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RESUMO

Dichotomius € um género pertencente estritamente ao Novo Mundo e que
apresenta aproximadamente 153 espeécies descritas. Para o Brasil ha registro de
ocorréncia de mais de 83 espécies. Cromossomos meidticos e mitéticos de
Dichotomius sericeus, Dichotomius nisus e Dichotomius semisquamosus, foram
estudados através da coloracdo convencional, bandeamento C e coloragdo com
nitrato de prata (AgNOs). Em D. nisus e D. semisquamosus foi usada hibridizagao
in situ fluorescente (FISH) com sonda de DNAr 28S. As trés espécies analisadas
apresentaram caridtipo assimétrico com 2n=18, cromossomos meta-
submetacéntricos e reducdo gradual de tamanho, exceto o par 1 que apresentou
tamanho grande em relacdo aos outros cromossomos do complemento. D. nisus e
D. semisquamosus apresentaram mecanismo sexual do tipo Xy,, enquanto que
em D. sericeus 0o mecanismo sexual identificado foi Xy,. A analise da
heterocromatina constitutiva (HC) pelo bandeamento C revelou a presenca de
blocos de HC nas regifes pericentroméricas de todos 0s cromossomos nas trés
espécies. Com relagdo ao tamanho dos blocos, D. semisquamosus, apresentou
blocos menores quando comparados com os blocos visualizados em D. sericeus e
D. nisus. A coloracdo com nitrato de prata (AgNOg3) revelou marcacbes
correspondentes as RONs nos bivalentes sexuais em D. sericeus e D. nisus e em
um par autossémico em D. semisquamosus. Adicionalmente, a coloracdo AgNOs
também marcou as regibes de HC nas trés espécies. O método de FISH
confirmou a localizacdo dos sitios ribossomais, no bivalente sexual de D. nisus e
no bivalente autossémico de D. semisquamosus, coincidindo com as marcacgoes

obtidas pela coloracdo AgNOs.
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ABSTRACT

Dichotomius is a pertaining sort strict to the New World and that it presents
153 described species approximately. For Brazil it more than has register of
occurrence of 83 species. The meiotic and mitotic chromosomes of Dichotomius
sericeus, Dichotomius nisus and Dichotomius semisquamosus, had been studied
through the conventional staining, C-banding and staining with silver nitrate
(AgNO3). In D. nisus and D. semisquamosus was used fluorescent hibridization in
situ (FISH) with probe of DNAr 28S. The three analyzed species had presented
asymmetric karyotype with 2n=18, chromosomes meta-submetacentric and
gradual reduction of size, except pair 1 that it presented great size in relation to the
other chromosomes of the complement. D. nisus and D. semisquamosus had
presented sex mechanism of the Xy, type, whereas in D. sericeus the identified
sex mechanism was Xy;. The analysis of the constitutive heterochromatin (HC) for
C-banding revealed to the presence of blocks of HC in the pericentromeric regions
of all the chromosomes in the three species. With regard to the size of the blocks,
D. semisquamosus, presented comparative lesser blocks when with the blocks
visualized in D. sericeus and D. nisus. The staining with silver nitrate (AgNO3)
revealed to corresponding marks the RONs in the sex bivalent in D. sericeus and
D. nisus and in a autosome pair in D. semisquamosus. Additionally, the AgNO;
staining also marked the regions of HC in the three species. The FISH method
confirmed the localization of the ribosomal sites, in the sex bivalent of D. nisus and
in the autosome bivalent of D. semisquamosus, coinciding with the markings

gotten for the AgNO3 staining.
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I. INTRODUCAO

A ordem Coleoptera é considerada a mais rica e variada da classe Insecta
com cerca de 25.000 géneros e 357.899 espécies, compreendendo 40% do total
de insetos e 30% dos animais. A ordem esta dividida em quatro subordens:
Archostemata, Adephaga, Myxophaga e Polyphaga (Crowson, 1967). Um grande
namero de seus representantes ocorre nas regides tropicais, em especial na
regido Neotropical que € conhecida como o maior repositério de coledpteros do
planeta. Entretanto, conhece-se apenas 6.703 géneros e 72.476 espécies para
esta regido distribuida em 127 familias. Aproximadamente 5.000 géneros e 30.000
espécies ocorrem no Brasil (Costa, 2000). Na subordem Polyphaga, Scarabaeidae
se destaca por ser uma das familias mais numerosas apresentando
aproximadamente 2.300 géneros e 27.800 espécies (Ratcliffe et al., 2002). O
género Dichotomius pertence a tribo Dichotomiini (Scarabaeinae), possui mais de
153 espécies descritas e esta distribuido no novo mundo. Para o Brasil h& registro
de mais de 83 espécies do género (Vaz-de-Mello, 2000).

