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RESUMO

Os cromossomos B sdo elementos genéticos adicionais ao complemento normal que se caracterizam
por um comportamento ndo mendeliano de heranca e pela falta de homol ogia com os cromossomos
do cariétipo. O gafanhoto Xyleus discoideus angulatus apresenta ampla distribuicdo no Nordeste
Brasileiro aém de polimorfismos para cromossomo B.No presente trabalho, foram analisados
cromossomos mei 6ticos de diferentes populagdes de X. d. angulatus com a finalidade de avaliar a
prevaléncia, distribuicdo e influéncia do cromossomo B no processo meidtico dessa espécie.
Adicionalmente, foi determinada tanto a localizagdo dos sitios de DNAr 18S quanto dos sitios de
histonas H3 e H4. Os resultados obtidos revelaram a presenca de um Unico cromossomo B, similar
ao X quanto ao tamanho, morfologia, ciclo picnético e comportamento meiético, em 29 machos dos
402 exemplares estudados. A presenca do cromossomo B foi observada em oito das 11 popul agdes
analisadas. Devido a essa ampla distribuicéo, é provavel que o surgimento desse polimorfismo sgja
antigo. A técnica de FISH permitiu revelar, em individuos portadores do cromossomo B, 0s sitios
do gene ribossdmico 18S situados na regido pericentromérica do cromossomo X e dos bivalentes G
e M. Adicionamente, os resultados utilizando sonda para histonas H3 e H4 mostraram a presenca
de trés sitios localizados nos bivalentes G,, M4 € ho cromossomo X. A auséncia de sitios dos genes
18S, H3 e H4 no cromossomo B reforgam a hipotese previamente proposta sobre a provéavel origem
autossomi ca desse elemento extra.

Palavras chaves: citogenética, FISH, polimorfismo, populacéo



ABSTRACT

The B chromosomes are additional genetic elements, characterized by a not Mendelian heritage
behavior and lack of homology with the karyotype chromosomes. The grasshopper Xyleus
discoideus angulatus shows a large distribution in the Brazilian Northeast and presents also B
chromosome polymorphisms. In the present paper, meiotic chromosomes from different populations
of X. d. angulatus were analyzed aiming to evaluate the prevalence, distribution and influence of the
B chromosome in this species in the meiotic process. Additionally, the DNAr 18S sites location and
the H3 and H4 histone were determined. The obtained results showed the presence of a single B
chromosome, similar to X in size, morphology, picnotic cycle and meiotic behavior, in 29 male of
the 402 studied specimens. The B chromosome presence was observed in eight of the 11 studied
populations. Due to this large distribution, is likely that the appearance of this polymorphism was
old. The FISH technique alowed to revedl, in individuals with the B chromosome, the ribossomic
18S gene site, located in the pericentromeric region of the X chromosome and in the bivalents L3
and M. Additionally, the results using probes to H3 and H4 histones showed the presence of three
sites located in the bivalent L,, M4 and X chromosome. The absence of sites for the genes 18S, H3
and H4 at the B chromosome reinforce the previously proposed hypothesis regarding the probable

autosomic origin of this extra element.

Key words: cytogenetic, FISH, polymorphism, population
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INTRODUCAO

Acridoidea representa uma superfamilia de gafanhotos com ampla distribuicdo mundial.
Estudos citogenéticos sdo amplamente realizados nesse grupo, especialmente, em acridomorfos das
regiOes Pal eértica e Neotropical. Entretanto, para essa Ultima, analises com coloracfes diferenciais e
técnicas moleculares tém sido pouco utilizadas. A maioria dos estudos esta restrita a andlise
convencional, caracterizando para muitas espécies a presencade mecanismo de determinacdo sexual
do tipo XX/XO0, nimero diploide 2n=23, X0 (machos) e 2n=24, XX (fémeas)e morfologia acro-
telocéntrica.

Além dos cromossomos encontrados no complemento normal, algumas espéci es apresentam
elementos genéticos adicionais conhecidos como cromossomos B. Estes sdo caracterizados por um
comportamento ndo-Mendeliano de heranca e pela auséncia de homologia com os demais membros
do complemento. Apesar de serem constituidos geralmente por heterocromatina constitutiva, nao
s80 elementos geneticamente inertes. A sua presenca no cariotipo de alguns organismos pode alterar
a frequéncia e distribuicdo de quiasmas, producdo normal de espermétides, fertilidade e
fecundidade. Em alguns casos, as caracteristicas exofenctipicas também podem ser afetadas.
Diferentes estudos témrevelado que em cromossomos B os diferentes fatores ambientais, seletivos,
histricos e de transmissdo sdo determinantes nas diferencas interpopul acionais destes elementos.

Apesar de existirem inimeros estudos sobre cromossomo B analisando especialmente sua
distribuicdo, origem, transmiss&o e integracdocom 0 genoma, pouco se sabe sobre sua composi ¢ao.
A técnica de FISH (Hibridizac&o in situFluorescente) tem revelado que a grande maioria dos
cromossomos B estudados até o momento é constituida de DNA repetitivo, especialmente DNA
satélite e DNA ribossdmico. Recentemente, genes de histona H3 e H4, também tém sido utilizados
em estudos de evolucdo e rearranjos cromossomicos desses el ementos supernumerarios, por serem
altamente conservados evol utivamente.

Para gafanhotos, o organismo modelo no estudo de cromossomos B € a espécie
Eprepocnemis plorans (Acrididae), com mais de 50 tipos diferentes de cromossomo B. A familia
Romaleidae apresenta poucos casos de polimorfismos para cromossomos extras descritos na
literatura. Os Unicos exemplos sdo Zoniopoda tarsata eXyleus discoideus angulatus. Esta dltima
espécieesta distribuida por todo Nordeste brasileiro, habitando diferentes ecossistemas; apresenta o
cariétipo padréo para afamilia constituido de 2n=23, X0 e 2n=24, XX.

14



Uma vez que, Xyleus discoideus angulatus apresenta polimorfismo para cromossomo B e
levando em consideracdo sua ampla distribuicdo na Regido Nordeste, considerou-se que o uso de
ferramentas citogenéticas (Convencional e FISH), além da andlise de diferentes popul acdes naturais
do estado de Pernambuco contribuiu para o0 entendimento da dinamica evolutiva deste elemento

extra para a espécie.
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OBJETIVOS
Objetivogeral

Caracterizar o cromossomo B quanto a distribuicdo, a prevaléncia e ao papel desse elemento
extra na meiose de Xyleus discoideus angulatus, além do mapeamento fisico do gene
ribossomal,DNAr 18S e das histonas H3 e H4 no caridtipo da espécie.

Objetivosespecificos

1 — Avdliar a distribuicdo e prevaléncia do cromossomo B em distintas populagdes, comparando
estati sticamente os resultados obtidos,

2 —Avaliar apossivel influéncia do cromossomo B no processo meiotico dessa espécie;

3 — Mapear cromossomicamente os sitios de DNAr18S e de histonas (H3 e H4) em diferentes
individuos de distintas populacdes de X. d. angulatus portadores de cromossomo B;

4 — Oferecer subsidios cariotipicos para um melhor entendimento sobre a distribuicdo e prevaléncia

de cromossomo B e 0 seu papel na evolugdo cariotipica da espécie.

16



REVISAO DA LITERATURA

1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA ROMALEIDAE: ENFASE PARA O
GENERO Xyleus

Acridoidea corresponde a uma superfamilia da ordem Orthoptera com ampla distribuicdo
mundial que agrupa sete familias: Proscopiidae, Tristiridae, Ommexechidae, Romaleidae,
Pauliniidae, Pyrgomorphidae e Acrididae. Todas essas familias descenderam de um estoque de
acridomorfos primitivos existente durante o Jurdssico que se expandiu e diversificou durante o
Terciario, devido ap surgimento das pradarias e 0 desenvolvimento de estepes e semi-desertos
(Amedegnato, 1974; Carbonell, 1977).

De acordo com Carbonell (1977) afaunaatual de acridomorfos Neotropicais esta constituida
por trés estratos faunisticos. Estes estratos foram agrupados de acordo com sua origem, distribuicéo
geografica e época de surgimento nessa regido. A familia Romaleidae esta presente no estrato mais
primitivo juntamente com Proscopiidae, Tristiridae e Ommexechidae. Nesse grupo € possivel
distinguir trés linhagens: a mais antiga e divergente das demais familias corresponde a
Proscopiidae; Tristiridae € menos primitiva que a anterior e Ommexechidae e Romaleidae, que
estdo agrupados, formam alinhagem mais evoluida.

O centro de dispersdo da familia Romaleidae esta localizado na regido Amazobnica
Amedegnato e Descamps (1982) identificaram quatro centros de dispersdo, localizados em: Napo e
Ucayali (porcdo oeste da floresta Amazonica) e Guiana e Madeira (na porcéo leste). Apesar de ter
sua origem na regido Neotropical, Romaleidae ndo € exclusiva desta regido. Segundo Carbonell
(1977) apl6s o estabelecimento do canal do Panamd ou talvez antes desse evento, através do
surgimento das cadeias de ilhas vulcanicas, os romaleideos invadiram a América Central, México e
a parte Sul da regido Neartica. Destaca-se que alguns géneros como Brachystola, Dracotettix,
Litoscirtus, Phrynotettix, Romalea, Taeniopoda e Tytthotyle tém mostrado ocorréncia na regiéo
Neértica

Romaleidae apresenta mais de 80 géneros e 200 espécies distribuidas em trés subfamilias
(Romaleinae, Acaucrinae e Trybliophorinag). Tem sido considerada a familia Neotropical mais
numerosa e diversificada de Acridoidea devido a sua grande irradiacdo adaptativa em diferentes
ambientes, possuindo géneros tanto em regides semi-aridas (Brasilacris, Helionotus, Staleochlora,

Radacridium e Xyleus) como em florestas umidas (Agriacris, Chromacris, Tropidacris, alguns
17



representantes do género Zoniopoda e amaioria dos representantes da tribo Phaeopariini)
(Carbonell, 1977, 1984, 1986, 2002, 2007; Roberts e Carbonell, 1982, 1992).

Xyleus (Gistel, 1848) é um dos 48 géneros da subfamilia Romaleinae cujo centro de origem
se localiza naregido centro-sul da América do Sul. Este género ocorre em alguns estados do Brasil
(Goiéds, Mato Grosso, Sdo Paulo, Minas Gerais e regido Nordeste), norte da Argentina, Paraguai,
Bolivia e parte do Peru. Atualmente apresenta uma distribuicdo geografica descontinua, sendo
encontrado no sul e norte da América do Sul, Leste dos Andes e América Central. Nessas regifes, 0
habitat € caracterizado por éreas de floresta seca, savana e regides amplas com arvores e arbustos
(Carbonell, 2004).

Como alguns géneros da subfamilia Romaleinae, Xyleus revelou problemas quanto a
identificacdo e a distribuicdo geografica. A revisdo do género feita por Carbonell (2004), o qual
considerou através da andlise de diferentes caracteristicas, principamente, do complexo félico e
morfologias externas, 16 espécies que foram reunidas em quatro grupos. Discoideus, Laevipes,
Attenuatus e Insignis. O grupo Discoideus abriga os representantes mais primitivos cuja morfologia
externa e padréo de coloragdo sdo similares, com destague a ocorréncia de cores opacas nos tons de
marrom, vermelho e verde. Dentre as caracteristicas externas principais destaca-se 0 complexo
fdlico diferenciado dos demais grupos e o pronoto com a crista alta, geramente crenulada na parte
posterior e sulco transversal do pronoto bem marcado e profundo. O grupos esta constituido por
cinco subespecies: Xyleus discoideus discoideus, X. d. angulatus, X. d. mexicanus, X. d. rosulentus e
X. d. venezuelae.

Xyleus discoideus angulatus (Stal, 1873) (Figura 1) é uma subespécie endémica do Nordeste
brasileiro, e esta distribuida principalmente nos estados do Rio Grande do Norte, Ceard, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas e Bahia. Habita diferentes ecossistemas, sendo os mais comuns a Caatinga,
Cerrado e Mata Atléantica (Carbonell, 2004). Morfologicamente, difere das demais subespécies do
grupo Discoideus pelaforma do cingulo, valvulas apicais endofalicas e nimero de espinhos na pata
sdtatéria, que varia de nove a dez. O pronoto com lados nitidamente angulados € o traco mais

caracteristico para essasubespécie.
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Figura 1: Exemplar de Xyleus discoideus angulatus

2 CROMOSSOMOS B

2.1 ASPECTOS GERAIS

O genoma de organismos eucariotas ndo € composto apenas por genes encontrados Nos
cromossomos A, que constituem o complemento diploide regular, mas por uma variedade de
elementos genéticos que apresentam um mecanismo préprio de heranca. Dentre eles, é possivel
destacar os transposons, alguns elementos responsaveis por distorcer a segregacdo, varios fatores
citoplasméticos e os cromossomos B (Jones e Rees, 1982; Camacho et al., 1997; Camacho et al.,
2000). Estes Ultimos foram os primeiros a serem descritos na literatura (Wilson, 1907, apud
Camacho, 2005).

