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Resumo

Os membros da familia Cercopidae, popularmente conhecidos como
cigarrinhas, apresentam cerca de 150 géneros e 1.500 espécies vivendo em
regides tropicais e subtropicais. No Brasil, as cigarrinhas do género Mahanarva
sdo pragas de grande incidéncia em monoculturas, especialmente em cana-de-
acgucar e pastagens, representando grandes prejuizos anuais para a agricultura
e pecuaria. Apesar da grande importancia econémica do grupo pouco se sabe
a respeito de suas caracteristicas cromossémicas e moleculares e nenhuma
analise com enfoque no entendimento da organizagdo e possivel papel de
DNAs repetitivos na organizagdo genémica do grupo foi realizada. Levando-se
em conta o impacto dos DNAs repetitivos na diversificacdo
cromossOmica/genémica do grupo, nesse trabalho estudamos duas espécies
do género Mahanarva (M. liturata e M. quadripunctata) a partir do uso de
marcadores cromossOmicos baseados nesta classe de DNAs. Foram
realizadas analises classicas para descricdo das caracteristicas gerais dos
cariotipos e o estudo dos DNAs repetitivos se dara através das técnicas de
CMA3/DA/DAPI e FISH com sondas de DNAr 18S, genes de pequenos RNAs
nucleares U1, histona H3, sequéncia telomérica e fracdo Cot-1. Os dados foram
analisados de maneira comparativa buscando entender o0s processos

envolvidos na diversificagado dos cariétipos de ambas espécies.
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1. Introducgao

1.1 Consideragdes gerais sobre a familia Cercopidae

A familia Cercopidae (Ordem Hemiptera; subfamilia Auchenorryncha)
compreende os animais popularmente conhecidos como cigarrinhas, que s&o
insetos sugadores que se alimentam do xilema de diversas plantas vasculares
(PALADINI et al, 2008). Estima-se que existam cerca de 150 géneros e 1.500
espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais (LIANGE e WEBB,
2002). No Brasil, algumas dessas espécies sd&o conhecidas por sua
importancia econbémica, causando danos a cultivos de café, ameixa,citros,
plantacbes de cana-de-agucar e pastagens (AZEVEDO-FILHO, 2007;
PALADINI, 2008). As fémeas desses animais colocam os ovos na base da
planta hospedeira, ao nivel do solo, e quando eclodem as ninfas podem viver
tanto na base quanto dentro das raizes superficiais das plantas, de onde se
alimentam de seiva bruta. Durante a alimentacdo, as ninfas injetam uma
substancia espumosa no sistema vascular da planta, que tem por funcéo
proteger o animal contra a dessecagao e inimigos naturais. Isto causa a
deterioragdo dos vasos traqueais da planta e acaba dificultando o fluxo de agua
e nutrientes (VALERIO, 2009; LEAL, 2008). Os adultos também se alimentam
do xilema, mas causam maiores danos que as ninfas, pois injetam também
compostos toxicos na planta, que impedem a atividade fotossintética e resultam
em necrose que pode se estender até o apice das folhas (LOHMAN et al,
2010).

No Brasil, o género Mahanarva tem grande incidéncia em monoculturas,
como cana-de-agucar e pastagens (RESENDE et al, 2013; LEAL, 2008). No
que se refere a cana-de-acucar, a eliminacao da pratica de queima da palha
nas colheitas provocou um aumento significativo na populagéo das cigarrinhas,
que antes tinham seus ovos destruidos pelo fogo (DINARDO-MIRANDA et al,
2001). O aumento populacional ocorre devido a palha que se acumula durante
os cortes das colheitas e mantém o solo umido, proporcionando um ambiente

favoravel para a proliferagdo desses animais (AUD et al, 2010; LEAL, 2008). As



cigarrinhas atacam as raizes superficiais da cana, resultando em folhas
desnutridas, desidratadas e com aspecto amarelado, tudo isso diminui a
qualidade da cana utilizada como matéria prima para a producédo de agucar e
alcool (LEAL, 2008).