Apesar da ampla diversidade da fauna de Coleoptera, estudos
cromossdmicos ainda S80 escassos e na sua maioria estdo restritos a analise
convencional. Somente cerca de 1% das espécies descritas tem sido estudadas
do ponto de vista citogenético. Dois aspectos representam fatores que dificultam
0s estudos citogenéticos em coleodpteros: 1) dificuldade na obtencdo de
cromossomos meidticos, decorrente da variagdo na duragdo da espermatogénese
em diferentes espécies e 2) o reduzido tamanho dos cromossomos, o que dificulta
a analise citolégica. Para a maioria das espécies a identificacdo cromossémica
individual dentro do complemento é dificultada pela similaridade morfolégica entre
0s cromossomos (Smith e Virkki, 1978; Petitpierre, 1996).

Os estudos cromossbmicos em Scarabaeidae datam inicialmente da
década de 50, com predominancia de trabalhos com coloragdo convencional. A
maior parte das espécies analisadas até o momento, foram listadas por Smith e
Virkki (1978). Nesse trabalho, foram relacionadas 252 espécies, subespécies ou

racas cromossémicas, destas cerca de 61% pertencem as subfamilias Coprinae
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(=Scarabaeinae), Rutelinae e Melolonthinae. Atualmente, sdo conhecidas
citogeneticamente um pouco mais de 355 espécies pertencentes a 12 subfamilias
de Scarabaeidae. Essa familia mostra-se bastante conservada com relacdo ao
numero dipléide 2n=20, mecanismo sexual do tipo Xy, aléem de cromossomos
metacéntricos, submetacéntricos e acrocéntricos (Smith e Virkki, 1978; Bione et
al., 2005a,b; Martins, 1994; Moura et al., 2003).

A andlise da heterocromatina constitutiva (HC) e das regifes organizadoras
de nucléolos (RONs) nesse grupo de organismos tem contribuido para uma
melhor caracterizacdo da estrutura e dindmica do material genético e das relacdes
filogenéticas existentes entre as espécies. O principal método utilizado para o
estudo da heterocromatina constitutiva (HC) em Coleoptera é o bandeamento C. A
heterocromatina tem se caracterizado como um material cromossdmico com
variabilidade de padrBes e heterogeneidade intra e interespecifica. Em algumas
familias, como por exemplo, Scarabaeidae, a HC apresenta localizacdo
preferencial na regido pericentromeérica dos autossomos e dos cromossomos
sexuais. Adicionalmente, algumas espécies possuem o cromossomo X totalmente
heterocromatico (Bione et al., 2005a,b; Moura et al., 2003). Além do bandeamento
C, o advento de outras técnicas de identificacdo cromossdmica, como a coloragéo
pelo nitrato de prata (AgNOg), utilizacdo de fluorocromos base especificos e a
hibridizag&o in situ fluorescente (FISH), tém permitido analisar regiées especificas
dos cromossomos que ndo sao identificadas por técnicas convencionais (Angus,
1983; Rosek e Rudek, 1992; Plohl et al., 1993; Moura et al., 2003).

Atualmente, ainda sédo poucas as informa¢cdes sobre a localizacdo das
RONs em Coleoptera. A utilizagdo da coloracdo com nitrato de prata (AgNOs) e a
hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) com sondas de DNAr, por sua vez, tem
permitido a visualizagdo e uma melhor caracterizagdo da estrutura de
cromossomos meidticos, através da analise das RONs. No caso da AgNO; é
possivel também identificar as regifes cinetocoricas (Moura et al., 2003; Bione et
al., 2005a,b). Portanto, uma anélise comparativa em representantes da familia

Scarabaeidae contribuird para a compreensdo da evolugcdo cromossbmica das
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espécies, além de detectar marcadores citogenéticos eficientes para estudos

filogenéticos.
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[.1 OBJETIVOS

[.1.1 Objetivo Geral

Caracterizar citogeneticamente as espécies Dichotomius sericeus,

Dichotomius nisus e Dichotomius semisquamosus (Scarabaeidae; Scarabaeinae).