Conhecidos também como supernumerarios ou acessorios, 0s cromossomos B sdo el ementos
genéticos adicionais encontrados no cariétipo de diferentes organismos eucariotas. Por estarem
presentes apenas em aguns individuos de certas populagbes sdo considerados elementos
dispensaveis ao desenvolvimento norma dos portadores. No reino animal, mais de 500 espécies
foram identificadas contendo esses elementos extras, sendo cerca de 80% dos casos encontrados na
classe Insecta, principamente nas ordens Coleoptera, Diptera e Orthoptera. Nesta Ultima, mais
intensivamente investigada, foram registradas aproximadamente 210 espécies com cromossomos B,
sendo a maioria pertencente a gafanhotos da familia Acrididae (Jones e Rees, 1982; Camacho,
2005).
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Os cromossomos B séo caracterizados pela auséncia de homologia com os demais membros
do caridtipo padréo e por seu comportamento ndo-Mendeliano de heranca. Além disso, por serem
mantidos em populacBes naturais por uma variedade de mecanismos de acumulacdo, S840
considerados parasitas do genoma. Geralmente possuem comportamento mitético e/ou meiético
irregulares (instabilidade) permitindo a sua acumulagéo na linhagem germinativa (Camacho et al.,
2000).

Devido a grande variacdo quanto ao tamanho e morfologia observados em diferentes
espécies, Hewitt (1979) agrupou 0s cromossomos B em quatro categorias. a primeira apresenta
cromossomos grandes (macrocromossomos) heterocrométicos, cujo tamanho é similar ao
cromossomo X. S&o caracterizados pela estabilidade durante a divisdo celular e, em muitos casos,
podem ser derivados do cromossomo X. A segunda reline o tipo mais comum, Cromossomos
pequenos cujo tamanho e forma sdo similares aos menores membros do cariétipo. S&o
frequentemente heterocrométicos e apresentam instabilidade no ciclo de divisdo celular. A terceira
categoria contém elementos ainda menores do que qualquer membro do complemento, os
minicromossomos B. Também apresentam instabilidade e ocorrem em grande nimero. Podem ser
produtos da delecdo dos cromossomos A ou de um macrocromossomo B. Por fim, a Ultima
categoria agrupa 0s cromossomos B com morfologia meta ou submetacéntrica (iSOCromossomos).
Uma particularidade desse grupo € que cada isocromossomos durante a meiose formam um anel,
resultante do pareamento quiasmético entre seus bracos.

Diferentes hipo6teses tém sido propostas para explicar a origem desses elementos. Estudos
citol 6gicos e moleculares suportam a ideia de que muitos cromossomos B tenham surgido a partir
de autossomos da propria espécie (origem intraespecifica), através de polissomias, ou originados de
fragmentos céntricos gerados por rearranjos CromossOmicos, tais como: translocacoes
Robertsonianas ou amplificaces de regides paracéntricas do fragmento céntrico. Em alguns casos,
0 cromossomo sexual também é indicado como sendo o ancestral do cromossomo supernumerario,
devido a grande similaridade em termos de comportamento meidtico, tamanho, morfologia e
picnose (Camacho et al., 2000; Bugrov et a., 2004). Outra hipétese sugere que 0s cromossomos B
poderiam ser derivados de cromossomos do complemento de espécies afins, como resultado de uma
hibridizac&o interespecifica. A existéncia de sequéncias de DNA especificas de cromossomos B de
uma espécie que se encontram em outra espécie préxima proporciona uma evidéncia que corrobora
esta hipotese(Camacho et al., 2000; Perfectti e Werren, 2001).

No momento de sua origem, era de se esperar que 0S cromossomos B apresentassem grandes
similaridades com os membros do complemento, o suficiente para promover 0 pareamento e a

recombinagdo entre os Bs e o0s cromossomos do complemento A dos quais eles se
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originaram.Entretanto, esses elementos apresentaram uma diferenciacéo e evolugdo independente
no cariétipo através de processos andlogos ao “Muller ratchet” (acamulo irreversivel de mutacbes
del etérias na auséncia de recombinacdo) que resultam em um isolamento genético dentro do nucleo.
ApoOs o isolamento sindptico, 0s neo-cromossomos B seguem uma evolugdo molecular sujeita aos
Mesmos processos que atuam sobre os cromossomos univalentes, convergindo assim em uma
degeneracdo cromossdmica. Por isso terminam sendo um depdsito de sequéncias de DNA
repetitivo, DNA ribossdmico (DNAr), transposons e outros elementos gendmicos (Camacho et al.,
2000). A ocorréncia de mutacBes ou de algum mecanismo celular capaz de causar a rapida
heterocromatizagdo do cromossomo B poderia ser a base para a sua diferenciacdo intraespecifica.
Por outro lado, os cromossomos B de origem interespecifica ndo sdo capazes de se parear com
nenhum membro do cari6tipo do hospedeiro atual, tornando-se, portanto elementos imediatamente
univalentes gue tendem a seguir seu préprio padréo evolutivo mais rapidamente do que na origem
intraespecifica (Camacho, 2005).

A prevaléncia de cromossomos B em diferentes populacbes naturais depende de um
conjunto de fatores que, geramente, atuam simultaneamente: histéricos (nUmeros de geracdes
desde o surgimento do elemento), de transmissdo (intensidade de acumulagdo existente entre
populagdes), seletivos (tolerancia ecoldgica dos individuos com B) e aleatérios (flutuagdes
genéticas sofridas por populacdes de tamanho finito). Mesmo com estudos extensivos, tem sido
dificil avaliar a importancia relativa de cada fator sobre a populacéo estudada (Camacho et a.,
2000).

O processo de transmissdo e distribuicdo de cromossomos B para as células-filhas, na
maioria das espécies, € similar ao que ocorre com 0s demais cromossomos do complemento. Porém,
existem casos em que a ndo-disuncdo desses elementos ocasiona uma acumulacdo, resultando em
uma variagdo numérica de Bs entre células de um mesmo individuo. Essa acumulacdo pode
acontecer antes, durante ou depois da meiose. Em um mecanismo pré-meiético a acumulagdo é
derivada da instabilidade mitética dos Bs durante o desenvolvimento da linhagem germinativa. A
acumulacdo meidtica tem sido preferencialmente descrita em fémeas, sendo baseada na heranca
assimétrica, onde os cromossomos B tendem a migrar para apenas um dos polos, geramente, para
aguele que formara a célula-ovo. O mecanismo pds-meidtico é raro em gafanhotos, ocorrendo
comumente em plantas. Consiste em uma ndo-disun¢do do cromossomo B durante a mitose seguida
de uma migracdo preferencial de suas crométides para um dos polos na meiose, geralmente o polo

germinativo. A Figura 2 apresentao esquema proposto por Camacho (2005).
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Figura 2: Diagrama mostrando diferentes mecanismos de acumulacdo de cromossomos B. a) Acumulagdo pré-meidtica,
0 cromossomo B passa por uma ndo-disjungdo mitética e as duas crométides-irmas direcionam-se para um Unico polo.
b) Acumulacéo meidtica, ocorre em fémeas e baseia-se na migragéo preferencial do cromossomo B para o pélo viavel.
¢) Acumulagdo pds-meidtica mostrando a ndo disungdo mitética de duas croméatides de um cromossomo B e sua
preferencial migracdo para o polo germinativo (Camacho, 2005).

Para explicar a manutencdo do polimorfismo de cromossomos B em populacgdes naturais,

dois modelos inicialmente foram propostos. 1. Modelo parasita: propde que o elemento extra se
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mantém pela agdo de mecanismos de acumulagdo que contra-balanceiamcom seus efeitos del etérios,
no equilibrio do hospedeiro (Ostergren, 1945, apud Camacho et al., 2000) e 2. Modelo heterdtico:
assume que 0s cromossomos B, mesmo nédo possuindo mecanismos de direcionamento mei 6tico,
sd0 mantidos devido a efeitos benéficos ao equilibrio dos individuos que os carregam em
guantidades menores (White, 1973). Esses dois modelos cléssicos sobre a evolucdo dos
cromossomos B sdo estéticos, ou sgja, assumem que a frequéncia dos supernumerarios esta em
equilibrio em populaces naturais atuais. A diferenca entre eles reside apenas em como esse
equilibrio é alcancado. Um terceiro modelo, diferente dos demais, conhecido como Near-Neutral
foi descrito posteriormente por Camacho et al. (1997).Segundo 0 esquema representado abaixo
(Figura 3), o cromossomo B € substituido por outro cromossomo supernumerario apds sua

neutralizacao pelo genomaA.

Cromossomo B parasita neutralizagdo ~ Cromossomo B proximo (com
acurnulacéo) por cromossomos A neutralizagcdo
A (sem acumulacéo)
Regeneracéo
J mutacdo
Novo B parasita N
(com acumul agéo) v
Extin¢&o do cromossomo B
(por deriva genética ou selecdo natural)

Figura 3: Esguema do modelo de evolucdo dindmica dos cromossomos B parasitas no gafanhoto Eyprepocnemis
plorans(Camacho, 2002)

Para que o cromossomo B se estabeleca em uma populacdo, € necessdria a existéncia de
mecanismos de acumulagdo que facilitem a sua permanéncia inicial, aumentando sua frequéncia e
impedindo sua eliminagdo do genoma hospedeiro. A perda desses mecanismos produz uma
neutralizagdo que posteriormente pode seguir dois caminhos: A eliminagdo do cromossomo
supernumerdrio ou a regeneracdo do polimorfismo através de um processo de mutagdo, que
substituird o cromossomo B neutralizado por outro, recentemente surgido na populacdo natural
(Camacho et al., 2000).
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Apesar de existirem inimeros estudos sobre cromossomos B analisando especialmente sua
distribuicdo, origem, transmisséo e integracdo com o0 genoma normal, pouco se sabe sobre sua
composicdo. A grande maioria dos cromossomos B estudados até o momento é constituida de DNA
repetitivo, especialmente DNA satélite (DNAsat) e DNAr (Camacho, 2005; Bugrov et al., 2007).

2.2 CROMOSSOMOS B EM GAFANHOTOS

Cromossomos B sdo muito comuns em gafanhotos e constituem uma grande parcela dos
principais polimorfismos encontrados. Eyprepocnemis plorans tem sido considerado modelo para
estudos sobre o elemento extra dentro da ordem Orthoptera. Esse gafanhoto € bastante abundante ao
longo da costa do Mediterrdneo (Peninsula Ibérica e norte da Africa), Caucaso, Turquia,
Turcomenistdo, Ird, sudoeste da Arabia e Grécia (Bakkali et al., 1999; Camacho et al., 2003;
Abdelaziz et al., 2007). Apesar de ser constituida por quatro subespécies, estudos citolgicos
reportam a presenca de cromossomos B apenas em Eyprepocnemis plorans plorans. Essa espécie
apresenta um extenso polimorfismo de cromossomo B com mais de 50 tipos descritos com base no
tamanho, posicdo de centrdmero e padréo de distribuico de heterocromatina constitutiva
(HC)(Camacho et a., 2003).

Nos primeiros estudos realizados com E. plorans (Henriques-Gil et al., 1982) foram
descritos quatro tipos diferentes de B de acordo com seu padréo de bandas C. Todos mitoticamente
estaveis e com morfologia telo ou subtelocéntrica. O tipo mais comum foi o cromossomo By,
enquanto Bz foi 0 mais raro. Posteriormente, Henriques-Gil et al. (1984) determinaram para E.
plorans 14 tipos diferentes de Bs. A comparacdo morfolégica e a andlise do pareamento mei6tico
dos diferentes tipos de cromossomos B sugeriram uma origem monofilética para os principais
variantes, que teriam como ancestral o B;. Os demais tipos (Bs, Bg, Bio € Bi1) teriam surgido
independentemente.

Cabrero et a.(1999) analisando nove variantes de cromossomos B de sete populactes
geograficamente distintas (quatro da Espanha e trés de Marrocos) de E. plorans, evidenciaram que
os diferentes tipos de elementos extras observados apresentaram composi¢ao molecular similar,
constituida primariamente de duas sequéncias especificas de DNA, DNAr e DNAsat 180 pb. Os
tipos de B, entretanto, diferiram apenas na quantidade relativa das sequéncias, sugerindo uma
origem comum partindo de um B ancestral que muito provavelmente foi o B;, dada sua ampla

distribuicdo geografica na Peninsula Ibérica e Marrocos. Todas as populagBes naturais de E.
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ploransanalisadas tém mostrado a presenca de cromossomos B (Bakkali et a., 2002; Riera et a.,
2004, Abdelaziz et al., 2007). A Unica excegao conhecida € uma regido da bacia do rio Segura, na
Espanha, onde as populacfes, isoladas geograficamente, ndo apresentam Cromossomos extras,
indicando que o cromossomo B ancestral se originou apos o processo de colonizagdo (Cabrero et
al., 1997; Bakkali et a., 1999).

A manutencéo do polimorfismo dos cromossomos B de E. plorans segue o modelo proposto
por Camacho et a. (1997). O elemento parasita se estabelece em populacfes naturais devido a
mecanismos de acumulac&o. Posteriormente, 0 genoma hospedeiro suprime esses mecanismos,
através da expressao de genes especificos, resultando na neutralizacdo do cromossomo B (Herrera
et al., 1996). Depois desse processo, 0 supernumerario ou se extingue ou se regenera (Bakkali et al.,
2002). Para a espécie, a regeneracdo do polimorfismo ocorreu em vérios lugares da Peninsula
Ibérica: B, substituiu B; nas provincias de Granada e Maaga; Bs substituiu B; em Fuengirola e o
variante B, na populacéo de Torrox (M aga) esta sendo substituido pelo B,y (Zurita et a. 1998).

