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RESUMO

BRAGA, Lucas Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de 2015.
Caracterizacdo citogenética de trés espécies pragas do género Sitophilus
(Coleoptera: Curculionidae). Orientador: Raul Narciso Carvalho Guedes.
Coorientadores: Alberto Soares Corréa e Mara Garcia Tavares.

O género Sitophilus ¢ amplamente conhecido pelos danos causados em cerais
armazenados. Estudos sobre a evolucdo destes carunchos sado muito importantes, pois o
processo de migracdo dos mesmos parece refletir a histéria da colonizacdo humana pelo
planeta. Neste contexto, a citogenética tem um papel fundamental, pois auxilia no
entendimento dos processos de especiagdo que ocorreram, ao longo dos anos, com as
diferentes espécies. Neste trabalho, através das técnicas de coloragdo convencional e
Bandeamento C, Impregnacgdo por Prata e Coloragdao Sequencial com DAPI/CMA3, foi
possivel encontrar diferengas significativas entre trés espécies praga do género
Sitophilus. Sitophilus linearis e Sitophilus oryzae apresentaram 2n=22, enquanto que S.
granarius apresentou 2n=24. As duas ultimas apresentaram também o sistema de
determinagdo sexual do tipo Xyp, com o par sexual formando um “paraquedas” durante
o pareamento. De acordo com os nossos resultados, S. oryzae se assemelha mais a S.
zeamais, principal praga do género. Sitophilus linearis e S. granarius possuem, cada
um, peculiaridades que os distanciam citogeneticamente das outras espécies do género
estudadas. Sitophilus granarius apresentou um padrdo de bandeamento C, marcagdo
com prata e fluorocromos bem diferentes das demais, com poucas marcacgdes ao 6° par
autossomal. Sitophilus linearis, semelhantemente a S. oryzae, apresentou pequenas
marcacdes centroméricas em todos os cromossomos. Além disso, em S. linearis,
nenhum cromossomo ultrapassou 13% do set haploide (Total Chromosome Lenght;
TCL). Foi feito também um estudo molecular em Sitophilus zeamais com o
endossimbionte Wolbachia, com o intuito de verificar se esse esta relacionado com a
ocorréncia de cromossomo B nesta espécie. Nao houve nenhuma relagdo entre as
linhagens de Wolbachia e o aparecimento de cromossomo B em S. zeamais. Os
resultados deste trabalho confirmam dados moleculares ja existentes na literatura de que
S. oryzae se aproxima mais de S. zeamais do que das outras duas espécies-praga do
género. Além disso, dada a diferenca que S. granarius apresentou, esta espécie €

provavelmente a mais distante dentro grupo estudado.



ABSTRACT

BRAGA, Lucas Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2015.
Cytogenetic characterization of three pest species of genus Sitophilus (Coleoptera:
Curculionidae). Adviser: Raul Narciso Carvalho Guedes. Co-Advisers: Alberto Soares
Corréa and Mara Garcia Tavares.

The genus Sitophilus is widely known for the damage caused in stored cereals. Studies
on the evolution of these beetles are very important, because its migration process
seems to reflect the history of human colonization around the planet. In this context,
cytogenetics plays a key role because it helps in the understanding of speciation
processes that have occurred over the years with different species. In this work, using
the conventional staining, C banding, Silver staining and fluorochrome staining with
DAPI / CMA3, we found significant differences between the three pest species of the
Sitophilus genus. Sitophilus linearis and Sitophilus oryzae presented 2n = 22, while S.
granarius presented 2n = 24. The last two also presented the system of sex
determination Xyp type, with the sexual pair forming a "parachute". According to our
results, S. oryzae is closer to S. zeamais, major pest of the genre. Sitophilus linearis and
S. granarius have, each one, cytogenetically peculiarities that distinguish them from the
other species of the genus studied. Sitophilus granarius showed a pattern of C banding,
silver impregnation and fluorochromes quite different, with a few stainings restricted to
6 autosomal pair. Sitophilus linearis, similarly to S. oryzae, presented a small
centromeric stainings on all of the chromosomes. Furthermore, in S. linearis, no
chromosome exceeded 13% of haploid set (Total Chromosome Lenght; TCL). It was
also made a DNA analysis of Sitophilus zeamais with the endosymbiont Wolbachia in
order to verify whether it is related to the occurrence of B chromosome in this species.
There was no relationship between Wolbachia strains and the appearance of
chromosome B in Sitophilus zeamais. These results confirmed molecular data from the
literature that S. oryzae is closer to S. zeamais than the other two pests of the genus.
Moreover, given the difference that S. granarius presented, this species is probably the

farthest within the study group.
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1. Introducao

O género Sitophilus é amplamente conhecido, principalmente como praga de
grdos armazenados. Ao todo, segundo Delobel e Grenier (1993) e de acordo com
revisdes realizadas por Csiki (1936) e Marshall (1940), o género compreende 14
espécies descritas, mas apenas quatro (Sitophilus zeamais, S.oryzae, S.granarius e S.
linearis) sdo verdadeiramente preocupantes por infestacdes causadas em cereais. No
Brasil, Sitophilus zeamais é a principal praga de grios armazenados (Corréa et al.,
2013). Essa espécie € muitas vezes confundida com Sitophilus oryzae, devido as
grandes semelhancas morfolégicas e por ocorrerem em regides de climas
geograficamente vizinhos. Na regido sul do Brasil, onde clima € temperado, é
predominante a ocorréncia de S. oryzae, enquanto que no restante do pais, em clima
tropical, hd maior predominancia de S. zeamais. Sitophilus linearis € a principal
causadora de injurias em frutos de tamarindo, sendo restrita a esta cultura (Delobel e
Grenier, 1993), e S. granarius, assim como S. zeamais e S. oryzae, é capaz de atacar um
nimero amplo de hospedeiros, como por exemplo, trigo, arroz, milho, centeio e aveia
(Dobie e Kilminster, 1978; Schwartz e Burkholder, 1991).