[.1.2 Objetivos Especificos

1. Determinar caracteristicas cromossdmicas numéricas e morfologicas, através
da analise convencional em cromossomos mitoticos e meioticos;

2. Analisar comparativamente os padrbes de distribuicdo da heterocromatina
constitutiva e sua variabilidade através do bandeamento C;

3. Identificar as regibes organizadoras de nucléolos através da coloragdo com
nitrato de prata (AgNO3) e hibridizacao in situ fluorescente (FISH) com sonda de
DNAr 28S;

4. Usar os marcadores citogenéticos para analisar comparativamente as especies

estudadas.



Silva, G.M. Andlise Cariotipica em Representantes do Género Dichotomius... 14

ll. REVISAO DA LITERATURA

II.1. Consideracdes Sobre a Superfamilia Scarabaeoi dea

Scarabaeoidea €é uma superfamilia muito ampla, diversa e seus
representantes apresentam uma distribuicdo mundial de aproximadamente 2.200
géneros e mais de 31.000 espécies. Besouros dessa superfamilia sdo adaptados
a muitos habitats, e apresentam diferentes habitos alimentares como fungivoros,
herbivoros, necréfagos, copréfagos, sapréfagos e alguns sédo carnivoros. Alguns
exibem cuidado parental e podem conviver socialmente com outros insetos. Assim
alguns sdo mirmecodfilos, termofilos, ou ectoparasitas. Morfologicamente muitos
apresentam cornos, outros sdo habeis em rolar e compactar bolas de esterco
(Ratcliffe et al., 2002).

Os escarabeideos desempenham um importante papel na dindmica de
nutrientes e na manutencdo de ecossistemas, atuando na decomposicdo da
matéria organica, no aumento da fertilizacdo do solo e na sua aeragdo e sao um
alto indicador da biodiversidade de florestas tropicais (Halffter e Favila, 1993).
Além disso, algumas espécies como as do género Dichotomius séo eficientes
controladores biolégicos de artropodes, como por exemplo, do diptero Haematobia
irritans irritans L. (mosca dos chifres) que ataca bufalos, ovelhas, cavalos, caes e
principalmente bovinos (Fazolin et al., 1997).

O processo de adaptacdo a varios ambientes provocou uma enorme
radiacdo adaptativa desses besouros, de modo que é possivel encontrar larvas
vivendo e alimentando-se em troncos semi-apodrecidos (Passalidae e Lucanidae),
de restos de animais (Trogidae), de fungos arbdéreos ou associados a insetos
sociais (Ceratocanthidae), de raizes de plantas (Plecomidae e grupos
relacionados a Scarabaeidae), humus e estrume de herbivoros (Scarabaeidae —
Scarabaeinae e Aphodiinae), de predacdo (Hybosoridae e alguns Scarabaeidae —
Cetoniinae) (Costa et al., 1988).

O desenvolvimento pés-embrionario dos besouros € por holometabolia, ou

seja, envolve metamorfose completa. Isto significa que esses insetos
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desenvolvem-se a partir de um ovo e passam pelos estagios de larva e pupa antes
de tornarem-se adultos (Gullan e Cranston, 2000). As larvas desenvolveram
inUmeras caracteristicas para a vida no solo, das quais podemos destacar: corpo
alongado e cilindrico, de leve a fortemente curvado dorsoventralmente em forma
de C, e fracamente esclerotinizado (Costa et al., 1988; Scholtz, 1990).