Outro exemplo de dano causado pelo grupo ocorre em pastagens de
gramineas forrageiras do género Brachiaria. Na América tropical, a
bovinocultura de corte depende das gramineas forrageiras em seus sistemas
de produgéo extensivos, por elas constituirem a base da alimentagdo do gado
de corte (VALERIO, 2009). As cigarrinhas por sua vez, sdo consideradas um
dos maiores problemas atuais da bovicultura, pois sdo pragas anuais das
gramineas forrageiras e atacam em altos niveis populacionais, causando seérios

danos e diminuindo a capacidade de suporte das forrageiras (VALERIO, 2009).

1.2 Estudos cromossémicos da familia Cercopidae e do género
Mahanarva

Apesar da importancia econémica da familia Cercopidae, pouco se sabe
a respeito das caracteristicas genéticas, incluindo aspectos cromossémicos,
deste grupo. Os dados publicados sugerem uma variabilidade em relagao ao
numero dipldide. Os primeiros estudos citogenéticos sobre a familia
Cercopidae foram realizados por Boring (1907), que estudou 22 espécies. Em
seguida, Halka (1959) observou que o numero dipléide das espécies estudadas
variou de 2n=10 a 2n=39. Além disso, o cariétipo de quatro espécies estudadas
por Halka (1954) Aphrophora forneri, Aphophora alni, Neophilaenus lineatus e
N. exclamationis, apresentaram cariétipos com 2n=16/XY, 15/X0, 15/X0 e
20/XY, respectivamente. O estudo realizado por Dey (1991), por sua vez,
constatou 2n=28/XY para quatro espécies do género Cosmoscarta (C.
dimidiata, C. septempunctata, C. decisa e C.fluviceps) e apenas uma espécie
do género (C. elegans) apresentou o cariétipo com sistema sexual derivado
(2n=28/neo-XY). Espécies do género Mahanarva (M. fimbiolata e M. posticata)

foram primeiro estudadas por Marin-Morales (2002), que observou o numero



decromossomos e de determinacdo de sexo de 2n=18/X0 para machos e
2n=18/XX para fémeas nas duas espécies, além da presenca de cromossomos
holocinéticos, o que esta de acordo com o obtido por Halka (1959) e Lello et al
(1982) para espécies da subfamilia Auchenorryncha. Castanhole (2010), por
sua vez, observou que Deois flavopicta apresenta o caridtipo de 2n=19/X0 e

Notozulia enteriana, 2n=15/X0.

Os cromossomos holocinéticos observados nas cigarrinhas sé&o
caracterizados pela auséncia de constricdo primaria (centrémero) e a atividade
cinética para migracdo dos cromossomos para 0s polos celulares pode
acontecer em qualquer regiao do cromossomo (HALKKA, 1964; DEY, 1991;
MARIN-MORALES et al. 2002; CASTANHOLE et al. 2010). Os cromossomos
holocinéticos foram descritos para uma variedade de plantas e invertebrados e
surgiram independentemente ao longo da evolugdo dos eucariotos. Em teoria,
os cromossomos holocinéticos permitem uma rapida evolugéo cariotipica, pois
fissbes em sua estrutura resultam em fragmentos que retém atividade
centromérica, permitindo que segreguem normalmente durante a divisdo

celular, sem que ocorra perda de fragmentos (MELTERS, 2012).

1.3 Classificagao, estrutura e organizagao genémica dos DNAs repetitivos
nos genomas eucarioéticos

Os DNAs repetitivos compdem grandes fragdbes do genoma de
eucariotos podendo constituir mais de 90% do conteudo total de DNA no
genoma de algumas espécies, como observado em humanos (NOWAK, 1994).
Durante muito tempo foram considerados como as “fracdes nao codificantes” e
pouca atencao foi dada a eles, mas hoje se sabe que esses DNAs repetitivos
podem estar envolvidos em processos de regulagdo, reparo de DNA,
diferenciacdo de cromossomos sexuais e até mesmo codificacdo de proteinas
(CHARLESWORTH, 1994; NOWAK, 1994; KRAEMER e SCHMIDT, 1993).
Esses DNAs podem estar organizados de maneira dispersa ou repetidos em

tandem no genoma, e sdo classificados como: a) sequéncias repetitivas



codificadoras, que incluem algumas familias multigénicas e b) sequéncias
repetitivas n&o codificadoras, onde estdo incluidos os DNAssatélites,
microsatélites, minisatélites, transposons e retrotransposons
(CHARLESWORTH, et al. 1994; MARTINS, et al. 2011).