Esta forte dependéncia que esses carunchos possuem por produtos armazenados
pode ser resultado de uma estreita associagdo envolvendo humanos e insetos (Plarre,
2010). Chu & Whang (1975) reportaram a presenca de S. oryzae ao leste do Egito em
uma tumba datada de 100 anos A.C.. Buckland (1980) relatou a presenca de registros
fosseis de S. granarius em cerais armazenados encontrados em Israel e datados entre os
séculos 7 e 9 A.C.. Segundo esse mesmo trabalho, nessa época, essa espécie estaria
altamente atrelada as culturas armazenadas e cultivadas pelo homem. Hoje, S. granarius
ja é considerada uma espécie completamente domesticada, sendo a sua sobrevivéncia
dependente da presenca permanente de depodsitos de graos armazenados (Levinson &

Levinson, 1994). Levando isso em consideragdo e por uma questdo historica, € muito



importante o entendimento dos processos de especiacdo e migracdo dessas espécies,
principalmente como forma de amparar o conhecimento que se tem hoje sobre a
coloniza¢do humana no planeta.

A citogenética compreende todo e qualquer estudo relativo ao cromossomo
isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, com relacdo a sua morfologia,
organizacdo, funcao, replicacdo, variacdo e evolucao. Essa é uma ferramenta muito util,
principalmente na identificacdo entre espécies e/ou grupos de espécies que apresentam
morfologias semelhantes (Lachowska et al., 2006). Além disso, muitas familias de
besouro, como, por exemplo, Chrysomelidae e Curculionidae, ja foram taxondmica e
filogeneticamente estudadas e classificadas por meio desta ferramenta (Petitpierre,
1997; Rozek et al. 2004).

A familia Curculionidae, a qual pertence o género Sitophilus, € a que possui 0
maior nimero de representantes descritos (cerca de 50 mil espécies) dentro da ordem
Coleoptera. Dessas, cerca de 600 ja foram investigadas quanto as suas caracteristicas
citogenéticas. Porém, a maior parte dos estudos com gorgulhos dizem respeito apenas
ao nimero de cromossomos no macho e a designacdo do sistema de determinacdo
sexual na metifase I da meiose nestas espécies (Lachowska, 2006). Hoje, com o avango
das técnicas de marcacdo e caracterizacdo de heterocromatina (Bandeamento C e
Coloracao Sequencial com DAPI/CMA3) e de posicionamento de regides organizadoras
de nucléolo (Impregnacdo por Prata), € possivel obter-se uma riqueza muito maior de
informacdes sobre as caracteristicas citogenéticas deste grupo.

Curculionidae possui reconhecidamente um ancestral cariotipico comum, com
42% das espécies estudadas tendo apresentado 2n = 22 e meio férmula n = 10+XY),
sendo a maior parte dos cromossomos com arranjo meta- ou submetacéntrico (Smith &
Virkki 1978; Sharma et al., 1980; Lachowska et al., 1998, 2006, 2008; Silva et al.,

2015; Holecova et al., 2013).



Lachowska et al. (2006), em um estudo com Brachysomus setiger (Gyllenhal,
1980), Brachyderes incanus (Linnaeus, 1758) e Paophilus afflatus (Boheman, 1833),
trés gorgulhos da familia Curculionidae, encontraram 2n = 22 e n = 10+XYp para as
trés espécies citadas, sendo a maioria dos cromossomos com arranjo metacéntrico e
submetacéntrico, com exce¢do de dois autossomos de B. setiger (que se mostraram
subtelocéntricos), dos cromossomos Y das trés espécies (que se mostraram
puntiformes) e do cromossomo X de B. incanus (que se mostrou acrocéntrico). Regides
heterocromaticas, quando presentes, foram localizadas apenas na regido centromérica.

Holecova et al. (2013), realizando estudo com os curculinideos, Otiorhynchus
bisulcatus (Fabricius, 1781) e O.(Zadrehus) atroapterus (De Geer, 1775), realizaram a
caracterizacdo molecular da heterocromatina dessas espécies, utilizando técnicas de
Coloracao Convencional, Bandeamento C, Impregnacdo por Prata e Coloracdo
Sequencial com DAPI/CMAS;. Todos os autossomos de O. bisulcatus, a excegcao de um
par e do cromossomo X, apresentaram pequenos blocos de heterocromatina
pericentromérica, a qual era rica em A-T e G-C. O cromossomo Y, dessa espécie, por
sua vez, apresentou-se totalmente heterocromatico. O.(Zadrehus) atroapterus
apresentou o mesmo padrdo de heterocromatina, a excecdo do cromossomo X, que,
nesta espécie, apresentou marcagao pericentromérica. Curiosamente, na heterocromatina
dessa espécie, foram detectadas apenas regides ricas em A-T. Em ambas as espécies,
marcacdes com prata foram encontradas apenas em placas de meiose e nos
Cromossomos sexuais.