A grande maioria dos elementos extras tem sua origem derivada dos cromossomos do
complemento normal. Em E. plorans, Lopez-Ledn et al. (1994), utilizando a técnica de hibridizacdo
in situ fluorescente (FISH) com duas sondas de sequéncias especificas de DNA (DNAr e DNAsat
180pb), sugeriram a provavel origem para esses elementos. Os resultados revelaram que o
cromossomo B, € composto de DNA repetitivo proximal e DNAr naregido distal. A ordem desses
dois tipos de sequéncias no B, € a mesma que no cromossomo X. Nenhum outro cromossomo €
semelhante. Por essa razdo, foi proposto que o variante B, provavelmente surgiu a partir do
cromossomo X, perdendo toda a regido eucromética e tendo as duas sequéncias posteriormente
amplificadas.

Por outro lado, Cabrero et al.(2003a) analisando a localizacdo cromossdmica de trés
marcadores moleculares (DNAr 45S, DNAr5S, e DNAsat 180 pb) identificaram que o cromossomo
B tem origem diferente dependendo da localizagdo da populagdo natura em estudo. Segundo os
autores, os cromossomos B das populagdes ocidentais (Espanha e Marrocos) séo provavel mente
derivados da regido paracentromérica do cromossomo X, por dois motivos: 1- Todos o0s espécimes
estudados dessas popul agdes apresentaram cromossomos X e B com sequéncias de DNAsat e DNAr
45S localizados exatamente na mesma ordem relativa ao centromero; e, 2- Ambos, X e B, ndo
apresentaram sequéncias de DNAr 5S. Por outro lado, em populaces orientais (Caucaso), o
cromossomo B teria provavelmente derivado do autossomo Pi;, pois em ambos foi possivel
visualizar os trés marcadores moleculares. Esses dados resultaram na hipétese de que os

cromossomos B em E. plorans teriam tido uma origem multiregional.
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Considerando a provavel origem intraespecifica dos elementos supernumerarios em
E.plorans, Teruel et al.(2009a) testaram a hipotese de origem do B a partir do cromossomo X,
através da técnica de microdisseccdo com subsequente pintura cromossdmica. A microdisseccdo do
X e do By, foi feita utilizando células em dipl6teno, com posterior amplificagdo dos produtos. A
pintura cromossdmica confirmou observagdes prévias de que estes cromossomos (X e B) possuem
sequéncias de DNA repetitivo, especialmente DNAr 45S e DNAsat180pb. Entretanto, as sondas
desses cromossomos também evidenciaram as regifes proximais de varios autossomos indicando
gue eles também contém as sequéncias de DNA do X e B. Esses resultados, portanto, ndo gjudaram
aconfirmar se 0s cromossomos B séo derivados do cromossomo X ou de um ou mais autossomos.

Ouitras espécies com diversidade numérica de Bs também tem sido descritas, € 0 caso de
Podisma sapporensis sapporensis que possui sete morfotipos de cromossomo B, identificados com
base no tamanho, morfologia e padréo de bandeamento C. Outra subespécie P. s. krylonensis
apresenta um unico morfotipo. Este cromossomo € de tamanho médio, acrocéntrico e diferente dos
sete morfotipos observados em P. s. sapporensis (Bugrov et a., 2004).

O gafanhoto Arcyptera fusca é uma das espécies que apresenta polimorfismo numeérico para
0 mesmo tipo de cromossomo B. Lépez-Ferndndez e Gosalvez (1983) andisando diferentes
populacdes identificaram um cromossomo B similar em tamanho e forma aos menores membros do
cariétipo, que variou entre 0 e 4, sendo 2 0 nimero mais comumente encontrado nos foliculos. Os
individuos portadores do B apenas mostraram variacdo numerica interfolicular. A variacéo
observada foi resultado de ndo-disuncdo do cromossomo B durante a pré-meiose, ocasionando a
acumulagdo nas células da linhagem germinativa. Em Locusta migratoria o mecanismo de
acumulacdo, que resulta na variagdo numerica de cromossomos B, também est4 baseado na néo-
disuncéo preferencial do B na linhagem germinativa durante o desenvolvimento (Pardo et al.,
1995; Castro et al., 1998)

Teruel et al. (2009b) descreveram os primeiros dados sobre a composicdo molecular dos
cromossomos B em Locusta migratoria, através da técnica de microdissecacdo do cromossomo B e
X, seguida da técnica de pintura cromossomica. Os resultados mostraram que 0 cromossomo B
possui pelo menos dois tipos de sequéncias de DNA repetitivo comuns aos cromossomos do
complemento padrado, sugerindo gue a origem do B nessa espécie surgiu intraespecificamente. Uma
dessas sequéncias estd no cromossomo B, localizada na metade distal heterocromética deste
Cromossomo e naregido pericentromeérica de quase todos 0s cromossomos A e também no X. Outro
tipo de sequéncia repetitiva foi localizada nas regiGes eucromaticas ndo-centromeéricas de todos os

cromossomos do complemento e na parte intersticial da eucromatina proximal do cromossomo B.
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Contudo, a pintura cromossdmica ndo foi suficiente para confirmar, nessa espécie, qua
cromossomo do cari6tipo deu origem ao B.

Para a regido Neotropical, polimorfismos de cromossomos B estdo bem representados entre
os gafanhotos do género Dichroplus. Estudos cariotipicos nas espécies D. pratensis e D. elongatus
mostraram comportamento instavel desse elemento durante o ciclo celular (Bidau, 1987; Clemente
et a., 1994; Remis e Vilardi, 2004). Dichroplus elongatus se destaca pela presenca de
polimorfismos para a heterocromatina congtitutiva na forma de segmento extra e também
cromossomo B. Este Ultimo apresenta morfologia acrocéntrica sendo um pouco maior que o0 menor
par do complemento. As populagdes com cromossomo B apresentaram variacdo numéricade 0 a 6
devido a ocorréncia de mecanismos de acumulacéo durante a mitose e a meiose (Remis e Vilardi,
2004). Por outro lado, em D. pratensis o polimorfismo foi menos intenso, com o0 nimero de Bs
variando de 0 a 4 nos folicul os testiculares de individuos analisados (Bidau, 1987).

Uma categoria de cromossomos B que merece destaque quanto a morfologia sdo os
isocromossomos. Esses elementos correspondem a cromossomos metacéntricos que tendem a
formar quiasmas entre os bragos, assumindo uma estrutura em anel. Acredita-se que sgam
provenientes de um erro na diguncgdo dos centrdmeros de cromossomos B acro ou telocéntricos
resultando na formagdo de um cromossomo metacéntrico monocéntrico. Duas especies
apresentaram elementos supernumerarios com essa caracteristica: Euplectrotettix shultzi e E.
conspersus (Vilardi, 1986a), cujos Cromossomos extras apresentaram caracteristicas muito
similares, sugerindo um ancestral comum antes da separacdo dos taxons.

Na espécie Metaleptea brevicornis adspersa, a formacdo da estrutura em anel do
isocromossomo B foi observada em quase todas as células analisadas, desfazendo-se apenas na
anafase | (Bidau, 1986). Posteriormente, Pastori e Bidau (1994) observaram que a conformacdo da
estrutura em anel observada era mantida por quiasmas gque ocorriam dentro de regides eucromaticas
localizadas nas extremidades do braco cromossomico. Grieco e Bidau (2000) analisando o
comportamento meiotico desse isocromossomo B observaram a natureza dicéntrica desse elemento
e propuseram duas hipoéteses para sua origem: A primeira sugere a ocorréncia de um mecanismo de
trang ocacao envolvendo dois cromossomos B ancestrais acrocéntricos e a segunda seria a producéo
de uma mudancga tipo U entre cromatides irm&s de um cromossomo acrocéntrico. Essas mudancas
tipo U surgiriam a partir de crossing-over anormais que poderiam ter ocorrido entre homologos ou
cromatides irmas. Foi sugerido que a ocorréncia desse evento entre as cromatides irmas dentro de
um braco curto de um acrocéntrico teria como resultado um isocromossomo dicéntrico mais um

pequeno fragmento acéntrico.
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Rammathocerus é um género também encontrado na Regido Neotropical constituido por 13
espécies. Analises comparativas de sitios de DNAr em apenas quatro espécies desse género (R.
brasiliensis, R. palustris, R. bruneri, R pictus) identificaram a existéncia do cromossomo B apenas
em R. brasiliensis (Loreto et al. 2008a), onde posteriormente foi observado um Unico morfotipo de
cromossomo B, semelhante ao cromossomo X em tamanho, forma e heteropicnose (Loreto et al.,
2008b).

A familia Romaleidae apresenta poucos casos de polimorfismos para cromossomos B
descritos na literatura. Provavelmente, devido ao fato de ndo ser extensivamente investigada. Os
dois Unicos exemplos sdo Zoniopoda tarsata (Vilardi, 1986b), com dois morfotipos de Bs; suas
diferencas morfolégicas sugerem que a origem desses elementos tenha ocorrido
independentemente. E, a outra espécie,com ampla distribuicdo na regido Nordeste do Brasil,
éXyleus angulatus(= Xyleus discoideus angulatus) (Souza e Kido, 1995), cujas fémeas apresentaram

uma variagdo de 1 a 2 cromossomos extras em suas células.

2.3 EFEITOS DOS CROMOSSOMOS B EM GAFANHOTOS

Embora a maioria dos cromossomos B descritos na literatura sga de natureza
heterocromatica, eles ndo sdo elementos geneticamente inertes. Sua ocorréncia no caridtipo de
certos individuos pode acarretar alteraces tanto em tragos morfol 6gicos quanto em uma variedade
de processos celulares e fisiol 6gicos (Jones e Rees, 1982; Camacho, 2005).

Em gafanhotos, a presenca de cromossomos B raramente produz consequéncias sobre os
caracteres exofenotipicos. Entre estes poucos exemplos, Jones e Rees (1982) relataram que a
presenca de cromossomo B em Camnulla pellucida acarretou na diminui¢éo no tamanho do fémur
em individuos machos. Avariagdo do nimero de Bs também pode influenciar diferencialmente
algumas caracteristicas morfologicas. A andlise de cruzamentos controlados em Locusta migratoria
mostrou que em proles cujos parentais apresentavam mais de um cromossomo B, principal mente as
fémeas, havia ateragOes |levemente significativas em alguns caracteres observados, como tamanho
do corpo, quando comparada com parentais possuindo apenas um cromossomo B (Castro et al.,
1998).

Por outro lado, esses elementos frequentemente afetam processos ou caracteristicas
associadas com a eficacia biolégica de individuos portadores, tais como vigor, fertilidade e

fecundidade (Camacho et al., 2000). A influéncia de cromossomo B pode derivar ou de sua simples
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presenca no cariotipo, resultando, por exemplo, na producdo anormal de espermétides e alteracdes
na frequéncia e distribuicdo de quiasmas (Bidau, 1987), ou da atividade de genes presentes neles,
principalmente genes ribossomais. Cabrero et al.(1986) observaram que a fusdo entre o0s
cromossomos G; e B, do gafanhoto E. plorans ativou uma RON latente localizada na porgéo distal
do brago longo do elemento extra. A ativagdo da RON latente resultou na reducéo da atividade das
RONs dos hivalentes Py e Py, provavelmente por efeito de competicdo entre elas. Além disso,
machos com 1B mostraram um aumento da atividade das RONs no bivalente P;; e no X.

Um dos aspectos endofenotipicos mais afetados pela ocorréncia de cromossomos B é a
elevada frequéncia de espermétides anormais com consequente reducdo da fertilidade. Dichroplus
pratensis apresentou espermatides que foram classificadas, de acordo com o tamanho e nimero de
centriolos adjuntos (CAs), em trés tiposs N (norma e hapléide, com 1 CA), Mp
(macroespermatides, com 2 ou mais CAs) e m (microespermatide sem nenhum CA). Diferentes
individuos analisados dessa espécie apresentaram variagdo inter e intrafolicular no nimero de
cromossomos B, aumentando a producdo de espermatides anormais, principalmente as
macroespermatides, sendo o efeito mais acentuado em individuos portadores de foliculos com
grande numero de cromomossos B (Bidau, 1987).

Estudos recentes tém mostrado que o cromossomo B4 em E. plorans também influenciou na
producdo de espermatides anormais. Segundo Teruel et al. (2009c) foram observados os trés tipos
de espermétides, através da impregnacdo com nitrato de prata, que evidencia os centriol os adjuntos,
(macroespermatides, microespermétides e espermétides normais) em individuos machos
apresentando ou ndo o cromossomo B. Os resultados revelaram que individuos com cromossomo B
produzem, estatisticamente, mais espermatides anormais do que individuos OB. Além do mais,
individuos contendo um numero impar de Bs (1lou 3) apresentaram frequéncia de espermatides
anormais maior (macroespermatides 2,64% e microespermatide 0,93%) do que o grupo de
individuos contendo um nimero par (0 ou 2) (macroespermatides 1,07% e microespermétide
0,32%).