Uma familia multigénica € um grupo de genes que descende de um
gene ancestral comum e possui sequéncias de DNA similares em estrutura e
fungdo (NEI e ROONEY, 2005). Dentre essas familias, as mais estudadas sao
os genes de RNAr (RNAribossomal), genes codificadores de proteinas histonas
e pequenos RNAs nucleares (RNAsn). As sequéncias de DNA ribossomal
(DNAr) na maioria dos eucariotos estdo organizadas em dois distintos grupos
arranjados em tandem. O arranjo maior (DNAr 45S) é formado pelos genes que
codificam os RNAribossomais 18S, 5.8S e 28S e sdo separadas por regides de
espacadores intergénicos transcritos internos (ITS), enquanto cada cluster de
DNAr 45S é separado pelos espagadores transcritos externos (ETS). O arranjo
menor por sua vez, € formado pelas sequéncias génicas que transcrevem o
RNAr 5S e sdo espagadas por regides espagadoras ndo transcritas (NTS)
(EICKBUSH e EICKBUSH, 2007; LONG e DAWID, 1980).

As sequéncias codificadoras de histonas, por sua vez sao constituidas
de um conjunto de 5 polipeptideos basicos (H1, H2A, H2B, H3 e H4) presentes
em todos os eucariotos. Os genes de histonas estdo organizados em
sequéncias moderadamente repetitivas, em clusters unicos com poucos introns
e espacgados por DNAs nao codificantes (KEDES, 1979; NAGODA et al. 2005).
Essa organizagdo foi descrita, por exemplo para Drosophila melanogaster
(LIFTON et al. 1978), mas esses genes também podem estar distribuidos
isoladamente, como observado em humanos (ALBIG, et al. 1991) e rato
(SITTMAN et al. 1981). Além disso, em Xenopus laevis foram observados os

dois tipos de organizagdao genémica (RUBERTI et al. 1982).

Outra importante familia multigénica é a responsavel pela producao dos
genes de pequenos RNAsnucleares (RNAsn). Os RNAsn estdo envolvidos em
um importante processo chamado splicing ou recomposicdo do RNA, no qual

ocorre maturagao do RNAm através da remocao de introns. Esses RNAsn se



associam a proteinas para constituir o spliceossomo. Os genes de RNAsn s&o
codificados por uma familia mutigénica, que inclui os genes U1, U2, U4, U5 e
U6 e formam o spliceossomo principal dos eucariotos (GILBERT, 1978;
BUSCH et al. 1982; BRINGMANN and LUHRMANN, 1986; NILSEN, 2003;
VALADKHAN, 2005; WEST, 2012).Quanto a organizagao, os RNAsn U podem
apresentar copias dispersas no genoma, como observado em humanos
(MANSER e GESTELAND, 1982) ou organizados in tandem, como no sapo
Xenopus laevis (MATTAJ e ZELLER, 1983), no ourigo Strongylocentrotus
purpuratus (YU et al. 1991) e em alguns peixes teledsteos (MARZ et al. 2008).

2.0bjetivo

Realizar uma analise comparativa entre duas espécies do género
Mahanarva (M. liturata e M. quadripunctata) caracterizando a macro-estrutura
cromossOmica e analisando os padrées de organizacdo de diversos
marcadores cromossémicos baseados em DNAs repetitivos, afim de inferir

sobre os processos evolutivos ocorrentes nos cariétipos das mesmas.

2.1 Objetivo especificos

2.1.1.Caracterizar a macro-estrutura de duas espécies da familia Cercopidae,
género Mahanarva, descrevendo o numero diploide, sistemas cromossdmicos
sexuais, possiveis ocorréncias de polimorfismos e comportamento dos

cromossomos durante a divisdo meidtica.