Barrion et al. (1988) realizaram um estudo com células espermatogénicas e
descreveram 2n=19 e 20 para S. oryzae e S. zeamais, respectivamente. Estes dados
destoam do valor de 2n=22, que prevalece em Curculionidae. Silva et al. (2015)
realizou um trabalho de caracterizacado citogenética de quatro populagdes de S. zeamais

utilizando Bandeamento C, Coloragdo Sequencial com DAPI/CMAj3; e Coloracio



Convencional com Giemsa. Neste trabalho, todas as quatro populagdes analisadas
apresentaram 2n = 22, com 10 pares autossOmicos e 1 par sexual (XX para fémeas e
Xyp para machos). Além disso, a exce¢do do cromossomo Y, que foi identificado como
puntiforme, todos os demais cromossomos apresentaram-se metacéntricos. Foram
localizadas marcacOes de heterocromatina na regido centromérica de todos autossomos,
do cromossomo X e em parte ou totalidade de alguns cromossomos B. As andlises de
DAPI, por sua vez, evidenciaram que essas regides heterocromaticas sdo ricas em pares
de bases AT. O cromossomo Y foi o inico que se mostrou totalmente eucromaético.

Com relagdo as outras espécies do gé€nero Sifophilus, ainda ndo existem
trabalhos que demonstrem a morfologia dos seus cromossomos. Além disso, ndo hd um
estudo citogenético comparativo entre as quatro principais espécies-praga deste género
(S. zeamais, S. oryzae, S. granarius e S. linearis) que, apesar de possuirem morfologias
externas semelhantes, podem ocupar hébitats e/ou hospedeiros distintos e variados,
como, por exemplo, S. zeamais, S. oryzae e S. granarius que atacam uma gama diversa
de cereais. Essa semelhanca morfoldgica, aliada aos diferentes hdbitats, leva muitas
vezes a inexatiddes na identificacdo destas espécies, sendo muito comum erros nesse
aspecto, inclusive no meio cientifico.

Outra questdo importante no género Sitophilus é a presenca de cromossomos B.
Os motivos que levam a ocorréncia destes cromossomos ainda sdo pouco conhecidos.
Sabe-se que estes ndo seguem heranca mendeliana e que o seu nimero pode variar
dentro de uma mesma espécie, de acordo com a populacdo estudada. Cromossomos B
podem ser importantes como forma de diferenciar populagdes de uma mesma espécie.
Segundo Silva et al. (2015), S. zeamais possui populacdes que apresentam de 0-4
cromossomos B. Moraes et al. (2003), por meio do estudo de células gonadais,
encontraram de 1-4 cromossomos B em S. zeamais, além de 1-2 em S. oryzae. No

entanto, Smith & Brower (1974) relataram a presenga de até 6 cromossomos B em S.



zeamais e auséncia em S. oryzae e S. granarius. Para S. linearis, nada foi reportado até
entdo quanto a presenca desses.

Com relacdao a filogenia do género Sitophilus, alguns trabalhos ja foram
realizados, porém também persistem incongruéncias a serem resolvidas, por exemplo, a
elucidacdo de parentesco entre gorgulhos de grdos e como ocorreu o processo de
especiacdo dentro do género, particularmente no que se refere a estes representantes
supracitados (McLaurin & Downe, 1966; Beiras & Petipierre, 1981; Nelson et al., 1984;
Baker, 1987; Grenier et al., 1994; Hidayat et al., 1996; Peng et al., 2002). O"Meara
(2001), em um estudo de filogenia com trés fragmentos génicos (Citocromo oxidase I,
fator de elongamento 1-alpha e 28S), confirmou a monofilia entre essas espécies.
Segundo esse trabalho, S. oryzae forma um tdxon irmao de S. zeamais e S. granarius,
enquanto que S. linearis estd contido em um tdxon mais distante.

Sabe-se também que S. zeamais é hospedeiro de Wolbachia pipientis, uma
bactéria endossimbionte intracelular obrigatéria de transmissdo materna e presente em
cerca de 20-70% das espécies de insetos, além de aracnideos e crusticeos terrestres
(Jeyaprakash et al., 2000; Cordaux et al., 2001; Gotoh et al., 2003; Rowley et al., 2004;
Goodacre et al., 2006). Essa bactéria € conhecida por causar diversas anomalias
reprodutivas, dentre essas, partenogénese, feminilizacio de machos, incompatibilidade
citoplasmdtica e morte de machos. Carvalho et al. (2014) constataram a ocorréncia de
Wolbachia em S. zeamais e exploraram a importancia desta ocorréncia junto a de um
endossimbionte primdrio presente nesta espécie de inseto. Face a este cendrio de
anomalias reprodutivas ocasionadas pela presenca de Wolbachia, n6s objetivamos, neste
trabalho, verificar se diferentes linhagens deste endossimbionte podem estar
relacionadas com a presenga de cromossomos B em S. zeamais. Além disso,

objetivamos também determinar a caracteristicas citogenéticas de S. granarius,



S.linearis e S. oryzae e, juntamente com os dados de Silva et al. (2015) para Sitophilus

zeamais, contribuir para o entendimento da historia evolutiva do género.

2. Material e Métodos

2.1. Coleta e manutencao das populacoes

As populacdes das trés espécies foram coletadas no campo, a fim de garantir
uma amostragem coerente com os locais onde ha o cultivo de cada uma das culturas
hospedeiras. A populacdo de Sitophilus granarius foi origindria de Manhattan (Kansas)
nos EUA, as de S. oryzae foram obtidas das cidades de Cascavel (PR) e Sdo Borja (RS)
no Brasil (Corréa et al., 2013), enquanto que a populacdo de S. linearis foi coletada na
regido de Vigosa (MQ), localizada na zona da mata mineira (Brasil). Utilizaram-se duas
populacdes de S. oryzae como forma de verificar a ocorréncia, ou ndo, de cromossomo
B nesta espécie. As populagdes de S. zeamais, utilizadas nos experimentos com
Wolbachia, foram escolhidas com base na presenca/auséncia de cromossomo B, sendo
provenientes das localidades brasileiras de Cruzeiro do Sul (AC) (sem presenca de
cromossomos B) e Unai (MG) (0-4 cromossomos B).