Outro efeito bastante observado em muitas espécies € a adteracdo da frequéncia e
distribuicdo de quiasmas dos cromossomos A. Na maioria dos casos, 0 cromossomo B acarreta o
aumento total da freqguéncia de quiasmas. A andlise de cromossomos B
emCylindrotettixobscurusmostrou dois Bs, sendo um de tamanho pequeno, telocéntrico e
mitoticamente instavel (B') e outro, um isocromossomo, de tamanho médio, submetacéntrico e
estavel (B'). Ambos os tipos de B em C. obscurus aumentaram de forma significativa a producéo de
espermétides anormais (Confalonieri e Bidau, 1986). Posteriormente, Colombo (1989) analisou a

frequéncia de quiasmas de C. obscurus visando detectar os efeitos dos dois morfotipos de B no
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processo de recombinacdo. Os resultados revelaram que o B' exerce uma maior influéncia na
frequénciatotal de quiasmas quando comparado com o B'.

Remis (1989) analisando individuos da espécie Amblytropidia australis, coletados na
provincia Entre Rios, Argentina, detectou a presenca de cromossomos Bs telocéntricos e
mitoticamente instaveis. A frequéncia de quiasma total e intersticial dos cromossomos A foram
comparadas entre individuos com e sem B para determinar a influéncia do elemento extra sobre
oprocesso de recombinacao. Os resultados indicaram que apenas a frequéncia intersticial foi afetada
pela presenca do cromossomo B, sugerindo que esses elementos acarretaram um aumento da
recombinagéo génica. Por outro lado, a frequéncia e distribui¢cdo de quiasmas podem permanecer
sem mudancas significativas mesmo com a presenca de Bs. 1sso ocorreu com diferentes individuos
analisados de Locusta migratoria das popul acfes de Gabias e Padul, Espanha (Viseras et al., 1988).

A producdo anormal de espermétides e a frequéncia e distribuicdo de quiasmas ndo sdo as
Unicas caracteristicas endofenotipicas afetadas pelo cromossomo B. Hewitt (1976) comparou 0
desenvolvimento embrionério padréo e o indice mitético de individuos 0B, 1B e 2B do gafanhoto
Myrmeleotettix maculatus durante a pré e pés-digpausa. A influéncia de um Unico cromossomo B
néo foi significativa. Entretanto, individuos com 2B apresentaram alteraces no desenvolvimento de
embrides machos durante o periodo de pré-diapausa, afetando a sua habilidade de sobrevivéncia.
AlteracOes cromossdmicas, tais como polissomias e aneuploidias, derivadas da presenca do B em
embrides, também foram observadas. Martin et al.(1996) utilizando individuos machos e fémeas do
gafanhoto E. ploransem cruzamentos controlados, obtiveram indicios prejudiciais da ocorréncia do
B sobre 0 sucesso reprodutivo. Embora os efeitos ndo sejam extremos, individuos com cromossomo
B apresentaram uma clara tendéncia de reducdo no nimero de cruzamentos, além de um atraso na
ocorréncia do primeiro cruzamento, ou seja, demoraram mais para alcancar a maturidade sexual,
provavelmente devido ao declinio do vigor ocasionado pelo elemento extra. Entretanto, individuos
portadores do cromossomo By, na populacdo de Algarrobo (Maaga, Espanha) ndo apresentaram
efeitos prejudiciais no tamanho da ninhada (nimero de ovos por postura), viabilidade do embrido e,
principamente, fertilidade dos Ovulos, componente mais sensivel ao parasitismo do B nessa
espécie. Possivelmente, a auséncia de efeitos seria devido a baixa viruléncia desse variante no

cariétipo dos portadores (Manrique-Poyato et a., 2006).
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3 HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

3.1 CONSIDERACOES GERAIS

A hibridizacgo in situ (ISH) € um método que permite localizar sequéncias de acidos
nucléicos (DNA e RNA) no citoplasma, organelas, cromossomos ou hicleo em organismos
eucariotas. Essa técnica foi introduzida por Gall e Pardue (1969) que, utilizando sondas de RNA
marcadas radiotivamente, localizaram sequéncias especificas de DNA no anfibio Xenopus laevis.
As primeiras hibridizaces in situ foram realizadas com a utilizacdo de sondas marcadas com
radioisOtopos. Entretanto, certas desvantagens causadas por esse tipo de marcagdo, como a
instabilidade das moléculas radioativas, limitada resolucdo, longos periodos de exposicdo
requeridos para a obtencéo das radiografias e os riscos associados a radioatividade, impulsionaram
0 desenvolvimento de técnicas mais seguras e vantgjosas (Levsky e Singer, 2003).

Métodos ndo-isotopicos foram desenvolvidos buscando o aprimoramento da técnica de
hibridizacgo, dentre eles destaca-se 0 uso de sondas marcadas por fluorocromos, de modo que a
localizagcdo da molécula-alvo (DNA ou RNA) hibridizada com a sonda € feita através de um
microscopio equipado com luz ultravioleta e jogo de filtros adequados. A partir de entdo, essa
técnica ficou conhecida como Hibridizagdo in situ Fluorescente (FISH) (Langer-Safer et a., 1982;
Pinkel et al., 1986).

Dependendo da forma como ocorre a marcagao da sonda na FISH, duas metodologias tém
sido utilizadas: na marcacdo direta, nucleotideos da sonda séo ligados diretamente a fluorocromos,
enquanto naindireta, os nucleotideos sdo acoplados a uma molécula marcadora (mais comumente a
biotina e a digoxigenina), a qual é posteriormente detectada por outra molécula (anticorpo contra a
mol écula marcadora) conjugada a um fluorocromo (Schwarzacher e Heslop-Harrison, 2001).

A metodologia da FISH requer, portanto, uma sonda particular, a qual, apds varias etapas
(marcacdo, hibridizacdo e deteccdo), servira para informar sobre a ocorréncia e localizacdo do
DNA-alvo (ou RNA-alvo) no material citolégico em estudo. As sondas podem ser sequéncias
teloméricas e centroméricas, genes ribossomais 45S e 5S, DNA atamente repetitivo ou satélite,
genes de copia Unica, segmentos cromossomicos, bragos cromossdmicos, Cromossomos inteiros,
assim como o genomatotal (Schwarzacher, 2003).

A FISH tem sido empregada na busca de informagbes que possibilitem a correta

interpretacdo de rearranjos cromossomicos, na identificagdo de segmentos ou cromossomos, tanto
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homdlogos como homedlogos, ho mapeamento génico e na determinacdo dos grupos de ligacéo,
assim como na obtencdo de subsidios para o conhecimento da estrutura, funcéo, evolucéo e
organizacdo molecular da cromatina e dos cromossomos, dentre muitos outros objetivos (Trask,
1991, Schwarzarcher e Heslop-Harrison, 2000; Levsky e Singer, 2003).

Na citogenética, a FISH também tem sido amplamente utilizada para melhorar a
caracterizacdo do caridtipo, com deteccdo de marcadores citologicos através da localizacdo
cromossdmica de sequéncias de DNA de uma grande variedade de espécies. Entre as principais
sequéncias estudadas, particularmente em gafanhotos, destacam-se 0 DNA repetitivo, que inclui o
DNA ribossomal e o DNA satélite (LOpez-Lebn et al., 1999; Cabrero et al., 2003a; Abdelaziz et al.,
2007).

3.2 GENES RIBOSSOMAIS: 18S e 5S

A estrutura dos genes ribossomais é bastante conservada e pode ser encontrada em todos os
eucariotas organizada em duas familias multigénicas, compostas por unidades repetidas em tandem:
0 DNAr 45S e 0 5S (Sumner, 2003). A classe maior do RNA ribossdmico esta organizada em
clusters repetidos em tandem contendo os genes 18S, 5,8S e 28S. Os genes sdo separados por varios
espacadores denominados NTS (espacadores ndo-transcritos) e ITS1 e ITS2 (espacadores internos
transcritos). Os NTS separam as unidades repetidas vizinhas; o I TS1 esté localizado entre as regifes
codificantes 18S e 5,8S; ITS2 esta situado entre os genes 5,8S e 28S (Figura 4) (Sumner, 2003;
Raska et a., 2004). Esses genes sd0 transcritos a partir de uma grande unidade precursora,
denominada 45S, que sO apOs eventos pos-transcricionais origina essas moléculas de RNAr
maduras (Weider et a., 2005). Esses repeats ribossdmicos estdo agrupados em sitios
cromossdmicos, presentes geralmente em um ou mais cromossomos, que correspondem as regides
organizadoras de nucléolos (RONSs), responsaveis pela formacdo de nucléolo e sintese de

ribossomos.
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Figura 4: Estrutura bésica dos genes que codificam 0 RNAr 45S (DNAr) em eucariota. Uma Unica unidade do repeat
(mais a porcéo adjacente do outro repeat) é mostrada. A regido do espaco intergénico também pode ser visuaizada
(azul) (Raska et al., 2004).

A classe menor do RNA ribossdmico compreende o gene 5S que pode ser agrupado em
simples ou multiplos sitios dentro do genoma. Em eucariotas inferiores podem ser encontrados
interespacados com outros genes multicdpias, incluindo o DNAr 45S. Nos eucariotas superiores
genes 5S e 45S frequentemente estdo em diferentes areas dentro do genoma, porém também podem
ser visualizados co-localizados em um mesmo cromossomo (Drouim e Monez de Sa, 1995; Sumner
2003). Os sitios de DNAr 5S ndo sdo encontrados nas RONS, diferente do DNAr 45S.

Tradicionamente, a técnica de impregnacdo com nitrato de prata (AgNOs) tem sido usada
como um simples e confidvel método para identificar alocalizagdo das RONs ativas na intérfase ou
em cromossomos mitéticos e meidticos. Porém, essa técnica € limitada por identificar apenas as
RONSs que estiveram previamente ativas na transcricdo do RNAr. Por outro lado, a FISH utilizando
sondas ribossdmicas combinada com a impregnacdo AgNO; tem permitido o estudo mais preciso
das RONs identificando a atividade e localizac&o das sequéncias ribossomais 45S (Sumner, 2003).

Em gafanhotos da regido Neotropical, estudos das regifes organizadoras de nucléolos
utilizando a FISH e mais amplamente a impregnacdo com AgNO; tém contribuido de forma
significativa para a caracterizacdo deste marcador cromossomico em diferentes espécies. Moura et
al. (1996) descreveram o padrdo de distribuicdo de RONs em espermatdcitos de diferentes espécies
da familia Proscopiidae, considerada um grupo relativamente antigo, cujos representantes sdo bem
diferentes quando comparados cito e morfologicamente com as familias Romaleidae e Acrididae.

33



Os resultados indicaram que, embora a impregnacdo com AgNO; das trés espécies estudadas
(Tetanorhynchus silvai, Scleratoscopia protopeirae e S. spinosa) revelassem remanescentes
nucleolares, ndo foi possivel identificar em quais cromossomos a RON estava localizada,
provavelmente devido ao nivel de condensagdo cromossdomica. Em S. protopeirae e T. silvai foram
observadas duas massas nucleolares em 50% das células analisadas, sugerindo a existéncia de no
minimo dois nucléolos, sendo um deles associado ao cromossomo X. Diferentemente dessas
espécies, a impregnacdo com AgNO; revelou facilmente as RONs do proscopiideo Stiphra
robustanaregido intersticial dos pares autossdmicos 6, 7 e 8 (Souza e Moura, 2000).

Mais recentemente, a técnica de FISH foi empregada nessas espécies com 0 objetivo de
mapear os sitios de DNAr (45S e 5S), além da histona H3. A utilizacdo de sonda 18S mostrou a
presenca de sitios em dois bivalentes (pares6 e 7) de S. robusta e T. silvai, enquanto que nas duas
espécies do género Scleratoscopia (S. protopeirae e S. spinosa) estava restrito ao par 7. Diferencas
guanto a sua localizacdo também foram observadas. Em S. robusta o sitio tem localizagdo
intersticial nos cromossomos portadores, enquanto que nas demais espécies o sitio estava localizado
na regido pericentromérica. O sitio 18S encontrado no bivalente 7 (presente nas quatro espécies
analisadas) provavelmente deve indicar a localizacdo cromossOomica ancestral para esse gene em
Proscopiidae. O segundo sitio observado em S. robusta e T. silvai (bivalente 6) representa uma
condicdo derivada surgida a partir de determinados rearranjos cromossomicos. A diferenca na
localizag&o do sitio 18S em S. robusta também foi decorrente de rearranjos, mais precisamente de
uma inversdo paracéntrica ndo acompanhada de mudancas na morfologia cromossomica(Cabral-de-
Méello et al., 2011). Adicionamente, comparando com os dados de AgNOs previamente obtidos por
Souza e Moura (2000), Cabral-de-Mello et al. (2011) observaram um provavel polimorfismo inter
ou intrapopulacional quanto ao nimero e localizacéo dos sitios de DNAr de S. robusta.