2.1.2. Descrever a organizagdo dos blocos de heterocromatina nos
cromossomos das duas espécies a partir da técnica de DNA Cot-1 e coloracéo

com fluorocromos base especificos.

2.1.3. Analisar os padrbées de organizacdo e diversificagdo dos DNAs

repetitivos (familias multigénicas e sequéncias teloméricas) do ponto de vista
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cromossdmico. Os dados foram analisados de maneira comparativa visando o
entendimento dos processos envolvidos na diversificacdo dos cariétipos das

duas espécies.

3. Materiais e Métodos

3.1 Coleta, armazenamento e preparagdao cromossomica

Nesse trabalho foram estudadas duas espécies do género Mahanarva
(familia Cercopidae): Mahanarva liturata e Mahanarva quadripunctata. Os
individuos foram coletados no Campus da UNESP de Rio Claro/SP e no Horto
Florestal Edmundo Navarro de Andrade também em Rio Claro. Os foliculos
testiculares dos individuos coletados foram fixados em Carnoy (3:1 100%
etanol:acido acético), enquanto que o os individuos utilizados posteriormente
para a extragao de DNA, foram armazenados em tubos contendo etanol 100%.
As preparagcbes cromossOmicas foram obtidas através da maceragao dos
testiculos com uma gota de acido acético 50% e a secagem foi feita em chapa
aquecida a 40°C. A coloragcdo convencional foi realizada com Giemsa 5%,
enquanto que o bandeamento C e a coloragdo com fluorocromos base-
especificos (CMA3/DAPI) seguiram os protocolos descritos por Sumner (1972)

e Schweizer et al. (1983), respectivamente.

3.2 Extragao de DNA e isolamento de DNAs repetitivos por PCR

A extracido de DNA dos tecidos foi realizada a partir do protocolo de
Sambrook e Russel (2001). As familias multigénicas (DNAr 18S, histonas e
genes de snRNAs) foram isoladas através de PCR utilizando primers
especificos desenhados a partir de sequéncias depositadas no GeneBank ou
previamente publicados. Para o DNAr 18S e gene de histona H3, foram

utilizados os primers descritos por Cabral-de-Mello et al (2010) e Teruel et
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al(2010) e para o gene de RNAsn U1 foram utilizados os primers descritos por
Cabral-de-Mello et al (2012).

3.3 Fragao Cot-1

As amostras enriquecidas em DNAs repetitivos de M. liturata e M.
quadripunctata foram obtidas através da fracdo Cot-1 (DNA enriquecido com
sequéncias alta e moderadamente repetitivas) seguindo o protocolo de Zwick
al. (1997), com modificagdes. As amostras de DNA contendo 200uL de 100-
500ng/uL de DNA genémico em 0,3 M de NaCl foram digeridas com
deoxyrubonucleases | (Sigma, St Louis, MO, USA) a 0,01U 0,01 U/uL durante

30 a 60sec, variando conforme concentragao da amostra.

Em seguida, os fragmentos de DNA foram separados em gel de
eletroforese e 1% de agarose. Para cada espécie, 50 uL de DNA fragmentado
foram desnaturados a 95°C por 10 minutos, em seguida, colocadas em gelo
por 10 segundos e transferidas a banho maria a 65°C para reanelamento por
25 min. Apds isso, as amostras foram incubadas a 37°C por 8 minutos com 1U
nuclease S1 para digerir o DNA de cadeia unica. Os fragmentos passaram por
um processo de purificagao e foram extraidos utilizando o protocolo tradicional
de Fenol (Sambrook e Russel 2001).