Por sua vez, os adultos possuem algumas modificacdes significativas que
contribuem para a sua caracterizacdo. Dentre elas podemos destacar: o
comprimento do corpo (2 a 160 mm), forma do corpo (oval, obovada, quadrada e
cilindrica), coloracdo (metalica ou ndo, com ou sem ornamentacdo), protorax
altamente adaptado para cavar com coxas largas e tibias denteadas com apenas
um espordo; um par de asas anteriores ou élitros (endurecidos, convexos ou
achatados, com ou sem estrias ou pélos) e um par de asas posteriores com
nervacao reduzida e um complexo mecanismo de dobramento; antenas em forma
de clava lamelada (formada pelos trés ultimos segmentos antenais) e quatro
tubulos de Malphighi (Cooper, 1983; Scholtz, 1990).

Das plantas podem alimentar-se desde a raiz (rizéfagos) até o néctar
(nectarivora). Alguns besouros da familia Scarabaeidae sdo caracterizados pelo
uso de fezes ou outros detritos organicos como recurso alimentar, tanto no estagio
de larva como de adulto, formando bolotas de excrementos que sdo enterradas
juntamente com os ovos. Esses besouros sdo conhecidos vulgarmente como
“rola-bosta” (copréfagos), sendo especializados em extrume de grandes
herbivoros. Insetos copréfagos sdo importantes em varios processos ecoldgicos,
incluindo reciclagem de nutrientes, aeracdo do solo, transporte de outros
organismos, como acaros predadores e enterramento de sementes dispersadas e
defecadas por vertebrados (Gullan e Cranston, 2000).

Em 1981, Crowson propds que o0s ancestrais de Scarabaeoidea eram
besouros pequenos e adaptados a vida sob o0 solo, os quais provavelmente se
alimentavam de fungos subterraneos e seriam semelhantes a representantes de
coledpteros das familias Glaresidae, Ochodaeidae e Bolboceratidae.

O mais antigo registro féssil de Scarabaeoidea, Aphodiites, foi encontrado

nas camadas do Jurassico Inferior na Suica. Esse fossil é pequeno



Silva, G.M. Andlise Cariotipica em Representantes do Género Dichotomius... 16

(aproximadamente 5 mm de comprimento) e possui caracteristicas morfologicas
semelhantes aos atuais Aphodiinae. Os maiores fbésseis semelhantes a
Scarabaeoidea foram encontrados no Jurdssico Superior e mediam de 15
(Opiselleipon) a 35 mm (Geotrupoides) tendo o Ultimo sido encontrado no
Jurassico Superior (Scholtz, 1990). Outros fésseis também foram encontrados,
com caracteristicas similares a Aphodiinae, no Libano em ambar do Cretaceo
Inferior e na China, como o Protoscarabaeus, datando também do Cretaceo
Inferior e semelhante aos modernos Geotrupidae e Hybosoridae (Crowson, 1981).
Um Lucanidae primitivo foi descrito no Kasaquistdo como sendo o primeiro féssil
para Scarabaeoidea do Cretaceo superior (Nikalojev, 1993).

Através do registro féssil fica evidente que as principais divisbes dos
modernos Scarabaeoidea se distinguiram no comeco do Terciario. Cerca de 80
espécies, algumas das quais representam extensos géneros, estao presentes hoje
na América do Norte e Europa. Bolas de estrume fdsseis iguais aquelas feitas
pelos modernos Scarabaeinae foram encontradas nas camadas do Oligoceno
Inferior no Chile, e formas similares aos modernos Aphodiinae foram encontradas
em argila do Eoceno em Londres. O féssil mais antigo de Scarabaeoidea,
Eophyllocerus (subfamilia Melolonthinae, Scarabaeidae), foi encontrado nos
depositos de carvdo do Eoceno na Alemanha (Scholtz, 1990; Browne e Scholtz,
1999).

Browne e Scholtz (1999) propuseram a partir da andlise filogenética de 134
caracteristicas de adultos e de larvas uma nova classificagdo para as diferentes
familias de Scarabaeoidea baseada em trés linhagens principais: glaresoide,
passaloide e escarabeoide. A linhagem glaresoide possui apenas a familia
Glaresidae. A passaloide possui duas sublinhagens: glafiroide (que é representada
pelas familias Glaphyridae, Passalidae, Lucanidae, Diphyllostomatidae, Trogidae,
Bolboceridae e Pleocomidae) e geotrupoide (contendo Geotrupidae, Ochodaeidae,
Ceratocanthidae e Hybosoridae). Destas apenas Pleocomidae,
Diphyllostomatidae, Geotrupidae e Belohinidae n&o ocorrem no Brasil. Na
linhagem escarabeoide existem todos os taxa que estdo incluidos na familia

Scarabaeidae sendo agora representados por 12 subfamilias (Aphodiinae,



Silva, G.M. Andlise Cariotipica em Representantes do Género Dichotomius... 17

Scarabaeinae, Orphninae, Melolonthinae, @ Chasmatopterinae,  Hopliinae,
Oncerinae, Rutelinae, Dynastinae, Trichiinae, Cetoniinae e Valginae).