A andlise de distribuicdo das RONs também tem sido utilizada em representantes da familia
Romaleidae, estando restrita a poucos géneros. Em Xestotrachelus robustus a impregnagdo com
AgNO; e a FISH revelaram um Unico sitio de RNAr 45S localizado na regido pericentromérica do
bivalente M5 (Souza et a., 2003). As espécies Chromacris nuptialis e C. speciosa, por sua vez,
apresentaram uma RON localizada no bivalente Mg. Em C. nuptialis esse sitio foi presente na
regido pericentromérica, enquanto que em C. speciosa o0 sitio mostrou localizagdo proximal. Foi
sugerido que a diferenca observada quanto a posi¢do do sitio sgja resultado de eventos, tais como
inversdo paracéntrica, amplificacdo da heterocromatina ou crossing-over desigual, que podem ter
levado a modificagdo da posicdo do sitio, que era originamente pericéntrica, para a localizagéo

proximal em C. speciosa (Loreto et al., 2005).
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Polimorfismos quanto ao nimero de sitios de RNAr 45S sdo incomuns em romal eideos
neotropicais. O unico registro dessa variabilidade foi observado no gafanhoto Xyleus discoideus
angulatus.Souza et al. (1998), utilizando sonda ribossdmica (pTarl), detectaram para a espécie
sitios de DNAr 45S localizados nas regifes proximais dos bivalentes Gz, M4 e cromossomo X,
coincidindo com as RONs identificadas pela AgNOs. Porém estudo recente (Loreto et a., 2008b)
mostrou, através da utilizacdo da mesma sonda ribossdmica, resultados diferentes. os sitios de
DNATr estavam presentes apenas no bivalente G; e no cromossomo X. A natureza dessa variagao
permanece incerta, sendo necessérios mais estudos com a finalidade de elucidar essa questéo.

A andlise de distribuicio das RONSs utilizando apenas AgNO; sd0 mais comuns.
Radacridium nordestinum e R. mariajoseae apresentaram apenas uma RON ativa, porém diferiram
guanto aos cromossomos portadores. Na primeira espécie o remanescente nucleolar foi localizado
naregido intersticial do par G,, e na segunda, na regido proximal do cromossomo X (Rocha et a.,
1997). Em Phaeoparia megacephala também foi observada uma Unica RON, porém com
localizag&o naregido proximal do bivalente Mg (Pereira e Souza, 2000).

Outros acridideos neotropicais, também foram analisados apenas com impregnacao
comAgNOs. E 0 caso dos leptysmineos Cornops aquaticum, C. frenatum frenatum, Stenacris
xanthochlora, Tucayaca parvula e Stenopola dorsalis. As quatro primeiras espécies apresentaram
trés RONSs localizadas apenas nos autossomos, as duas espécies do género Cornops apresentaram
RONs nos mesmos hivalentes (M3, Ms e Pg), enquanto T. parvula e S. xanthochlora apresentaram
os sitios ribossomais localizados nos pares Mg, Py e Pio. Por outro lado,S. dorsalis apresentou
apenas duas RONSs, encontradas nos bivalentes Ms e Mg (Rocha et a, 2004). Belosacris
coccineipes, por sua vez, apresentou trés RONs localizadas nas regides pericentroméricas dos
bivalentes Py, Pio € P11 (Loreto e Souza, 2000).

As espécies Schistocerca pallens e S. flavofasciata também tiveram seu padréo e
distribuicdo de RONs identificados. Segundo Souza e Melo (2007), a impregnacéo com AgNOs
mostrou que em S. flavofasciata existe uma RON na regido intersticial do bivalente Ms, enquanto
gue em S. pallens foram localizadas RONs nos bivalentes Ms e Mg. A FISH, com sondas
ribossdmicas 45S, foi utilizada em S. pallens revelando sitios nos pares Ms e Mg coincidindo com
os resultados encontrados com a técnica de AgNOs.

Loreto et al.(2008a) descreveram o padrdo de distribuicdo de RONs em cinco espécies. A
impregnacdo com AgNO; revelou RONSs ativas apenas na regido pericentromérica do bivalente Py
em Rhammatocerus brunneri, R. palustri, R. pictus e Ambytripidia sp. Contudo, em R. brasiliensis
foi detectado RONs nas regifes pericentroméricas dos autossomos M4 e Mg adém do Py. A FISH

com a sonda ribossdmica pTarl, permitiu mapear todos os sitios de DNAr. Nas cinco espécies
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analisadas, a FISH confirmou RONSs ativas visualizadas com AgNOs: Py em todas as espécies e
sitios adicionais em M4 e Mg em R. brasiliensis.

Espécies de gafanhotos ocorrentes no Velho Mundo também tém sido estudadas através da
técnica de FISH, especialmente para 0 mapeamento cromossdomico de genes ribossomais 45S.
Stauroderus scalaris destaca-se por apresentar 0 maior nimero de RONs silenciosas descritas na
literatura. A impregnacdo com AgNOs identificou a presenca de uma unica RON ativa na regiéo
pericentromérica do autossomo Gz (Cabrero e Camacho, 1986; LoOpez-Ledn et al., 1999).
Posteriormente, 0 uso da FISH, com sonda 45S, revelou que os sitios de DNAr estavam associados
a heterocromatina da regido pericentromérica de todos os cromossomos do complemento. Embora a
marcacdo mais intensa tenha correspondido a RON localizada no bivalente Gz. A inatividade da
maioria das sequéncias ribossomais sugeriu a presenca de um alto nimero de copias de gene RNAr
inativas nos blocos de HC pericentroméricos. Foi proposto que esta inatividade baseia-se na
hipotese de que a ativagdo das RONSs é realizada sequencialmente em ordem de tamanho. Neste
caso, 0 cromossomo Gj teria a capacidade de fornecer RNAr suficiente para a demanda celular
nesta espécie (LOpez-Lebdn et al., 1999).

Padrdes de distribuicdo de RONs também foram utilizados para caracterizar duas espécies
do género Chorthippus: C. brunneus e C. jacobsi. A impregnagdo com AgNOs; mostrou quatro
RONs ativas em ambas as espécies, localizadas proximas ao centrbmero do brago curto dos
autossomos G, e Gs. Contudo, através da FISH foi observado que, além dos 4 sitios presentes nas
duas espécies, C. brunneus apresentou sequéncias adicionais de DNAr em um pegueno sitio
presente na extremidade distal do cromossomo X ndo evidenciado pela técnica de AgNOs. Duas
hipoteses foram propostas para explicar a inatividade dessas sequéncias de DNAr, localizadas no
cromossomo X: 1. A ocorréncia de silenciamento dessa RON ancestral; 2. A transposicéo de genes
ribossomais ndo funcionais de autossomos para o cromossomo X (Bridle et a., 2002). Estudos
semel hantes também descreveram sitios ribossdmicos nos pares G, e Gz em duas outras espécies de
Chorthippus: Chorthippus parallelus e C. erythropus. Tanto a impregnacdo com AgNO; quanto a
técnica de FISH detectaram ndo apenas os bivalentes G, e Gz como portadores da RON, mas
também a porcdo distal do cromossomo X das duas espécies estudadas (Gosdlvez et al., 1988; Bella
et a., 1990, 2007).

Apesar do alto grau de conservacao cariotipica encontrado em gafanhotos, especialmente na
superfamilia Acridoidea, os sitios cromossdomicos contendo DNAr 45S apresentam grande
variabilidade quanto a distribui¢do e nimero. Cabrero e Camacho (2008) analisaram a expressao e
localizagdo cromossdmica do DNAr 45S em 49 espécies, divididas em seis subfamilias. O nimero

de cromossomos apresentando as sequéncias de DNAr variou de um a dez enquanto que a
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localizagdo cromossdomica mais comum, cerca de 52,4% dos loci de DNAr, estavam na regiao
proximal do centrdmero. As duas subfamilias mais representativas foram Gomphocerinae e
Oedipodinae. Os cromossomos 2, 3 e X foram especiamente frequentes como portadores do sitio
de DNAr nas espécies com 2n=17,X0 de Gomphocerinae, enquanto 0s cromossomos 6 e 9 foram
mais comuns em Oedipodinae. Esse padréo encontrado na maioria das espécies de cada subfamilia
representa uma localizacdo consensual de DNAr em um ancestral para Gomphocerinae e outro para
Oedipodinae. Esses dados corroboraram com estudos prévios utilizando a localizacéo das regibes
organizadoras de nucléolos ativas através da impregnacdo com nitrato de prata.

A variagdo intra e interespecifica na localizagdo do DNAr 45S observada em genomas dos
gafanhotos poderia ser explicada por no minimo trés diferentes mecanismos. 1. Rearranjos
cromossdmicos estruturais, tais como translocacdes ou inversdes; 2. Recombinacdo ectopica. Esta
hipbtese sugere um ato nimero de loci de DNAr em espécies com DNAr terminais, permitindo
rearranjos de DNAr sem efeitos deletérios a outros loci; 3. Transposicdo de poucos repeats para
novas regides no mesmo ou em diferentes cromossomos, amplificacdes desse novo pegueno loci e
delecdo do loci maior original (Cabrero e Camacho, 2008).

A variabilidade no nimero e localizagdo de sequéncias ribossomais vistas entre espécies do
mesmo género pode ser evidenciada para géneros de uma mesma subfamilia, como mostra o
trabalho de Cabrero et al.(2003b). Neste estudo, os autores compararam a localizacdo das
sequéncias de DNAT entre cinco representantes de gafanhotos da subfamilia Eyprepocnemidinae. O
nimero de bivalentes portando a sequéncia foi variavel. Os sitios foram vistos no par Py em
Thisoicetrinus pterostichus, Py e P;o em Eyprepocnemis unicolor, Mg e P;; em Heteracris adspersa,
Po, P1p € P11 em Shirakiacris shirakii e Py e Py; para E. plorans da regido dos Caucasos. Esses
resultados sugeriram gue o numero de sitios de DNAr ancestral em Eyprepocnemidinae foi restrito
entre um a trés dos quatros menores autossomos do complemento (Mg-Pp1). O cluster mais
conservado estaria localizado no cromossomo Py, presente em quatro das cinco espécies analisadas.
Andlises cariotipicas prévias mostraram para essas espéecies que 0 cromossomo Py € megameérico.
Em um estudo sobre localizacdo cromossdmica de RONs em 21 espécies de gafanhotos, por meio
da impregnacdo com AgNOs(Rufas et a.1985), foi sugerido que cromossomos megamericos
possuem alocalizacgo cromossdmica ancestral da RON dentro dafamilia Acrididae.

A variacdo inter-individual no nimero e na localizagcdo de sequéncias 45S também pode ser
observada. Estudos empregando FISH detectaram variabilidade de sitios em distintas popul agdes de
E. plorans. Bakkali et al., (2001), Cabrero et al.(2003a) e L épez-Ledn et a.(2008) identificaram que
as populagdes mais a leste (Caucaso) mostraram o DNAr restrito aos bivalentes (Pg € P11) e as oeste

(Espanha e Marrocos) na maioria dos cromossomos, incluindo o X. Recentemente, Abdelaziz et al.
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(2007) observaram que uma populacdo da Grécia da mesma espécie apresentou um numero
intermediario de sitios ribossdmicos (apenas quatro), localizados nos cromossomos Py, Py, P11 € X.
Segundo os autores, a alta variedade de DNAr dentro do genoma da espécie E. plorans, pode estar
associada a presenca de elementos moveis.

A andlise por FISH de segmentos supernumerarios, que contém RONS, tem mostrado
importantes resultados sobre a provavel origem dessa heterocromatina constitutiva extra. Em
Pyrgomorpha conica, o0 uso da FISH com sonda 45S, revelou sitios nas regides dos segmentos
supernumerarios presentes nos bivalentes Ms e Mg (Suja et a., 1993). Provavelmente, as RONs
presentes nos segmentos extras poderiam ter surgido por amplificacdo das regides organizadoras de
nucléolo originais (regido pericentromérica do Ms e Mg) e estariam silenciadas por metilagdo do
DNA, pois as mesmas ndo estavam marcadas pelo nitrato de prata. A localizagdo de um sitio de
DNAr no segmento supernumerario localizado distamente no bivalente Py de Oedipoda
fuscocincta deu suporte a hipétese de que este segmento poderia ter surgido a partir de uma
translocacéo da regido proximal do bivalente My, pois é neste Ultimo que esta localizada o Unico
sitio ativo de RON (Cabrero et al., 1998).

Estudos envolvendo a utilizacdo de sondas ribossdomicas 5S sdo escassos em gafanhotos.
Loreto et al.(2008a) utilizando sonda de DNAr 5S em Rhammatocerus brasiliensis identificaram
gue os sitios corresponderam a pequenos sinais nas regides pericentromeéricas dos autossomos G,
Gs, M5 e P13, dém de um sitio intersticial no Gz e um naregido pericentromérica do cromossomo B.
Esses resultados, juntamente com os dados de 45S, sugeriram que a origem do cromossomo B para
essa espécie provavelmente foi autossomica. Cabral-de-Mello et al. (2011) também utilizaram
sondas 5S em quatro espécies da familia Proscopiidae e identificaram um Unico sitio localizado no

Cromossomo 4.

3.3 FAMILIA MULTIGENICA: HISTONAS

As histonas formam um conjunto de pequenas proteinas encontradas em todos os
organi smos eucariotas. Essas proteinas participam de um importante papel na compactacdo do DNA
formando a estrutura basica do empacotamento, o nucleossomo. Além disso, as histonas também
participam do controle da regulacdo génica. Existem cinco tipos de histonas que podem ser
classificadas em dois grupos principais de acordo com a sua estrutura e fungdo: as histonas centrais

(H2A, H2B, H3 e H4) as quais formam complexos multiprotéicos e interagem com o DNA para
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formar o nucleossomo e a histona ligadora (H1) que se prende ao DNA unindo 0s nucleossomos
adjacentes (Sumner, 2003).