3.4 Hibridizagao in situ fluorescente

As sequéncias de DNAs repetitivos obtidas por PCR foram marcadas
com Digoxigenina 11-dUTP, enquanto Biotina 11-dATP foi usada para marcar
sondas através da Nick translation. A hibridizacao in situ fluorescente seguiu o
protocolo de Pinkel et al. (1986), com modificagdes propostas por Cabral-de-
Mello et al. (2010) e as sondas foram detectadas usando-se anti-digoxigenin-
Rhodamine (Roche) ou streptoavidina-alexa fluor-488 conjugated (Life

Technologies). As preparagdes foram coradas com DAPI e montadas com meio
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de montagem Vectashield (Vector, Burlingame, CA, USA). Os sinais da FISH
foram observados utilizando-se um microscopio Olympus BX61 equipado com
uma lampada fluorescente e filtros apropriados. As imagens foram feitas a
partir de uma camera digital DP70em escala cinza. Por fim, as imagens obtidas
foram pseudocoliridas em azul, no caso dos cromossomos e vermelho ou verde
para os sinais. Elas foram sobrepostas e otimizadas em brilho e contraste
através do Adobe Photoshop CS2.

4. Resultados

As duas espécies estudadas apresentaram o mesmo numero diploide e
sistema de cromossomos sexuais, compondo o cariétipo 2n=19,X0 (machos).
Os cromossomos apresentaram tamanho relativamente similares entre si, o
que dificultou o reconhecimento de cromossomos especificos (Figura 1). Em
meiose foi possivel observar 9 pares cromossdmicos correspondentes aos
autossomos e um cromossomo univalente, o cromossomo X (Figura 1a,b). A
similaridade de tamanho entre os cromossomos pode ser observada em
células mitéticas (Figura 1c¢,d). Os cromossomos X para ambas as espécies €
de tamanho pequeno, correspondendo ao menor cromossomo do
complemento, sendo, portanto, de facil identificagdo em meiose. Outra
caracteristica observada nas espécies foi a ocorréncia de cromossomos

holocéntricos, sem centrémero localizado.



13

- X
X ]
a b '
‘. v F I
; ‘ ". 18 i N A 8% L O
c 1 3 3 4 5 6 7 8 9 X

IBIBIRIRIRIEIRIN I
d 1 2 3 X

4 5 6 7 8 9

Figura 1. Coloragcdo convencional com Giemsa 5% de cromossomos em
metafase | (a,b) e cariogramas (c,d) de M. liturata (a,c) e M. quadripunctata

(b,d). Em (a,b) o cromossomo X esta indicado. Barra = 5 pym.

A coloragao com fluorocromos base especificos CMA3/DA/DAPI revelou
regides ricas em G+C (CMA3*) em dois cromossomos de M. liturata e apenas
um de M. quadripunctata (Figura 2a,b) e auséncia de regides ricas em A+T nas
duas espécies, com coloragao homogénea para o fluorocromo DAPI (resultado

nao mostrado).

Figura 2. Coloracdo com CMA3s em metafases | de (a) M. liturata e (b) M.
quadripunctata. O cromossomo X esta indicado e as cabegas de seta indicam

0S Cromossomos com sinais.
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Os sinais de FISH correspondentes a fragdo Cot-1 por sua vez, foram
muito evidentes nas regides terminais dos cromossomos de ambas as espécies
(Figura 3a,b). De forma semelhante, a FISH para a sonda da repeti¢ao
(TTAGG)n demonstrou a presenga de sinais de hibridizacdo nas regides

terminais de todos os cromossomos das duas espécies (Figura 3c,d), sendo

estes de menor tamanho que os sinais de Cot-1.

aE

Figura 3. FISH com sonda de Cot-1 (a,b) e repeticao telomérica (TTAGG)n (c,d)
em M. liturata (a,c) e M. quadripunctata (b,d). Os cromossomos X estédo
indicados. Em (a,b) o quadrado em destaque mostra os sinais no cromossomo
X.

Ja para familias multigénicas, as duas espécies apresentaram apenas
dois sinais (um bivalente) para cada um dos genes de RNAr 18S e histona H3.
Estes dois genes encontram-se localizados em cromossomos distintos e na
regido intersticial em ambos os casos (Figura 4a,b). O gene de RNAsn U1 foi
identificado na regido intersticial de dois pares cromossémicos tanto em
Mliturata quanto em M. quadripunctata (Figura 4c,d). Pela similaridade de
tamanho entre os cromossomos nao foi possivel inferir se estes cromossomos

sao os mesmos portadores de sitios de DNAr ou do gene de histona H3.
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Figura 4. FISH com sonda de DNAr 18S (verde) e histona H3 (vermelho em
(a,b) e FISH com sonda de DNAsn U1 em (c,d). (a,c) M. liturata (b,d) M.

quadripunctata. O cromossomo X esta indicado.