Todas as espécies foram acondicionadas em frascos de vidro de 0,5 L vedados
com organza, o que permite a troca de ar com o ambiente. Estes frascos foram mantidos
com substrato, temperatura e umidade o mais proximo possivel da realidade para cada
uma das espécies. Sitophilus zeamais (acondiconado com graos de milho) e S. linearis
(acondicionado com frutos integros de tamarindo) foram colocados em sala de criagdo
climatizada a £70% de umidade relativa (UR) e £25°C; S. granarius (acondicionado em
graos de trigo) e S. oryzae (acondicionado em graos de milho) foram colocados em sala

climatizada a +£70% UR e + 18°C.



2.2. Analises Citogenéticas

2.2.1. Preparacao das laminas para analise de cromossomos meiéticos

O objetivo da andlise de cromossomos meidticos foi de observar o
comportamento dos cromossomos homologos pareados e, com isso, confirmar o sistema
de determinacdo sexual das trés espécies. Machos, previamente sexados, foram
dissecados para remocdo dos testiculos e esses utilizados na preparacdo das laminas. A
sexagem foi feita segundo metodologia proposta por Khan et al. (1968). Para S. linearis,
ndo foi possivel utilizar esse método, pois essa espécie possui um encurtamento no
rostro, quando comparada as outras, o que inviabilizou a diferenciacdo entre machos e
fémeas através da morfologia externa. Com isso, os individuos de S. linearis foram
dissecados aleatoriamente até que fossem encontrados os machos. Imediatamente apds a
remog¢ao dos testiculos, esses foram colocados em solucdo de orceina acética por 20
min. Apds esse periodo, os testiculos foram removidos da solucdo, colocados em uma
lamina com uma pequena gota de orceina acética e esmagados com uma laminula, de
forma que ocorresse o espalhamento dos cromossomos. Utilizou-se uma ladmina por
testiculo e um total de 5 individuos por espécie. Por fim, foram selecionadas as imagens
onde fosse possivel visualizar o pareamento dos cromossomos sexuais e essas foram
fotografadas utilizando-se um microscépio Olympus BX60 acoplado a uma camera Q
color 3 Olympus®, no Laboratério de Citogenética de Insetos da Universidade Federal

de Vicosa.

2.2.2. Preparacao das laminas para analise de cromossomos mitoéticos

A preparagdo das laminas para visualizacdo dos cromossomos mitéticos foi feita
segundo metodologia detalhada em Imai et al. (1998). Larvas de ultimo instar (em fase
de pré-pupa) de cada uma das espécies foram dissecadas para remog¢do do ganglio

cerebral. Esta fase foi escolhida apds ensaios preliminares confirmarem que este € o
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estdgio com maior nimero de células em divisdo no ginglio cerebral. Esse foi colocado
em solucao hipotonica de colchicina por 1h e 45min (com exce¢do de S. granarius, que
permaneceu na solucdo hipotonica por apenas 1h). Posteriormente, os ganglios foram
dissociados com a ajuda de fixadores na superficie de uma lamina (previamente lavada)
da seguinte forma: 1°) Pipetaram-se na lamina oito gotas de solu¢do contendo fixador I
(40% &4gua destilada, 30% de acido acético glacial e 30% de etanol absoluto). Com essa
solucdo, fez-se a dissociacdo do ganglio até que a superficie da lamina comecasse a
secar; 2°) Imediatamente apds a dissociagcdo, pingaram-se trés gotas de contendo fixador
IT (50% de acido acético glacial e 50% de etanol absoluto); 3°) Por fim, antes que o
fixador II secasse , pipetaram-se 3 gotas de solu¢dao contendo fixador III (100% de
acido acético glacial). Apds a série de solugdes fixadoras, as laminas foram colocadas

rapidamente em frente a um aquecedor, para que houvesse rdpida secagem.

2.2.3. Coloracao Convencional com Giemsa

Ap6s 24h, as laminas foram coradas com solu¢do de Giemsa a 5% e tampao
Sorensen (0,06M pH 6,8) na proporcdo de 1:30 (v/v) por de 7 min. Apds esse periodo,
as mesmas foram lavadas em 4gua corrente deionizada para remocdo do excesso de
corante. Por fim, as laminas foram analisadas e as melhores metifases foram
fotogratadas em microscopio Olympus BX60 acoplado a uma camera Q color 3
Olympus®, no Laboratorio de Citogenética de Insetos da Universidade Federal de

Vigosa.

2.2.4. Técnica de Bandeamento C

Utilizou-se a metodologia descrita por Sumner (1972) e adaptada de Lachowska
et al. (2006). Apds a preparacdo das laminas, com dissociagdo dos ganglios e fixagao,
essas foram tratadas com solucdo de HCl 0,3N a 20°C por 7 minutos, seguido de

tratamento com soluc@o de hidroxido de bario a 5% e 20°C por 6 minutos e, por fim,
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incubacdo em SSC 2x por lh. Posteriormente, as ldminas foram coradas durante 3
minutos com solu¢do de Giemsa a 5% e tampao Sorensen (0,06M pH 6,8) e

fotografadas como descrito anteriormente para coloragdo convencional.