Os genes das histonas centrais e da ligadora estédo organizados em clusters contendo
algumas copias repetidas. Em invertebrados esses genes sdo encontrados em um arranjo em tandem
(Nei e Rooney, 2005). Por sua vez, em vertebrados o arranjo foi perdido e os genes podem ser
encontrados espacados pelo genoma (Thatcher e Gorovsky, 1994).Em geral, as sequéncias génicas
das histonas s80 conservadas dentro e entre espécies. As proteinas H3 e H4 sdo consideradas mais
conservadas evolutivamente e suas sequéncias de aminoacidos sdo praticamente idénticas em
distintos organismos. Desta forma, esses genes podem ser considerados marcadores cromossomicos
ideais para estudos de evolucdo cromossdmica (Zhang et a., 2007).

A localizacdo cromossdmica de genes de histonas através da técnica de FISH tem sido
pouco descrita e estudada. Alguns grupos de organismos tiveram essa localizagdo determinada,
entre eles humano, aguns roedores e invertebrados marinhos. Zhang et a. (2007), por exemplo,
determinaram a localizagdo do gene H3 em quatro espécies de moluscos (Chlamys farreri, C.
nobilis, Patinopecten yessoensis e Argopecten irradians). Os resultados mostraram diferencas em
termos da localizacdo, nimero e intensidade de sinal entre as espécies sugerindo a ocorréncia de
duplicacdo ou perda da sequéncia génica ao longo da evolucdo das espécies. Por sua vez, Eirin-
Lopez et a. (2004) estudando a localizagdo dos genes de histonas na espécie de molusco bivalve
Mytilus galloprovincialis observou que a localizac&o preferencial ocorreu na regido telomérica de
dois pares cromossomi cos.

Os estudos de FISH, em gafanhotos, utilizando sondas de gene de histonas séo escassos. O
primeiro trabalho foi de Cabrero et a. (2009) que analisaram alocalizagdo cromossdmica dos genes
das histonas H3 e H4 em 35 espécies de gafanhotos distribuidos em sete subfamilias de Acrididae.
A FISH redizada separadamente com os genes H3 e H4 mostrou que em todas as espécies
analisadas um unico sitio foi localizado em apenas um par autossdmico do cariétipo. Em vinte e
uma espécies, cujo cariétipo corresponde a 2n=23, X0, foi identificado que a maioria das espécies
apresentou 0 sitio na regido intersticial do bivalente 8. A excecdo foi observada em Pezotettix
giornae, que apesar do sitio estar no autossomo 8sua localizacdo foi na regido pericentromérica.Em
duas espécies de Eyprepocnemis cujas sequéncias de H3 e H4 estavam localizadas distalmente no
bivalente 2 e em Tropidopola graeca que também teve o sitio na por¢éo distal, porém estava
presente no bivalente 5. Todas as 14 espécies com 2n=17,X0 apresentaram 0s sitios de histonas na
porcdo intersticial do bragco curto do cromossomo 3. Para investigar se havia co-localizac8o desses
dois genes, foi realizado o duplo-FISH em 11 espécies escolhidas aleatoriamente. Os resultados

revelaram gue em todos 0s casos, ambos 0S genes estavam presentes N0 mesmo sitio cromossdmico,
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indicando uma grande conservacdo na localizagdo dos genes de histona em acridideos, aém de
fornecer importantes evidéncias da evolucdo cariotipica da subfamilia Gomphocerinae. Estudos
anteriores sobre a variagdo cromossdmica dessa subfamilia (Hewitt, 1979), identificaram a
ocorréncia de trés eventos de fusdes céntricas, que acarretaram em uma reducéo do nimero diploide
2n=23,X0 para 2n=17,X0. Portanto, Cabrero et al. (2009), a0 observarem a mesma localizagéo
intersticial do sitio H3-H4 em autossomos acrocéntricos de espécies 2n=23,X0 e autossomos
metacéntricos em espécies 2n=17,X0, sugeriram a existéncia de um ancestral comum antes do
rearranjo cromossomico (fusdes céntricas). Porém sdo necessarios estudos adicionais, utilizando
outros marcadores moleculares, para confirmar tal hipotese.

O uso da FISH para genes da histona H3 foi de fundamental importancia na determinacéo da
ancestralidade do cromossomo B no gafanhoto Locusta migratoria. Com o objetivo de aumentar o
conhecimento sobre o conteldo molecular e origem do cromossomo B, Teruel et a. (2010)
mapearam diversas sequéncias (DNAr 45S e 5S; DNA telomérico e genes de histona H3-H4) nos
cromossomos A e B. As andlises mostraram que os sitios de DNAr 45S estavam localizados nos
bivaentes 2, 6 e 9, enquanto que a sonda 5S identificou dois sitios na porcdo intersticial do
bivalente 3, dois sitios intersticiais no cromossomo 9 e apenas um na regido centromérica do
bivalente 11. A sonda de DNA telomérico hibridizou na porcéo termina de todos 0s cromossomos,
inclusive no B. Esses resultados indicaram que o cromossomo B néo deve ter origem a partir dos
cromossomos 2, 3, 6, 9 e 11. Por outro lado, a sonda H3 além de marcar o bivalente 8 na regido
intersticial, mostrou um sitio existente na por¢éo proxima do cromossomo B. O duplo-FISH
utilizando as sondas das histonas H3 e H4, revelou que ambas apresentaram co-localizagdo no
cromossomo 8 e no B. Esses resultados indicaram fortemente que o cromossomo B de L.
migratoria, apresenta uma ancestralidade autossomica (Teruel et a., 2010).

Para regido Neotropical, Cabral-de-Mello et al. (2011), utilizaram sondas de histona H3, em
guatro espécies de proscopiideos da América do Sul (Tetanorhynchus silvai, Scleratoscopia
protopeirae, Scleratoscopia spinosa e Stiphra robusta). Todas apresentaram um Unico sitio, que
também estava co-localizado com o gene 5S situado no cromossomo 4. Apenas em T. silvai 0s
sitios estavam presentes mais distantes do centrbmero, enguanto que nas demais espécies a
localizagdo foi pericentromérica. Foi sugerido que provavel mente o sitio formado pela histona H3 e
0 RNAr 5S represente uma condicdo ancestral existente entre os artrépodes no geral. Considerando
gue Proscopiidae € um grupo antigo em gafanhotos, a condicdo de associagao entre esses dois genes

poderia representar uma condicdo basal antes da diversificacdo dos gafanhotos.
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RESUMO

O gafanhoto Xyleus discoideus angulatus apresenta ampla distribui¢&o no Nordeste Brasileiro além
de polimorfismos para cromossomo B.No presente trabalho, foram analisados cromossomos
mei6ticos de diferentes populagdes de X. d. angulatus com a finalidade de avaliar a prevaléncia,
distribuicdo e influéncia do cromossomo B no processo meidtico dessa espécie, bem como mapear
cromossomicamente os sitios de DNAr 18S e das histonas H3 e H4. Os resultados obtidos
revelaram a presenca de um Unico cromossomo B, similar a0 X quanto ao tamanho, morfologia,
ciclo picnético e comportamento meiético, em 29 machos dos 402 exemplares estudados. Das 11
populagbes analisadas, oito apresentaram cromossomo B indicando uma ampla distribuicdo desse
elemento extra, provavelmente devido ao surgimento antigo desse polimorfismo. A presenca do
cromossomo B no caridtipo da espécie aumentou a producdo de espermatides anormais
(macroespermatides) em individuos da populacdo de Lagoa do Carro. Por sua vez, a técnica de

FISH revelou a existéncia de dois padrfes para os sitios do gene ribossdmico 18S, um com dois
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sitios, localizados na regido pericentromérica do bivalente Gz e cromossomo X e o outro padréo
com trés sitiospresentes nos bivalentes G; e M4 e cromossomo X, todos situados na regido
pericentromérica. Provavelmente, a variacdo observada no nimero de sitios de DNAr 18S sga
resultado de mecanismos de transl ocactes e transposi ¢oes, responsavei s pela dispersao da sequéncia
ribossdmica no genoma da espécie. A utilizagdo de sondas H3 e H4 revelaram a presenca de trés
sitios localizados nos bivalentes G,, M4 e cromossomo X. Esse resultado foi incomum quando
comparado com algumas espécies da Familia Acrididae e Proscopiidae. Rearanjos cromossdmicos

devem ter atuado, resultando nessa variagao observada.

INTRODUCAO

Além dos cromossomos encontrados no complemento normal, algumas espécies de
eucariotasapresentam elementos genéticos adicionais conhecidos como cromossomos B ou
supernumerdrios. Estes sdo caracterizados por um padrdo ndo-Mendeliano de heranca e pela
auséncia de homologia com os demais membros do complementocariotipico. Apesar de serem
constituidos geralmente por heterocromatina, ndo sdo elementos geneticamente inertes. A sua
presenca no cariétipo de alguns organismos pode alterar a frequéncia e distribuicdo de quiasmas,
producdo normal de espermatides, fertilidade e fecundidade. Em alguns casos, as caracteristicas
exofenotipicas também podem ser afetadas (Jones e Rees 1982; Camacho et al. 2000).

Quanto a origem desses elementos extras, duas hipoteses sdo propostas, na primeira, estudos
citolégicos e moleculares suportam a ideia de que muitos cromossomos B sdo resultados de
cromossomos do proprio complemento diploide (origem intraespecifica), surgidos através de
polissomias ou dos fragmentos céntricos gerados por rearranjos cromossomicos (Teruel et al.
2009a; Teruel et al. 2009b). A outra hipotese sugere que 0s cromossomos B podem ser derivados de
cromossomos A de espécies estreitamente relacionadas, como resultado de uma hibridizagdo

interespecifica (Perfectti e Werren 2001).
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No reino animal, cerca de 80% das espécies com Cromossomos supernumerarios sao
encontrados na Classe Insecta, principalmente nas ordens Coleoptera, Diptera e Orthoptera. Nesta
ultima ordem, a familia Acrididae, mais intensivamente investigada, apresenta maior nimero de
espécies com polimorfismo para esse elemento, enquanto que em Romaleidae este tipo de
cromossomo foi descrito apenas emZoniopoda tarsata e Xyleus angulatus(= Xyleus discoideus
angulatus) (Jones e Rees 1982; Vilardi 1986; Souza e Kido 1995; Camacho 2005).

Xyleus discoideus angulatus é uma espécie endémica do Nordeste brasileiro, queapresenta
polimorfismos para cromossomo B. Por apresentar uma ampla distribuicdo, ocorrendo em
diferentes ecossistemas, sendo mais comum a Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Carbonell,
2004), torna-se um importante organismo para estudos populacionais referentes ao elemento extra.
Seu caridtipo foi descrito primeiramente por Mesa et a. (1982), com numero diploide de
2n=23,X0/2n=24,X X. Posteriormente, técnicas classicas e moleculares de citogenética, tais como
bandeamento C, fluorocromos bases especificos (CMA3/DA/DAPI), impregnacdo com nitrato de
pratae FISH (DNAr 18S), foram utilizadas para andlise da heterocromatina e regifes organizadoras
de nucléolos (Souza e Silva-Filha 1993; Souza e Kido 1995; Souza et a. 1998; Loreto et al. 2008).

No presente trabalho, foram analisados cromossomos mei 6ticos de diferentes popul agdes de
X. d. angulatus com afinalidade de avaliar a prevaléncia, distribuicdo e influéncia do cromossomo
B no processo meidtico dessa espécie. Adicionalmente, foi determinado tanto a localizacdo dos
sitios de DNAr 18S, considerando as possiveis diferencas popul acionais existentes, quanto os sitios
de histonas H3/H4, sendo este Ultimo considerado um estudo inédito para a familia Romaleidae.
Ambas as andlises tiveram 0 objetivo de melhor compreender a dinamica evolutiva do cromossomo

B de X. d. angulatus frente as caracteristicas cariotipicas da espécie.
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MATERIAL E METODOS

Para o presente trabalho foram analisados 402 individuos machos do gafanhoto Xyleus
discoideus angulatus(Stal, 1873) coletados em 11 diferentes localidades do Estado de Pernambuco,
Brasil (Tabelal).

Os individuosmachos foram anestesiados com éter, para a retirada dos testiculos, sendo
esses fixados em etanol e acido acético (3:1). Para as andlises cromossdmicas as laminas foram
preparadas utilizando a técnica classica de esmagamento de foliculos testiculares. Aquelas
utilizadas para coloracéo convenciona foram coradas com orceina lacto-acética 2%, enquanto que
as usadas para impregnacdo com AgNO; e FISH foram preparadas com adicdo de uma gota de
&cido acético a 45%. As laminas sem corante foram cobertas com laminulas e imersas em

nitrogénio liquido.

Analise e prevaléncia do cromossomo B

A andlise cromossdmica e identificagdo de individuos com ou sem cromossomo B foi
realizada através da técnica de coloragdo convencional. Para cada individuo foram analisados em
média 12 foliculos.

Para determinar se a prevaléncia do cromossomo B diferiu entre as populagdes estudadas,
foi realizado o teste * a partir dos valores obtidos em andlises laboratoriais. A correlagéo entre a
prevaléncia do elemento supernumerd&rio e a altitude do habitat das populagdes naturais foi realizada
através da Correlagdo de Spearman. A normalidade dos dados foi verificada através do teste
Shapiro-Wilk. Todas as andlises estatisticas estavam de acordo com Zar (1996) e foram realizadas
usando o programa STATISTICA 6.0, com nivel de significanciaigual a0,05.