De todas as familias de Scarabaeoidea, Scarabaeidae merece ser
destacada como sendo a mais representativa estando constituida por
aproximadamente 91% de todos os escarabedides e por apresentar uma grande
radiacdo adaptativa, compreendendo cerca de 2.300 géneros e 27.800 espécies,
distribuidas em 12 subfamilias e varias tribos. Os Scarabaeidae sédo notadamente
0s principais constituintes da coleopterofauna da regido Neartica (125 géneros e
1.700 espécies) representada pelos Estados Unidos da América, Canada e
México neartico e da regido Neotropical (362 géneros e 4.706 espécies) do Sul do
México até a Argentina (Costa et al.,1988, Ratcliffe et al., 2002). Para o Brasil,
especificamente, ha registro de aproximadamente 204 géneros e 1.777 espécies
(Costa, 2000).
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I1.2. Mecanismos de Determinacao Sexual em Coleopte ra

O mecanismo detalhado responsavel pela diferenciagdo dos cromossomos
sexuais, presentes em diferentes grupos de animais, permanece como um fato
complexo que merece mais estudos. Ohno (1967) apresentou propostas
fundamentais para o entendimento da evolucdo de cromossomos sexuais. Dois
eventos principais foram destacados: acumulo de fatores responsaveis pelo
desenvolvimento do sexo heterogamético em um dos homodlogos do par
homomorfico e na sequéncia, inversdo pericéntrica como etapa para diferenciacao
morfolégica do par de cromossomos denominados X e Y. Nesse processo parece
ter ocorrido deterioracdo genética gradual do cromossomo Y, ressaltado como um
passo necessario para a eliminacdo de parte do seu material. Frota e Aratangy
(1968) sugeriram que o acumulo de genes letais recessivos, protegidos por alelos
normais dominantes no X, levaria a uma gradual degeneracao do Y. Também foi
destacada a importadncia de heterocromatinizagdo como processo para a
diferenciacdo dos cromossomos sexuais (Singh et al., 1976). Em vertebrados tem
sido observado que a diferenciacdo de cromossomos sexuais de cobras (Jones,
1989) e de peixes (Sola et al., 1990) resulta de heterocromatinizacdo do
cromossomo Y em machos heterogaméticos (XY) e do cromossomo W em fémeas
heterogaméticas (ZW).

Alguns insetos como os lepiddpteros, bem como em aves e peixes tem sido
observada uma inversdo do mecanismo XY, com 0os machos homogameéticos ZZ e
as fémeas heterogaméticas ZW. De acordo com a teoria generalista, mais aceita,
a evolucao cromossémica sexual comeca com um par de cromossomos idénticos
gue adquiriram a funcdo de determinacéo do sexo. A supressao do crossing-over
entre o X e 0 Y ou entre 0 Z e o W acarreta diferenciacdo dos dois cromossomos
durante a evolucao e deteriorizacdo do Y ou do W (Walther e Frantisek, 1997).

A existéncia de um numero grande de diferentes mecanismos para
determinacédo do sexo nos organismos levou a uma classificacdo desses sistemas
em duas categorias: uma é a determinacdo sexual ambiental (DSA), onde o sinal

primério para diferenciagéo é fornecido pelo ambiente, e a outra € a determinacao
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sexual genética (DSG), que inclui varios mecanismos. Assim como ocorre na
classe dos insetos, o sexo pode ser determinado por Vvarios mecanismos: por
fatores relacionados aos cromossomos sexuais Y(W) e aos autossomos, pelo
namero de cromossomos X, por haploidia versus diploidia, ou por infeccdo
envolvendo microrganismos (Fumi et al., 2002).