2.2.5. Coloracao Sequencial com DAPI/CMA3

Para a coloracdo sequencial com fluorocromo, foi utilizado o protocolo proposto
por Schweizer et al. (1980) com algumas modificacdes. Primeiramente, as laminas
foram colocadas em uma cubeta contendo solucdo de DAPI (0,6mg/mL) por 30
minutos. Apds esse periodo, as mesmas foram lavadas em tampao Mcllvaine e deixadas
para secar ao ar. Apds essa etapa, pipetou-se com 150uL de CMA3 (0,5mg/mL), sobre
cada lamina. Essas foram cobertas com laminula e deixadas no escuro por 45minutos.
Na sequéncia, as laminas foram novamente lavadas com tampao Mcllvane e, apds
secarem, foram cobertas com 30uL de sacarose. As laminas receberam entdo uma
laminula e foram colocadas em estufa, a 40°C, por 7 dias. Posteriormente, as melhores
metafases foram fotografadas em microscépio de epi-fluorescéncia utilizando filtros os
filtros WB (A = 330-385 nm) e WU (A = 450-480 nm), sob dleo de imersao e com 100x

de aumento.

2.2.6. Impregnacio por Prata

Utilizou o protocolo proposto por Howel & Black (1980), conforme descrito a
seguir. Em cada lamina, foram pipetadas duas gotas da solucdo 1 (50% nitrato de prata
(AgNO3) diluida em agua) em cada extremidade. Em cima de cada uma dessas gotas,
pipetou-se uma gota da solucdo 2 (2g de gelatina incolor diluida em 100mL de agua
destilada + 1 mL de acido férmico). Logo em seguida, as laminas foram cobertas com

laminula e colocadas em uma estufa a 60-70°C por 10min. Apés esse periodo, as



mesmas foram lavadas em &dgua deionizada para remocdo da laminula, secas e

observadas ao microscopio.

2.3. Medicao dos cromossomos

Os cromossomos foram ordenados de acordo com o seu comprimento € sua
respectiva porcentagem do tamanho total do conjunto haploide (%TCL). Essa
metodologia ordena os cromossomos em ordem decrescente, de acordo com o seu
tamanho. Posteriormente, esses foram medidos e classificados de acordo com Levan et
al. (1964). As medicoes foram feitas utilizando o software Image-Pro Plus

(MediaCybernetics, Bethesda, MD).

2.4. Extracao de DNA, amplificacido e sequenciamento de genes de Wolbachia

infectantes de individuos de Sitophilus zeamais

A extracdo do DNA total do simbiocosmo Sitophilus zeamais + Wolbachia foi
feita utilizando-se metodologia proposta por Clark et al. (2001) com algumas
adaptacgdes, conforme descrito na sequéncia abaixo:

1) Macerar pernas e abdome em N liquido, acrescentar 500 uL de tampao CTAB
(100mM de Tris HCI; 1,4M de NaCl; 0,02M de EDTA pH 8; 2% de CTAB e 0,02% de
-mercaptoetanol) e macerar novamente;

2) Homogeneizar no vortex e incubar as amostras em banho maria a 65°C por 30min;

3) Deixar esfriar a temperatura ambiente, acrescentar 16uL de Proteinase K (25mg/mL)
em cada amostra, homogeneizar no vortex e incubar em banho maria a 37°C por 1:30h
homogeneizando a cada 20min;

4) Incubar a 65°C por 30 min;

5) Deixar esfriar a temperatura ambiente e acrescentar 65uL. de RNAse A a 10mg/mL.

Homogeneizar no vortex e incubar a 37°C por 3h, homogeneizando a cada 30 min;
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6) Apés as incubagdes, centrifugar a 10000xg (aproximadamente 13500 rpm) por 5 min
a temperatura ambiente;
7) Transferir o sobrenadante para um novo tubo, adicionar 500uL de cloroférmio:dlcool
isoamilico (24:1), homogeneizar no vortex e centrifugar por 15 min a 10000xg;
8) Transferir o sobrenadante, precipitar com 500uL de isopropanol gelado e verter e
incubar a 4°C por, no minimo 2h.
9) Ap6s a incubacgio, centrifugar por 12min a 10000xg a temperatura ambiente ou por
30 min a 4°C.
10) Descartar o sobrenadante e lavar o pellet 2 vezes com 600uL de etanol 95% gelado.
11) Deixar o pellet secar a temperatura ambiente, adicionar SOuL de tampao TE (10mM
de Tris HCI, ImM de EDTA pH 7,6) e deixar ressuspender “overnight”.
12) Manter as amostras a -20°C

Ap6s a extracdo, fez-se a caracterizacdo das linhagens de Wolbachia através do
sistema de MLST (Multilocus Sequence Typing System), que, para isso, utiliza os
resultados do sequenciamento de 6 genes: citocromo oxidase subunidade I (coxA),
frutose-bifosfato aldolase (fbpA), proteina de divisdo celular ftsZ (ftsZ),
aspartil/glutamil-tRNA amidotransferase subunidade B (gatB) e fragmentos da proteina
hipotética conservada (hcpA), além do gene wsp, que codifica para uma proteina de
membrana utilizada para outra classificacdo além dos genes Multilocus (Baldo et al.,
2006). O sequenciamento foi realizado pela empresa Macrogen Inc., South Korea

(www.macrogen.com). Tudo isso foi feito para duas populacdes de Sitophilus zeamais,

uma reconhecida pela alta variabilidade de cromossomo B (Unai (MG), Brasil) e outra

reconhecida pela auséncia destes cromossomos (Cruzeiro do Sul (AC), Brasil).
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3. Resultados

3.1. Coloracao convencional

Com relacdo ao nimero cromossomico, a andlise das laminas de coloracdo
convencional mostrou que Sitophilus granarius apresentou 11 pares de cromossomos
autossdmicos e um par de cromossomos sexuais. Sifophilus granarius e S. linearis
apresentaram, cada um, 10 pares autossOmicos e um par sexual. Sitophilus linearis
apresentou ainda até dois cromossomos B com posicionamento submetacéntrico (Figura
1).