A impregnacdo com nitrato de prata (AgNO3) foi realizada de acordo com a técnica descrita
por Rufas et a. (1983), com agumas modificactes para o tempo. As preparacdes citol ogicas foram

pré-tratadas com 2x SSC a 60°C por 10 minutos e impregnadas com uma solucéo de AgNO; diluida
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em &gua destilada (1:1) (pH da solucdo foi gjustado com acido férmico). As laminas foram cobertas
com laminulas e incubadas em cadmara imida a 70°C, por 2 minutos.
As imagens em campo claro foram obtidas através de uma camera fotogréfica Canon

Powershot A430, 4,0 mega pixels, acoplada a ocular do microscopio Olympus.

Hibridizacao in situ Fluorescente (FISH)

O DNA genémico da espécie foi extraido a partir dos musculos das patas satatérias de
acordo com a metodologia de Ayres et al. (2002). Posteriormente, 0 DNA gendmico foi utilizado
para obter as sondas dos genes de DNAr 18S e H3/H4usando primers universais para as sequéncias.
DNAr 18S (Cabra-de-Mello et al., 2010); histona H3 (Colgan et al., 1998); histona H4 (Pineau et
al., 2005). Os produtos da PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1% para
verificar a amplificacdo das sequéncias e avaliar o tamanho de cada fragmento. As sondas foram
marcadas com digoxigenina (dig-11-dUTP).

A técnica de FISH foi realizada de acordo com a metodologia de Moscone et al. (1996) em
10 individuos com cromossomo B.As laminas contendo as preparaces citologicas, foram
submetidas a uma série de desidratagdo alcodlica (70% e 96%). Em seguida, foram tratadas com
RNase (1 hora) e pepsina (20 minutos). ApOs cada tratamento, lavagens com 2xSSC foram
realizadas com a finalidade de estabilizar a estrutura cromossdmica. Apos essa etapa, 1L de sonda
foi adicionado a 9L de solucéo de hibridizagdo (5 pL de formamida 100%, 2 pL de sulfato de
dextran a 50%, 1uL de 20xSSC, 1 pL de DNA bloqueador) e desnaturados a 75°C durante 10
minutos. A solugéo de hibridizag8o foi aplicada nas |&minas desnaturadas e cobertas com laminulas
24x24 mm. A hibridizac&o ocorreu em cdmara Umida a 37°C por um periodo de 48 horas. Nos
banhos pés-hibridizagcdo, as |aminas foram submetidas asucessivas lavagens em 2xSSC (a

temperatura ambiente), 2xSSC (42°C) e 0,1xSSC (42°C).
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Para a deteccdo da marcagcdo com digoxigenina, 0 anticorpo primario foi sheep anti-
digoxigenina (Roche 1 207 741) e o anticorpo secundario foi o sheep anti-rabbit conjugado com
FITC (Dako F0135). Ap6s a aplicacdo de cada anticorpo foram realizadas trés lavagens (5 min)
com 1xPBS/0,1%Tween20. A coloracdo dos cromossomos foi feita com 4,6- diamidino-2-
fenilindole (DAPI) e montadas com Vectashield (Vector Burlingame, CA, USA). As
fotomicrografias das hibridizagBes foram obtidas através do microscopio Leica conectado a um
sistema de fluorescéncia e acoplados a uma camera. As imagens das células capturadas pelo

programa CW4000 tiveram ajustes de brilho/contraste modificados no Adobe Photoshop CS5.

RESULTADOS

Um macro-cromossomo B similar ao X guanto a morfologia, ao ciclo picnético variavel,
comportamento meiético e de tamanho levemente menor, foi observado em 29 dos 402 exemplares
machos cariotipados (Figura la-c). Associagdes, do tipo lado-a-lado ou ponta-a-ponta, foram
visualizadas entre 0 B e cromossomo X (Figura 1c), ocorrendo preferencialmente no inicio do ciclo
mei6tico (préfase 1). Com o avango da divisdo celular, a frequéncia de associagdo diminuiu (Tabela
2).

A distribuicdo e prevaléncia do cromossomo B foram analisadas em onze diferentes
populacdes do Estado de Pernambuco, distribuidas em trés regifes distintas, quanto ao clima e
vegetacao: Litoral, Zona da Mata e Agreste. A presenca do macro-cromossomo B foi observada em
oito das onze populagdes andisadas (Tabela 3). Dos 29 individuos portadores de cromossomo B,
28 mostraram a presenca de apenas um B. Um unico individuo, pertencente a populagéo de Lagoa
do Carro, mostrou variag8o intra-individual com relagcdo ao nimero de cromossomos B. Este
exemplar apresentou variagdo inter-folicular de 0 a 2 cromossomos B. Devido a grande semelhanca
observada no tamanho e morfol ogia possivelmente trata-se do mesmo cromossomo B. Com relagdo

a condicdo intra-folicular, 0 nUmero de cromossomos supernumer&rio mostrou-se constante. Do
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total de 14 foliculos testiculares analisados, trés apresentaram células com ndmero diploide 2n=23
(OB) (Figura 1d); cinco, 2n=24 (1B) (Figura 1e) e seis com 2n=25 (2B) (Figura 1f).

Nas populagbes contendo o cromossomo B, os valores de prevaléncia, apesar de diferentes,
com variagao entre 3,03% (Goiana - IPA) e 26,67% (S&o Lourenco da Mata - EET) (Tabela 3), ndo
apresentaram nenhuma diferenca significativa entre as populagdes naturais através do teste de qui-
quadrado (y’= 11,10; gl=7; p=14,067). Adicionamente, a andise da Correlacdo de Spearman
mostrou que ndo existe relacdo significativa entre a prevaléncia de B e a altitude das localidades de
coletas (r =-0,657; gl =5; p=0,1).

Individuos portadores do cromossomo Bapresentaram espermatides anormais
(macroespermétides) as quais foram observadas através da impregnagdo com nitrato de prata
(AgNOs). As macroespermatides quando marcadas com AgNO; apresentaram dois ou mais
centriolos adjuntos (CAs) diferente das espermétides normais que mostraram um Unico CA (Figura
2a-C). Parainvestigar a influéncia docromossomo Bna producdo de espermétides anormais, foram
cal culadas as frequéncias de macroesperméatides em diferentes individuos da popul agéo de Lagoa do
Carro, com constituicdo cariotipica OB e 1B. Adicionamente, a frequéncia de macroespermatides
também foi analisada no exemplar com variagdo inter-folicular de Bs (0B-2B). Os resultados
revelaram gque individuos sem cromossomo B apresentaram menor taxa de espermétides anormais
(2,39%) quando comparados com a frequéncia encontrada nos portadores do elemento extra (1B =
7,44%; 0B-2B = 11,49%).

O uso de hibridizac&o in situ fluorescente (FISH), em individuos portadores de cromossomo
B da espécie analisada, permitiu 0 mapeamento cromossdmico dos sitios de DNAr 18S e das
histonas H3 e H4. Os resultados utilizando sonda de DNAr 18S revelaram dois tipos de padroes
distintos: quatro individuos apresentaram dois sitios de DNAr 18S nas regides pericentroméricas do
cromossomo X e bivalente Gz (Figura 3a) e seis individuos mostraram trés sitios de 18S localizados

na regido pericentromérica dos bivalentes G e M4 e no cromossomo X (Figura 3b). Também foi
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observado um individuo heterozigoto para o sitio localizado no cromossomo G (Figura 3c).

A FISH utilizando sondas de histonas H3 revelou que os sitios dessas proteinas estavam
localizados naregido proximal do bivalente G, e naregido pericentromérica dos cromossomos M, e
X (Figura 4a). Por outro lado, os sitios da histona H4 foram observados nos mesmos cromossomos,

entretanto todos estavam situados na regi&o pericentromérica (Figura 4b).

DISCUSSAO

A ocorréncia de cromossomo B em X. d. angulatus foi descrita pela primeira vez por Souza
e Kido (1995). Neste estudo, diferentes fémeas da populacdo de Igarassi (Pernambuco) foram
analisadas através do bandeamento C,que identificou a natureza parcialmente heterocromatica do
elemento extra. Adicionalmente, foi observada uma instabilidade numérica desse elemento extra,
provavelmente decorrente de mecanismo meiético de acumulagdo. Diferentemente das fémeas, os
machos analisados no presente trabalho ndo apresentaram variagdo numérica de cromossomo B,
indicando uma estabilidade meiética, caracterizada pela auséncia de mecanismos de acumul agdo.

A presenca do cromossomo B em oito das onze populagdes de X. d. angulatus
analisadasindicou uma ampla distribuicdo desse elemento extra no estado de Pernambuco. A
existéncia de distancia fisica entre as &eas de coleta e o fato das espécies do género
Xyleusapresentarem baixa habilidade para o voo (Carbonell 2004), torna pouco provavel a hipétese
de fluxo génico recente entre as populagdes. Provavelmente essa ampla distribuicdo seja resultado
de um surgimento antigo desse polimorfismo, tendo ocorrido em uma populagéo inicial que se
dispersou juntamente com a migracéo de individuos para outros habitats.

Para as trés localidades que ndo apresentaram individuos com cromossomo B (Cabo de
Santo Agostinho (Gurjal), Nazaré da Mata eSurubim) provavelmente, diferente das demais
populagbes cujo cromossomo B estava presente, a populagdo ancestral de cada localidade néo

apresentava individuos com cromossomo B, resultando assim na auséncia atua observada.
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Contudo, ndo deve ser descartada a hipétese de que a frequéncia desse cromossomo sgja muito
baixa nessas trés populacdes naturais e o tamanho da amostra ndo foi suficiente para encontré-lo.
Serdo necessarios estudos posteriores, aumentando o nimero de amostras para se confirmar a
auséncia de cromossomos B nessas |ocalidades.

Apesar das populagbes portadoras de cromossomos B em X. d. angulatus estarem
distribuidas em trés zonas climaticas, com caracteristicas proprias e diferenciadas de clima e
vegetacdo, ndo foi observada uma relagdo entre prevaléncia do cromossomo B e ambiente das
populacbes. Segundo Camacho et al. (2000), a prevaléncia do cromossomo B ndo depende
exclusivamente do fator ecoldgico, sendo necessarios analisar também os eventos historicos
(nimeros de geracBes desde o surgimento desse elemento), de transmissdo (intensidade de
acumulacdo existente entre populagdes) e aleatdrios (flutuagcdes genéticas sofridas por popul agdes
de tamanho finito) que ocorre nas populagdes naturais. Portanto, a variagdo da prevaéncia
observadano presente estudo pode estar sendo afetada por um dos trés fatores ou entdo pela agdo
Simultanea dos mesmos.

A frequéncia basal de espermatides anormais observada em individuos sem B de X. d.
angulatus foi de 2,39%. Esse valor triplicou (7,44%) em individuos que apresentaram apenas um B,
enquanto que para o exemplar de Lagoa do Carro (0B-2B) a frequéncia aumentou para 11,49%,
provavelmente esse aumento, em comparagdo aos portadores de 1B, sgja devido a instabilidade
meidtica observada nesse Unico individuo. Esse aumento na frequéncia de macroespermatides
decorre de diferentes eventos como inibi¢cdo da citocinese e fusdo nuclear ou celular induzida pela
presenca do cromossomo B (Suja et al., 1986).0s valores das frequéncias de espermétides anormais
sdo semelhantes aos observados em outras espécies de gafanhotos, tais como Sphingonotus
coerulans (3-14%) (Gosdlvez et al. 1985), Metaleptea brevicornis adspersa (8,59%) (Bidau 1986) e
Dichroplus pratensis (3-10%) (Bidau 1987). O aumento da producdo de espermétides anormais

ocasionada pelo cromossomo B afeta a eficéacia bioldgica dos portadores, uma vez que seu real
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efeito sobre 0 processo de espermiogénese pode ser significativo, pois uma espermétide com nivel
diploide e presenca de dois centriolos adjuntos (CAs) implica na eliminacdo de duas possiveis
espermatides normais, afetando assim a fertilidade do individuo portador. Por outro lado, a auséncia
de microespermatides nos individuos com cromossomo B indica um favorecimento da prevaléncia
desse elemento extra na espécie, umavez que o B ndo sera eliminado durante a divisdo meiética na
forma de micronucleos (microespermatides).

Em X. d. angulatus também foram observadas similaridades entre os cromossomos B e X
guanto ao comportamento meiético, tamanho, morfologia e heteropicnose. Segundo Camacho et al.
(2000) esse tipo de similaridade e ocorréncia de associagdo entre B e X, sdo observados com
frequéncia em diferentes espécies. Na grande maioria dos casos, essa situacdo ocorre devido a
origem do cromossomo B, cujo ancestral seria 0 cromossomo sexual. Um exemplo dessa derivagdo
€ 0 cromossomo B, de Eyprepocnemis plorans (LOpez-Leodn et al. 1994), cujas sequéncias de DNA
repetitivo proximal e DNAr naregido distal coincidem apenas com 0 cromossomo X.

Entretanto, a FISH utilizando sondas de DNAr 18S e histona H3 e H4em X. d. angulatus
reforcaram a ideia de que a ocorréncia de similaridades entre B e X, além de uma forte associacéo
mei 6ti ca observada durante a préfase |, pode néo ser resultado da origem do cromossomo B a partir
do X. Isso porque tanto o gene ribossomico 18S quanto as histonas H3 e H4 estéo presentes na
regido pericentromérica do X e ausentes no cromossomo B. Adicionamente a esses resultados,
técnicas de bandeamento C e fluorocromos bases-especificos(CMA/DA/DAPI) mostraram padrdes
diferentes de blocos e composicdo heterocromatica entre esses cromossomos (Souza et al. 1998;
Loreto et a. 2008).