Devido a grande variedade de mecanismos de determinacdo sexual em
coledpteros, Smith e Virkki (1978), dividiram esses mecanismos em dois grupos
de sistemas, os ortodoxos e os ndo ortodoxos. Os ortodoxos incluem sistemas
aquiasmaticos (Xyp, XnYp, X¥np, XYe, XO) e quiasmaticos, estes podem ser
sistemas simples (neoXY, Xy, XY) ou mualtiplos (X1X2Y, XY1Y2, X,Yn,
XnneoXneoYp). Os ndo ortodoxos sdo aqueles sistemas em que 0S CromosSsomos
sexuais perdem a sua capacidade de parear convencionalmente via quiasma ou
nucléolo, mantendo-se, portanto, como univalentes.

Segundo White (1973) na ordem Coleoptera existem aproximadamente seis
tipos de mecanismos sexuais: 1) o mecanismo X0, que € originado apés perda do
y, 0 cromossomo X migra para um dos pdélos em anéfase | e se divide
equacionalmente em anéfase Il. Tem sido comumente encontrado em algumas
familias como Carabidae, Lycidae, Cantharidae, Lampyridae, Passalidae e
Curculionidae; 2) o Xy; (r de “rod-shaped”) é um sistema raro na ordem, com o
cromossomo y muito pequeno em relagdo ao X. Destaca-se a pequena quantidade
de heterocromatina nos cromossomos X e y estando estes fracamente associados
formando uma figura semelhante a um bastdo ou vara; 3) o Xy, € amplamente
distribuido na subordem Polyphaga, o cromossomo y é diminuto em relacéo ao X,
sendo representado com letra minuUscula, e portanto, descrito como “Xy” para
designar o mecanismo cromossdmico heterogamético de determinacao sexual e 0
“»" representando o tipo de associagdo meiotica do bivalente sexual. Esse
mecanismo foi comparado por Smith (1950) a um péara-quedas, onde o X
representa o dossel e o0 y ligado ao X por duas linhas ténues, representa o para-
guedista. No geral esses dois cromossomos sdo metacéntricos com o X similar em
tamanho aos autossomos e 0 y muito pequeno; 4) neoXY, 0S CromossOmos

sexuais tétm o mesmo tamanho e provavelmente tiveram origem a partir dos
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mecanismos Xy, e X0, através de translocagdo do cromossomo X para um dos
autossomos; 5) XY, forma-se quando 0S cromossomos sexuais, que Ssao
indistinguiveis quanto a forma e o tamanho, estdo associados na meiose da
mesma maneira que 0s autossomos, sem formar nenhuma configuracdo
diferencial. Esse mecanismo é encontrado em varios crisomelideos da subfamilia
Alticinae; 6) mecanismo sexual multiplo, é caracterizado pelo aumento no nimero
de cromossomos sexuais e pode ser originado por meio de sucessivas
translocacbes a partir dos mecanismos simples. Esse sistema é predominante
entre os representantes do género Blaps (Tenebrionidae) (Vitturi et al., 1996). Das
2.160 espécies listadas por Smith e Virkki (1978), 54% apresentaram mecanismo
sexual do tipo Xyp, 14% tipo X0, 2% tipo XY, 7% neoXY, 2,4% Xy, e 4,2% nao
apresentaram 0s cromossomos sexuais pareados durante a préfase I.

O modo como ocorre o pareamento do bivalente, Xy, oscila entre a
associacdo nucleolar (descartada), a associacao quiasmatica (descartada) e a
associacao por heterocromatina. A associacdo quiasmatica foi descartada, pois
segundo White (1973) ndo ha evidéncia clara de quiasma no Xy,, provavelmente,
porque o0 bivalente sexual em coleOpteros geralmente € muito pequeno e
compacto durante a metafase |I. A existéncia de associagbes ndo homologas
envolvendo varios ou todos os cromossomos em uma célula dipléide parece ser
um processo bastante comum em células meidticas de insetos, particularmente
em Coleoptera. Geralmente essas associacdes sdo produzidas por segmentos
heterocromaticos situados nas regides centroméricas ou teloméricas (Drets et al.,
1983).