No que diz respeito ao posicionamento do centrOmero, as trés espécies
apresentaram, em Ssua maioria, cromossomos metacéntricos € alguns pares com
posicionamento submetacéntrico. A figura 1 mostra o cariétipo das trés espécies,
juntamente com a classificacdo de cada par, com base nas posi¢des de seus centrOmeros.
Sitophilus oryzae fol a unica espécie que apresentou apenas um par de cromossomos
submetacéntrico (7° par). Sitophilus granarius e S. linearis apresentaram, cada um,
cinco e quatro pares de cromossdomicos autossOmicos submetacéntricos,
respectivamente. Sifophilus granarius foi também a Unica espécie que apresentou o
cromossomo X com morfologia submetacéntrica; nas outras espécies, €sse cromossomo
€ metacéntrico. Na comparacao entre espécies, ndo houve relacdo entre a classificagdo
centromérica € os seus respectivos pares cromossomicos. Isso quer dizer que pares
diferentes tiveram classificacoes diferentes entre espécies.

Foram observadas também contri¢des secundérias nos pares autossomicos 3 e 9
dos individuos de S. oryzae submetidos a coloragdo convencional (Figura 3d).

As trés espécies apresentaram caridtipos simétricos, com 0S Cromossomos
formando uma série decrescente em tamanho. No que diz respeito ao comprimento e
porcentagem do conjunto haploide (%TCL), S. linearis foi a tnica espécie que nao

apresentou nenhum dos cromossomos correspondendo a mais de 13% do conjunto

12



haploide. Em S. oryzae e S. granarius, por sua vez, verificou-se que o 1° par

cromossOmico representava mais de 15%.

3.2. Analise de cromossomos meioticos

A andlise das laminas de testiculo confirmaram o nimero cromossomico das
espécies e o sistema de determinagdo sexual para S. granarius e S. linearis. Foi possivel
visualizar a formag¢ao do “paraquedas”, formado pela associagdo entre 0S Cromossomos
sexuais X e Y (Figura 2a e b). As imagens confirmaram a meio férmula n=11+XX para
fémea e n=11+Xyp para macho em S. granarius e n=10+XX para fémea e n=10+Xyp
para macho em S. linearis. Em S. oryzae, ndo foi confirmada a formagdo do paraquedas,
portanto, foi determinado n=10+XX e n=10+XY para fémeas e machos,

respectivamente.

3.3. Quantificacao e caracterizacio de regioes de ricas heterocromatina

Com a técnica de bandeamento C, todos os cromossomos de S. oryzae
apresentaram pequenas marcacdes centroméricas (Figura 3a). Em S. linearis, da mesma
forma que em S. oryzae, todos os cromossomos também apresentaram pequenas
marcacdes centroméricas, a excecdo dos cromossomos B, que se mostraram
heterocromaticos (Figura 3b). Em S. granarius, houve grande diferenca no padrido de
marcacdes, quando comparado as outras espécies. A maioria dos cromossomos nao
apresentou marcacao alguma, a exce¢ao do 6° par autossémico e do cromossomo sexual

X, que apresentaram marcacao bastante evidente na regido centromérica (Figura 3c).
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Figura 1. Machos de S. oryzae e S. granarius e fémea de S. linearis submetidos a colorag@o covencional; classificacdo dos cromossomos das trés espécies de acordo com Levan et al. (1964); (-) inexistente; (*) ndo determinado; barra representa 10 pm.

Par Autossdmico Cromossomos Sexuais B's
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 X y
’ ' B8 2% 2% 28 22 wk &
Classificagdo m m m m m m sm m m m - m m
TCL(%) 16,64 11,25 11,05 10,41 9,82 8,07 7,75 7,18 6,64 5,73 - 2,83 2,47
o . . " " l ' ' . ‘ . . ' ' ' . .
Classificagdo sm m sm sm m sm m m m m sm sm sm
TCL(%) 15,29 11,34 10,47 10,08 9,98 8,89 8,55 6,94 5,39 5,21 3,68 2,62 1,57
e B8 BB AR KRR AR B2 2x 22 2% &4 Ba ..
Classificagdo sm sm m m sm m m m m sm m * sm
TCL(%) 12,14 11,34 11,27 10,21 9,48 9,08 7,16 7,1 7,7 6,37 9,15 *
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Figura 2. Células gonadais extraidas dos testiculos de S.
granarius (a) e S. linearis (b). As setas indicam o par se-
xual Xyp em cada espécie. Barra representa Spm.
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Figura 3. “a”, “b” e “c” representam a células mitoticas submetidas a técnica de Banda C. “a” corresponde a Sitophilus
oryzae; “b” corresponde a S. linearis. Setas indicam o os cromossomos B; “c” corresponde a S. granarius.