Rebollo et al. (1998) sugeriram uma outra hipdtese para explicar as similaridades observadas
entre X e B que ndo sgja a origem. Segundo 0s autores 0Ss Cromossomos univalentes necessitam de
estratégias para se manterem no genoma, impedindo a ocorréncia de erros durante a orientacdo

cromossdmica na placa equatorial (metéfase |) e aumentando sua eficiéncia de transmisséo para
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células-filhas. Provavelmente, a associagdo aquiasmatica observada entre B e X em X. d. angulatus
pode ter contribuido para a transmisséo desse elemento extra com consequente permanéncia do
genoma.

Através da FISH foi possivel observar também uma variac8o inter-individual no nimero de
sitios de DNAr 18S, que mostrou dois padrfes. individuos portadores de dois sitios e outros com
trés sitios. Mecanismos tais como, trans ocacdes e transposicoes, tém sido destacados na literatura
como responsaveis pela dispersdo das sequéncias ribossomais nos genomas e inclusive tem sido
descritospara outras espécies de gafanhotos (Cabrero e Camacho 2008; Loreto et al. 2008).

Heteromorfismos de DNAr 18S ndo sdo incomuns em gafanhotos. Variagdo quanto ao
tamanho, nimero e localizacdo dos sitios foram descritos na literatura para esta condi¢éo (Souza e
Moura, 2000; Cabral-de-Mello et a., 2010). Crossing-over desigual e delecdo, envolvendo
segmentos de cromossomos homologos, geralmente sdo considerados mecanismos responsaveis
pelas modificagOes estruturais das RONs (Carvalho e Dias, 2007). Provavelmente um dos eventos
resultou na perda do sitio em um dos homdlogos do bivalente Gs no individuo heterozigoto de X. d
angulatus.

Em X. d.angulatus, a FISH utilizando sondas de histonas H3 e H4,revelou que os sitios
dessas proteinas estdo localizados nos bivalentes G, M4 e no cromossomo X, situagdo incomum
para a maioria dos gafanhotos que apresentaram tais genes localizados em um Unico sitio, como
visto por Cabrero et al. (2009)em espécies da familia Acrididae. Das 35 espécies estudadas, 21
possuiam caridtipo semelhante aX. d. angulatus (2n=23,X0), porém os resultados diferiram tanto no
numero de sitios marcados com a sonda H3 quanto a localizagdo cromossdmica: apenas um sitio de
H3 foi identificado em um autossomo, geralmente o cromossomo 8, cuja localizagdo se encontrava
na regido intersticial. Adicionalmente em 11 espécies, escolhidas aeatoriamente, foi realizado o
duplo-FISH H3/H4. Os resultados revelaram gque em todos 0s casos ambos 0s genes estavam co-

localizados no mesmo sitio cromossdmico. Teruel et a. (2010) utilizaram o duplo-FISH para
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mapear os sitios de histonas H3 e H4 no gafanhoto Locusta migratoria. A andlise também relevou
gue esse sitio estava localizado no cromossomo 8. Cabral-de-Mello et al. (2011) analisando os
sitios de H3 em quatro espécies da familia Proscopiidae revelaram a existéncia de um anico sitio,
situado no par 4, diferente do que foi observado em representantes da familia Acrididae. As
diferencas encontradas entre representantes das familias Acrididae, Proscopiidae e em X. d.
angulatus devem estar associadas a rearranjos cromossomicos entre elas, contudo ainda s&o

necessarios novos estudos a fim de determinar a natureza dessas variacoes.
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TABELASE FIGURAS

Tabela 1: Diferentes locais de coletas do gafanhoto Xyleus discoideus angulatusem Pernambuco.

Regido Local Numerode  Coordenadas Geogréficas  Distancia Altitude
individuos
Litoral Cabo de Santo Agostinho 23 08°17' 13" S:35°02' 06" W  33Km 29m
(Gurjal)
Goiana (IPA) 39 07°33 38" S:35°00' 09" W  62Km 13m
Zonada Nazaré da Mata 25 07°%4 31" S: 35°13 40" W  65Km 89m
Mata Lagoado Carro 60 07°50" 41" S:35°19' 11" W  60Km 128m
S&o Lourenco da Mata (EET) 15 08°00" 08’ S:35°01' 06" W 16 Km 58m
Bezerros 44 08°14' 00"’ S:35°47' 49" W 101 Km  470m
Caruaru (PEPJIVYS) 58 08°17 00" S:35°58 34" W 140Km  800m
Gravata 26 08°12' 04’ S:35°33'53'W  85Km 447m
Agreste Jo&o Alfredo 33 07°51' 21" S:35°15 18’ W 106 Km  328m
Sdloa (FB) 21 08°58 33’ S:36°41' 15" W  263Km  725m
Surubim 57 07°49' 59" S:35°45 17" W  130Km  394m

EET - Estagdo Ecol égica de Tapacura

FB - FazendaBrejo

IPA - Ingtituto de Pesguisa Agricola

PEPJV'S - Parque Ecol égico Professor Jodo V asconcel os Sobrinho

Tabela 2: Frequéncia de associacdo entre o cromossomo X e 0o B em diferentes fases da meiose de machos de Xyleus
discoideus angulatus.

Leptéteno Zigoteno Paguiteno  Dipléteno  Diacinese  Metéfasel

X+B X/B X+B X/B X+B X/B X+B X/B X+B X/B X+B X/B
No.de 735 284 354 195 373 248 333 323 149 259 68 118
células
% 721 278 645 355 601 399 508 492 36,5635 36,663,4

X+B = associacao; X/B = nao associacao.
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Tabela 3: Prevaéncia de cromossomo B em onze popul agdes de Xyleus discoideus angulatus provenientes de diferentes
localidades do Estado de Pernambuco. Prevalénciafoi cal culada como porcentagem de individuos portadores de B.

Regido Localidade IndividuosOB  Individuos 1B Total Prevaléncia
Litoral Cabo de St. Agostinho 23 0 23 0%
(Gurjad)
Goiana (IPA) 32 33 3,03%
Zonada NazarédaMata 25 0 25 0%
Mata Lagoado Carro 53 * 60 11,67%
S0 Lourenco da Mata 11 4 15 26,67%
(EET)
Bezerros 38 6 44 13,64%
Caruaru (PEPJVYS) 55 3 58 5,17%
Agreste  Gravata 22 4 26 15,38%
Jodo Alfredo 30 3 33 9,09%
Saloa (FB) 27 1 28 3,57%
Surubim 57 0 57 0%
Total 373 29 402 7,21%

EET - Estagdo Ecol égica de Tapacura

FB - FazendaBrejo

IPA - Instituto de Pesquisa Agricola
PEPJV'S - Parque Ecol égico Professor Jodo V asconcel os Sobrinho
" Um individuo apresentou variagio inter-folicular de 0 a 2 cromossomos B.
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Figura 1. Coloragdo convencional em células meidticas de Xyleus discoideus angulatus com cromossomo B (a-

¢).d)leptdteno com associacdo entre X e B (seta).b) leptéteno sem a associacdio X/B. As setas indicam 0s cromossomos

X e B.c) dipléteno,associacéo lado-a-lado entre o cromossomo X e B (seta). Individuo de Xyleus discoideus angulatus

de Lagoa do Carro contendo variagao inter-folicular no nimero de cromossomos B (0B-2B) (d-f). d) diplé6teno, 2n=23
(0B). €) diacinese, 2n=24 (1B). f) paquiteno, 2n=25 (2B). Barra= 5um
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Figura 2: Espermétides do individuo de Xyleus discoideus angulatus de Lagoa do Carro contendo variagdo inter-

folicular no nimero de cromossomos B (0B-2B). Em (@), coloragdo convencional. Impregnacdo com AgNO; (b, ¢)

destacando espermatides normais com um centriolo adjunto (cabeca de seta) e anormais (seta) com dois ou mais

CAs.Barra=5um
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Figura 3: Localizagdo cromossdmica dos sitios de DNAr 18S em células meidticas de Xyleus discoideus angulatus
através da FISH. Em (@), células apresentando duas marcacfes, uma no bivalente Gz e a outra no cromossomo X; Em
(b), célula apresentando trés sitios, localizados nos bivalentes Gs;, M4 € no cromossomo X; em (c), célula apresentando

heteromorfismo para o sitio presente no bivalente G; (Coloragdo DAPI em azul, sitios 18S em vermelho). Barra=5 pum

Figura 4: Localizag8o cromossdmica dos sitios de histona H3 (a) e H4 (b) em células meidticas de Xyleus discoideus
angulatus através da FISH, situados nos bivalentes G,, M4 e no cromossomo X. (Coloracdo DAPI em azul, sitios H3 e

H4 em vermelho). Barra=5 pum
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CONCLUSOES

1.

2.

A ampla distribuicdo do cromossomo B observada em diferentes populacdes do Estado de
Pernambuco indica que esse polimorfismo em X. d. angulatusdeve ser antigo, ocorrendo
numa populagdo inicial e dispersando-se juntamente com a migragdo de individuos.
Entretanto, populagdes naturais sem cromossomo B, provavelmente ndo apresentavam na

populacdo ancestral de cada localidade individuos portadores do elemento extra.

A presenca do cromossomo B no cari6tipo de X. d. angulatus determinou alteracfes na taxa
de espermatides anormais. Possivelmente, o aumento observadona frequéncia de
macroespermatides tenha contribuido parauma diminuicdo de espermatides viaveis, assim
como a inexisténcia de microespermétides constitui-se em um possivel mecanismo para a
manutencdo adequada da prevaléncia de B nas popul agoes.

De acordo com os marcadores cromossdmicos (mapeamento de sitios de genes DNAr 18S e
de histonas H3 e H4) utilizados no presente trabalho e de estudos citogenéticos prévios, o
cromossomo B ndo apresenta origem a partir do cromossomo sexual. Provavelmente as
similaridades observadas, além da forte associacdo entre esses cromossomos, seja resultado
de estratégicas gendmicas e citoldgicas para 0 elemento extra permanecer no genoma da
espécie.

Mecanismos de transocacoes e transposicOes podem ser responsavels pela variacdo no

numero de sitios de DNAr 18S observados em X. d. angulatus.
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Table

All tables are to be numbered using Arabic numerals.
Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.
For each table, please supply atable caption (title) explaining the components of the table.

Identify any previously published material by giving the origina source in the form of a
reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for
significance values and other statistical data) and included beneath the table body.

Artwork

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your artwork —
photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be produced to the
highest standards with the greatest accuracy to detail. The published work will directly reflect the
quality of the artwork provided.

Electronic Figure Submission
Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format. MS
Officefiles are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
Name your figure fileswith "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

Line Art
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Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that al lines and lettering within the
figures arelegible at final size.
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All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

_Hal ftone Art

b

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within the
figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing,
extensive lettering, color diagrams, etc.
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Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art
Color art isfree of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information
will still be visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted to
black and white. A simple way to check this is to make a xerographic copy to see if the
necessary distinctions between the different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.
Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering
To add lettering, it is best to use Helveticaor Arial (sans serif fonts).
Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usualy about 2-3
mm (8-12 pt).
Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on
an axis and 20-pt type for the axis label.
Avoid effects such as shading, outline letters, etc.
Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, ¢, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the
consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures, "Al, A2, A3,
etc.” Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) should, however, be
numbered separately.

Figure Captions
Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts.
Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figurefile.
Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also
in bold type.
No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at
the end of the caption.
Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc.,
as coordinate points in graphs.
Identify previously published material by giving the origina source in the form of a
reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size
When preparing your figures, size figuresto fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not
higher than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not
higher than 198 mm.

Permissions
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If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from
the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do
not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any costs that may
have occurred to receive these permissions. In such cases, material from other sources should be
used.

Accessibility

In order to give people of al abilities and disabilities access to the content of your figures, please
make sure that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or
atext-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (color-blind

users would then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1
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APENDICE
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APENDICE A — Frequéncia de espermétides com diferentes nimeros de centriolos adjuntos (CAS)
encontradas em exemplares OB da populacéo de Lagoa do Carro.

NUmero de células NuUmero de Centriolo Freguéncia
analisadas Adjunto (CA)
1471 1CA 97,61%
35 2CAs 2,32%
1 3CAs 0,07%
Total = 1507 100%

APENDICE B — Frequéncia de espermétides com diferentes niimeros de centriol os adjuntos (CAS)
encontradas em exemplares 1B da populacéo de Lagoa do Carro.

NUmero de células Numero de Centriolo Frequéncia
analisadas Adjunto (CA)
2763 1CA 92,56%
202 2CAs 6,76%
15 3CAs 0,50%
4 4 CAs 0,13%
1 6CAS 0,05%
Total = 2985 100%

APENDICE C — Frequéncia de espermétides com diferentes nlimeros de centriolos adjuntos (CAS)
encontradas no exemplar de Lagoa do Carro (0B-2B).

NUmero de células Numero de Centriolo Frequéncia
analisadas Adjunto (CA)
1017 1CA 88,51%
121 2CA 10,53%
5 3CA 0,44%
6 4CA 0,52%
Total = 1149 100%
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