hemerobiiformia sdo sinaptomoérficas em relagao a
algumas caracteristicas morfolégicas, ndo pode-se descartar a possibilidade de que na
familia Chrysopidae a férmula cariotipica ancestral seja 2n = 16 ou superior a este
numero, levando-se em conta também o fato de que quanto maior o numero diploide
menor o tamanho dos cromossomos e vice-versa, e que rearranjos dos tipos inversoes
pericéntricas e fusbes céntricas originaram os demais cariétipos.

Contudo, para se confirmar estas novas hipoteses, sdo necessarios mais
estudos, principalmente, utilizando outros tipos de coloragdo que permitam identificar os
cromossomos individualmente para se inferir sobre os rearranjos envolvidos no
processo de evolugdo cromossbmica, bem como para auxiliar os estudos

citotaxonémicos.
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Figura 1. Cromossomos de células gonadais de fémea (a) e macho (b - d) de Chrysoperla externa
submetidos a coloragdo Giemsa. a. e b. exibem o cariétipo com 2n=12 e cromossomos
com morfologia telocéntrica; ¢ - d Diplotenos tardios com 5 Il autossdmicos e 2 univalentes
sexuais. A seta pontilhada indica os cromossomos sexuais € a seta pontilhada vazia um
bivalente com dois quiasmas em forma de anel. Escala 30um.
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a b

Figura 2. Metafase mitética de Chrysoperla defreitasi submetido a coloragdo Giemsa. a.
embrido 2n=12; b. embrido com presenga de supernumerario 2n=13. A seta indica o
cromossomo supernumerario. Escala 30um.
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Figura 3. Cromossomos de células gonadais de fémea (a e b)
de Chrysopodes delicata coradas com Giemsa. a.
Caridtipo com 2n=6; b. Metafase com 2n=6. Escala
30um.

a

Figura 4. Cariétipo obtido de células gonadais de fémea de Chrysopodes lineafrons
corados com Giemsa, mostrando 2n = 10. Escala 30um.
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