Setas vermelhas e brancas indicam marcag¢do no par sexual X e no 6° par autossdmico, respectivamente; “d” corresponde a
constrigdes secundarias em dois diferentes pares de S. oryzae submetido a coloragdo convencional; barras representam 5 pum.
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Figura 4. Coloragdo sequencial com fluorocromos DAPI/CMA3; “a” e “b” correspondem a Sitophilus oryzae. Se-
tas indicam marcagdo pericentromérica com CMA3 no 5° par autossémico; “c” e “d” correspondem a S. granarius.
Setas vermelhas indicam marcag@o centromérica com CMA3 no 6° par autossdmico e seta branca indica marcagdo
no cromossomo Y; “e” e “f” correspondem a S. /inearis. Seta vermelha e branca indicam marcagdo pericentroméri-
ca nos cromossomos X e no 10° par autossomico, respectivamente. Seta azul indica cromossomo Y. Barra repre-

senta Sum.
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Figura 5. Células mitdticas de S. granarius submetidas a técnica de Impregnagao por Prata.
Setas indicam marcacdo no sexto par autossdmico. Barra representa Sum.

Nas imagens de coloracdo sequencial com DAPI/CMAj3, houve também algumas
diferencas entre as trés espécies. Sitophilus oryzae apresentou marcacdo DAPI positiva
em todos os centromeros, evidenciando regides ricas em pares de bases AT. Além disso,
0 5° par autossdmico apresentou marcagio CMA3" na regido pericentromérica,
mostrando que, neste par, existe uma regido rica em pares de base GC
(pericentromérica) seguida de uma regido rica em pares de base AT (centromérica)
(Figura 4a e b). Em S. granarius apenas o 6° par autossOmico € o cromossomo Y

apresentaram marcacdo CMA3*, na regido centromérica, justaposta a marcac¢ao de banda
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C (Figura 4d). Nao foi houve marcacdo com DAPI em S. granarius. Em S. linearis,
todos os cromossomos apresentaram marcagdo DAPI* nos centrdmeros, que foram
confirmadas com as marcacdes negativas para CMA3 nas mesmas regides. Além disso,
0 décimo par autossomico e o cromossomo sexual X apresentaram marcagdo CMA3z*
pericentromérica (Figura 4e e f).

Por fim, com a utilizacdo da técnica de impregnacdo por prata, foi possivel
verificar a existéncia de regides organizadoras de nucléolo (NOR’s) apenas em S.
granarius. Nessa espécie, a NOR localiza-se no 6° par (sobreposta as marcacdes de
Bandeamento C e de CMA;3) (Figura 5). Também foi observada marcacdo no

cromossomo X, mas essa ndo foi confirmada com a técnica de CMA3.

3.4. Classificacao das linhagens de Wolbachia em S. zeamais.

Todos os individuos das duas populacdes de S. zeamais analisadas (Unai, que
possui cromossomos B, e Cruzeiro do Sul, que ndo os possui), apresentaram a mesma
linhagem de Wolbachia. Pelo sistema MLST os individuos pertenciam a linhagem
wSitl, e pelo fragmento WSP, que codifica para uma proteina de membrana, os
individuos pertenciam ao perfil 678. Com isso, ndo foi encontrada nenhuma evidéncia
da relacdo entre linhagem de Wolbachia e presenca/auséncia de cromossomos B em

Sitophilus zeamais.

4. Discussao

Este trabalho mostrou que, apesar da grande semelhangca morfoldgica que existe
entre as espécies praga de Sitophilus aqui estudadas, existem diferencas marcantes nas
suas caracteristicas citogenéticas. Silva et al. (2015) encontraram 10 pares de
autossomos e um par de cromossomos sexuais para S. zeamais, mesmos valores

encontrado aqui para S. oryzae e S. linerais. Sitophilus granarius, por ter sido a tnica
19



espécie que apresentou 2n = 24, tem, nesta caracteristica, amparo para diferencid-la das
outras trés espécies. Dentro do género Acalles, Lachowska et al. (2001) encontraram
uma variagdo de 2n=28 a 2n=30, entre as trés espécies estudadas. No género
Barypeithes, essa variacdo foi ainda mais marcante, com uma espécie endémica
possuindo 2n=26, apesar da maioria das espécies terem apresentado 2n=22 (Lachowska
et al., 2005). Portanto, variagdes no nimero cromossomico, dentro do mesmo género,
sdo comuns em curculionideos (Oberprieler et al., 2007).

O padrio de posicionamento centromérico meta- e submetacéntrico ¢é
extremamente comum dentro da familia Curculionidae, sendo poucos os exemplos que
fogem a este modelo (Lachowska et al., 2004, 2005, 2006a, 2006b; Holecova et al.,
2005, 2008, 2013). Das trés espécies estudadas aqui, S. linearis e S. granarius
apresentaram um maior nimero de cromossomos autossOmicos submetacéntricos,
quatro e cinco, respectivamente, seguidas por S. oryzae (um par). Além disso, com
relacdo ao cromossomo sexual X, S. granarius foi a uUnica espécie onde este
cromossomo foi classificado como submetacéntrico. Em S. zeamais, segundo Silva et al.
(2015), todos os cromossomos autossOmicos € o cromossomo X apresentaram
morfologia metacéntrica, o que a aproxima mais de S. oryzae do que das outras duas
espécies aqui estudadas. Essa caracteristica (posicionamento centromérico) acentua a
relacdo de proximidade entre as espécies, com S. linearis se assemelhando mais a S.
granarius, € S. oryzae se aproximando mais de S. zeamais, sendo essas ultimas,
inclusive, capazes de acasalarem, apesar de ndo gerarem descendentes férteis (Hiayat et
al., 1996; Parre et al., 2010; Corréa et al., 2012).