5. Discussao

O caridtipo observado para M. liturata e M. quadripunctata € 2n=19/X0
(machos) e se assemelha a machos de outras duas espécies do genéro
Mahanarva anteriormente estudadas, M. fimbriolata e M. posticata, como
descrito por Marin-Morales (2002). O numero diploide 2n=19 também foi
observado em outras espécies de Cercopidae, entretanto ndo é possivel inferir
se este é o numero basal para o grupo, devido amplas variagées observadas
em outras espécies. Devido a similaridade de tamanho entre os cromossomos,
a precisa identificagdo dos mesmos foi dificultada. Certamente o uso de
marcadores, obtidos por exemplo por FISH irdo auxiliar no entendimento dos
cromossomos que sdo compartilhados entre as distintas espécies. A presenca
de cromossomos X univalentes e de menor tamanho em comparagcdo ao
restante do complemento também foi observada por Marin-Morales (2002) e
Castanhole (2010) para outras espécies da familia Cercopidae. A presencga de
cromossomos holocinéticos é uma caracteristica das duas espécies, a qual é

compartilhada com outros membros da Subordem Homoptera (HALKKA,1959),
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incluindo afideos (BLACKMAN, 1987), espécies de triatomideos (UESHIMA,
1979; PANZERA et al. 1996) e outras espécies de cigarrinhas como observado
em M. fimbriolata, M. posticata por Marin-Morales (2002) e em Deois flavopicta
e Notozulia enteriana por Castanhole (2010).

Em M. liturata dois bivalentes apresentaram CMAs* e M. quadripunctata
apresentou apenas um bivalente com marcacées CMAs*, evidenciando que as
regides da hetecromatina ricas em pares de bases G+C nas duas espécies
diferem. Kuznetsova (2009) por sua vez, encontrou diferengas interespecificas
na constituicdo da heterocromatina de duas espécies de cigarrinhas da familia
Issidae, sendo observado na espécie Hysteropterum albacetium apresentou
sinais de CMAs3* e DAPI em seus bivalentes, enquanto que Algamatium
bilobum mostrou blocos negativos para CMAs e positivos para DAPI. Um
estudo de 25 espécies da subordem Heteroptera observou-se que ha uma
diferenga interespecifica quanto a acumulagdo da hetecromatina, variando de
cromossomos com muita heterocromatina a outros com poucas ou nenhuma
banda, além disso também demonstrou grandes diferencas de tamanho,
nuamero e localizagao dos sinais de CMA3/DAPI (BARDELLA, 2013). Variagdes
na distribuicdo da heterocromatina também foram observadas em
representantes das ordens Psocoptera e Odonata, os quais também possuem
cromossomos holocinéticos (GOLUB et al. 2004; DE GENNARO et al. 2008).
Nosso estudo corrobora a hipotese de que a equilocalidade da
heterocromatica, ou seja, a tendéncia de a heterocromatina estar localizada em
posi¢cdes semelhantes ao longo dos cromossomos ndo homdlogos (HEITZ,

1993) ndo é valida para cromossomos holocinéticos (MANDRIOLI et al. 2003).

O uso da fracdo Cot-1 nos da importantes informagdes sobre a
distribuicao de DNAs repetitivos no genoma. A sonda indicou sinais de DNA
moderada e altamente repetitivos nas regides terminais dos autossomos,
mostrando-se similar para ambas as espécies estudadas. Esse resultado pode
indicar que essas sequéncias repetitivas constituem sequencias teloméricas ou
estdo associadas a regides subterminais dos cromossomos. Cabral-de-Mello
(2010) observou padrboes de hibridizagdo da fracdo Cot-1 em regides

coincidentes a heterocromatina em Dichotomius geminatus (Coleoptera),
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incluindo blocos terminais em dois pares de cromossomos. Além disso, outras
cinco espécies do género Dichotomius apresentaram sinais de hibridizacdo da
fragdo Cot-1 em regides terminais e subterminais de seus autossomos
(CABRAL-DE-MELLO, 2011). A técnica de fracdo C.t-1 em gafanhotos da
espécie Abracris flavolineata revelou enriquecimento de DNAs repetitivos nas

fracOes terminais e intersticiais dos autossomos (BUENO et al. 2013).