Silva et al. (2015) também confirmaram o sistema Xyp para S. zeamais, mesmo
modelo encontrado aqui para S. granarius e S. linearis. Isso ja era de esperar, uma vez

que, dentro da familia Curculionidae, esse é o sistema de determinacdo sexual mais
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comum (Smith & Virkki 1978; Sharma et al., 1980; Lachowska et al., 1998, 2006,
2008; Holecova et al., 2013; Silva et al., 2015).

Como forma de diferenciar espécies de Sitophilus, o uso de técnicas de
caracterizacdo de heterocromatina parece ser uma ferramenta bastante eficiente. Através
técnica de bandeamento C, Sitophilus oryzae e S. linearis apresentaram, nos
cromossomos autossdmicos € no cromossomo X, o padrdo de marcacdo tipico da
familia Curculionidae, com pequenas regides heterocromdticas localizadas no
centrdmero e ao seu redor (Juan e Petitpierre, 1987; Rozek, 1998; Holecova et al., 2002,
2008; Rozek et al., 2004; Lachowska et al., 2005, 2008; Silva et al., 2015). Das trés
espécies, a que mais divergiu no padrdo de marcacdes por meio da técnica de
bandeamento C foi S. granarius. Diferentemente de S. oryzae, S. linearis e de S.
zeamais (Silva et al., 2015), S. granarius apresentou marcacdo evidente apenas no 6°
par autossOmico, na regido centromérica. Além disso, quando se utilizou a técnica
impregnacdo por prata, essa mesma regido apresentou marcagdo, o que indica que ela
representa a Regido Organizadora de Nucléolo nessa espécie. Sabe-se que as NOR’s sdo
ricas em pares de bases GC e a técnica de coloracio com CMA3 confirmou a
localizagdao das NOR’s em S. granarius.

Apesar de ndo termos encontrado marcacio com prata em S. linearis e S. oryzae,
pode ser que, nessas espécies, as NOR’s estejam distribuidas em pequenos sitios em
diferentes regides, o que impossibilitaria a visualizacdo das mesmas utilizando a técnica
empregadas neste estudo. Outra possibilidade € a de que essas regides nao estivessem
com expressiva atividade no momento do preparo das laminas dessas espécies, haja
vista que essa € uma técnica que demanda alta atividade gé€nica nas regides passiveis de
serem marcadas (Holecova et al., 2013).

Sitophilus oryzae e S. linearis apresentaram padrdes de coloracdo sequencial

com fluorocromos semelhantes aos encontrado por Silva et al. (2015) para S. zeamais, o
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que atesta mais uma vez a maior proximidade entre S. oryzae e S. zeamais. Todas essas
caracteristicas mostram que essas técnicas juntas sdo eficientes na caracterizacao e
diferenciacdo de espécies dentro do género Sitophilus.

No que diz respeito a cromossomos B, esses sdo considerados raros dentro da
familia Curculionidae, sendo que, das cerca de 600 espécies ja estudadas, apenas sete o
possuem (Ennis 1972; Smith & Brower 1974; Dey 1989; Holecova et al., 2005;
Lachowska et al., 2008). Smith & Brower (1974) relataram a presenca de seis
cromossomos B em S. zeamais, ndo tendo sido encontrados em S. granarius e S. oryzae,
0 que corrobora com 0s nossos resultados. Com relacdo aos cromossomos B, Silva et al.
(2015) também encontraram, entre outros, cromossomos B totalmente heterocromaticos
em S. zeamais, porém com posicionamento centromérico metacéntrico, diferente do que
encontramos aqui (submetacéntrico) para S .linearis.

Em Sitophilus zeamais, nés tentamos, sem sucesso, relacionar a presenca do
cromossomo B com a linhagem de Wolbachia em diferentes individuos. Mesmo na
populagdo de Unai, que possui nimero varidvel desses cromossomos, nio foi possivel
encontrar mais de uma linhagem diferente do endossimbionte. Nikoh et al. (2007)
relataram a ocorréncia de transferéncia horizontal de cerca de 30% de genes de
Wolbachia para Callosobruchus chinensis, um de seus hospedeiros. Pode ser que os
genes de Wolbachia responsaveis pelo surgimento de cromossomos B tenham sido
horizontalmente transferidos para Sitophilus zeamais. Se isso for verdade, a
metodologia utilizadas neste trabalho seria insuficiente para testar a hipdtese inicial.

Dados de O"Meara (2011), apesar de ndao conclusivos, formaram a seguinte
relacdo de parentesco entre essas espécies de Sitophilus: S. linearis + [(S. oryzae + (S.
granarius + S. zeamais)]. No entanto, estudos soroldgicos com antigenos, amylase-
isosymes, atividade de esterases, marcadores moleculares mitocondriais e comparacoes

entre hidrocarbonetos cuticulares ji confirmaram uma maior similaridade entre S.
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oryzae e S. zeamais (McLaurin & Downe, 1966; Beiras & Petipierre, 1981; Nelson et
al., 1984; Baker, 1987; Grenier et al., 1994; Hidayat et al., 1996; Peng et al., 2002), da
mesma forma que foi verificado no presente trabalho. Estudos moleculares recentes
realizados por Carvalho et al. (2014) confirmaram a monofilia do género e apontam
que, para o gene nuclear ELF (fator de alongamento), S. zeamais e S. oryzae formam
juntos um clado independente de S. granarius e S. linearis, o que suporta as dados
citogenéticos aqui encontrados. Nossos resultados confirmam essa maior proximidade
entre S. oryzae e S. zeamais e, dada diferenca apresentada por S. granarius nao sé no
nimero cromossdmico, mas também em grande parte das técnicas aqui realizadas, é

provavel que esta espécie seja a mais distante dentro do grupo.
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