Os experimentos de FISH para a sonda (TTAGG)n demonstraram sinais
de hibridizagdo nos terminais de todos os autossomos estudados para M.
liturata e M. quadripunctata. A sequéncia (TTAGG)n descrita por Okazaki
(1993) é conservada em trés grandes ordens de insetos, Hymenoptera,
Lepidoptera e Orthopera (MEYNE et al. 1995; SAHARA et al. 1999; KOJIMA et
al. 2002; LORITE et al. 2002; MANDRIOLI, 2002). Essa sequéncia também foi
encontrada para afideos (Hemiptera: Sternorrhyncha) (SPENCE et al. 1998;
BIZARRO et al. 2000) e coledpteros (Coleoptera) e demonstraram certa
heterogeneidade na presenca da repeticdo TTAGG (SAHARA et al. 1999;
FRYDRYCHOVA; MAREC, 2002). J4 a ordem Diptera por exemplo, parece ter
perdido essa sequéncia em todos os seus representantes (SAHARA et al.
1999). Existem poucos estudos sobre as sequéncias teloméricas na ordem
Hemiptera, apenas 15 espécies foram estudadas dentro do grupo.
Frydrychova et al. (2004) encontrou primeiramente sequéncias teloméricas
(TTAGG)n na cigarrinha da espécie Calligypona pellucida (Delphacidae).
Posteriormente, outros estudos similares foram realizados para cigarrinhas do
género Philaenus (Aphrophoridae) (MARYANSKA-NADACHOWSKA et al.
2013), género Mapuchea chilensis (Myerslopiidae) (GOLUB et al. 2014) e o
género Alebra (Cicadellidae) (KUZNETSOVA, 2015) todas apresentando a
sequéncia telomérica (TTAGG)r. Neste estudo expandimos o registro de
ocorréncia da sequéncia de telémero basal de insetos em Auchenorryncha,

sendo registrado pela primeira vez em Cercopidae.

As familias multigénicas (18S, U1 e H3) em M. liturata e M.
quadripunctata revelaram diversificacdo dos padrdes de distribuicdo destas
sequéncias estudadas no do genoma das duas espécies, embora do ponto de
vista interespecifico para cada sequéncia o padrdo mostrou-se conservado.
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Este dado indica conservacdo da distribuicdio de genes de familias
multigénicas, ao menos as estudadas aqui, entre as espécies, sugerindo a
ocorréncia de cromossomos homeodlogos entre as mesmas. Este padrao tem
se mostrado conservado também em outras espécies do género Mahanarva e
em outros representantes de Cercopidae (Anjos et al., em preparagéo). O DNA
ribossomal tem sido utilizado em diversas analises moleculares e
cromossOmicos em insetos, no entanto, poucos estudos foram realizados para
o grupo Hemiptera, especialmente para Auchenorryncha. Kuznetsova (2015),
observou que cinco espécies de cigarrinhas do género Alebra (Cicadellidae)
apresentaram sinais de hibridizacdo de DNAr 18S em regides subterminais de
um par de autossomos de tamanho médio, provavelmente, o par cinco. Ja os
cromossomos de espécies do género Philaenus (Aphrophoridae) apresentaram
diferengas entre si, tanto no numero como na distribuicio de DNAr 18S,
algumas espécies apresentaram apenas um cluster de genes DNAr 18S em
seus autossomos, enquanto que outras apresentaram clusters tanto em
autossomos como em cromossomos sexuais (MARYANSKA-NADACHOWSKA
et al. 2013). Estudos de DNAr em 92 espécies de Heteroptera, demonstraram
que 86 espécies possuem DNAr na porcao terminal dos cromossomos
(Revisado em Grozeva et al., 2014). Heckmann et al (2011) sugeriu que
cromossomos holocinéticos possuem localizagao terminal do DNAr 18S porque
isso garante sua estabilidade. No entanto, embora possam haver pressdes
seletivas para a localizagdo de DNAr 18S nas regides terminais de
cromossomos holocinéticos (ROA e GUERRA, 2012), alguns estudos em
Auchenorryncha (KUZNETSOVA et al. 2009; MARYANSKA-NADACHOWSKA
et al. 2013), Aphididae (Hemiptera) (FENTON, 1994) Heteroptera (Hemiptera)
(GROZEVA et al. 2014) e Lepidoptera (NYGUYEN et al. 2010) sugerem que
nao existe regides estritamente especificas para o gene de DNAr 18S em
cromossomos holocéntricos, assim como observado para as duas espécies de

Mahanarva com DNAr 18S intersticial.

Em Mahanarva o numero de clusters de histona H3 e sua localizagao é
bastante conservado entre as espécies. Em invertebrados, o mapeamento de

sequéncias histona H3 foi realizado principalmente em espécies de moluscos,
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crustaceos, anelideos, equinodermos (CABRERO et al. 2009; CABRAL-DE-
MELLO et al, 2011; CABRAL-DE-MELLO, 2011; CABRAL-DE-MELLO et al,
2011; VITURRI et al, 2002; GORNUNG et al, 2005; ZHANG et al, 2007;
PEREZ-GARCIA et al, 2010; TERUEL et al, 2010) e insetos, principalmente
para gafanhotos (CABRERO et al. 2009; CABRAL-DE-MELLO et al, 2011;
CABRAL-DE-MELLO et al, 2011). Em gafanhotos, os genes histona H3
apresentam um unico cluster em todas as espécies e ocorrem intersticialmente
no oitavo ou terceiro cromossomo, demonstrando grande conservagao no
numero de clusters e na localizagdo nos cromossomos do complemento
(CABRERO et al. 2009). Outras espécies de moluscos (ZHANG et al. 2007;
PEREZ-GARCIA et al. 2010) e peixes (PENDAS et al, 1994; HASHIMOTO et
al. 2011) também demonstraram conservagao do numero de clusters do gene
histona H3, com apenas um ou dois cromossomos contendo sinais, no entanto,
alguma variabilidade nesses grupos também foi observada. Em gafanhotos, as
espécies Abracris flavolineata (BUENO, et al. 2013) e Rhammatocerus
brasiliensis (OLIVEIRA et al. 2011) apresentaram marcagbdes do gene histona
H3 dispersas no genoma, o que diverge do padrao conservado que ocorre em

outras espécies de gafanhotos como observado por Cabrero et al. (2009).

Assim como para os outros genes, o gene de RNAsn U1 também se
mostrou conservado entre as espécies. Embora existam poucos estudos sobre
os genes que codificam pequenos RNAsn, alguns estudos citogenéticos sobre
o gene U1 existentes indicaram também alta conservagao em peixes ciclideos,
nos quais 0s genes se mostraram presentes em um Unico par cromossémico,
contrastando com crustaceos, cujo os genes se comportaram de forma mais
dindmica no genoma (CABRAL-DE-MELLO, et al. 2012; PELLICIA, et al. 2011;
BARZOTTI et al. 2003).

6. Conclusao
Os dados obtidos neste trabalho indicam ampla conservacdo da macro-

estrutura cromossémica, incluindo numero diploide e sistema de cromossomos

sexuais. Além disso, nota-se conservagdo da heterocromatina (DNAs
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repetitivos) e da organizagdo de familias multigénicas nos cromossomos das
duas espécies. Embora tenha havido diferengca entre a riqueza de pares de
base da heterocromatina. A marcagdo com sonda telomérica expande o
conhecimento relativo a ocorréncia da repeticdo TTAGG em Auchenorryncha,
sendo relatada pela primeira vez em Cercopidae. Embora as espécies aqui
estudadas possuam cromossomos holocéntricos, que podem sofrer quebras ou
fusbes sem prejuizo para sua perfeita segregacao, isto ndo foi observado,

sugerindo estabilidade cromossémica para o grupo.
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