Analisando cromossomos de besouros, mais especificamente, o0s
segmentos heterocromaticos comumente sofrem diferentes graus de pareamento
ectopico, gerando a formacdo de cromocentros (Smith e Virkki, 1978). Em
Epilachna paenulata, por exemplo, o bivalente Xy, mostra uma associagdo
teldbmero-teldmero entre os bragcos longos dos cromossomos sexuais. Esse
comportamento dos segmentos heterocromaticos que formam o para-quedas esta
de acordo com o comportamento de atracdo e adesdo entre segmentos

heterocromaticos que ocorre nos autossomos dessa espécie. Por isso e também
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por ndo ter sido encontrado material nucleolar associado ao Xyp, ndo se pode
excluir a associacdo da heterocromatina para explicar a origem da dupla
composicao dos polos heterocroméaticos do “para-quedas”. Dessa forma, em E.
paenulata o dossel do “para-quedas” resulta de uma associacdo aquiasmatica
entre 0os segmentos heterocromaticos dos cromossomos X, € Yy, € 0 “para-
guedista” seria apenas a associacdo terminal entre os bracos longos dos
cromossomos sexuais. Diferindo da concepcdo usual de que o dossel é o
cromossomo X, e o para-quedista é o y, (Drets et al., 1983). Assim, os segmentos
de heterocromatina constitutiva representam um importante papel, ndo somente
em associagdes cromossémicas, mas também na formagéo do Xy, (Drets e Stoll,
1974).

Alguns autores tém proposto que o bivalente sexual com a forma de péra-
guedas € uma caracteristica primitiva e ancestral e que uma vez perdida, durante
a evolugcdo, ndo pode ser readquirida (Crowson, 1981; Virkki et al., 1991).
Entretanto, estudos cromossdémicos em Dendroctonus (Curculionoidea-Scolytidae)
mostram que a condicdo Xy, parece ter sido readquirida, sugerindo que partes
fundamentais do X, e do y, parecem ter sido mantidas, assegurando o
reaparecimento do Xy, perdido devido a rearranjos estruturais (Lanier, 1981).

Os cromossomos sexuais que fazem parte do grupo ndo ortodoxo estédo
relacionados com aqueles sistemas em que tais cromossomos apresentam-se
como univalentes. Esses sexuais possuem dois tipos de comportamento durante a
meiose, 0 primeiro com 0s univalentes separando-se tardiamente na anafase |
(p6s-reducional), €& comumente encontrado nas familias Lampyridae,
Chrysomelidae, Curculionidae, Coccinelidae e Scarabaeidae (Manna e Labhiri,
1972) (Yadav, 1971). O segundo com o0s univalentes X ou y passando por uma
pré-reducdo, ou seja, separando suas croméatides irmas na primeira divisdo
meiotica (pré-reducional). Entre os mecanismos de determinagdo sexual nao
ortodoxos, o sistema X0 é o mais frequiente e pode ser originado das duas formas,
pés-reducional e pré-reducional (Smith e Virkki, 1978).

Ocasionalmente espécies com sistema X0 tém sido observadas em

Tenebrionidae que representa uma familia relativamente bem estudada. Em
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Passalidae, a tribo Passalini apresenta mecanismo X0, enquanto a tribo Proculini
possui sistemas neoXY e Xy (Mesa et al., 1977; Smith e Virkki, 1978).

Na superfamilia Scarabaeoidea, individuos machos com sistema de
determinacéo sexual do tipo X0, tem sido encontrados em um pequeno numero de
espécies distribuidas em trés subfamilias de Scarabaeidae: Scarabaeinae com
uma espécie (Copris fricator), Melolonthinae com quatro espécies (Aserica sp.;
Apogonia sp, nr. Nigricans; Apogonia ferruginea; Apogonia sp.) e Dynastinae com
duas espécies (Pentodon punctatus; Pentodon sp.) (Yadav et al., 1979).

Os sistemas cromossémicos multiplos de determinacdo sexual ocorrem em
poucas espécies. Segundo White (1973), novos cromossomos sexuais derivados
de translocagcbes Robertsonianas entre um autossomo (A) e um X ou Y originais
sao designados como neo-Y (AY) ou neo-X (AX).

Na familia Tenebrionidae, o género Blaps (Blaptini) tem se caracterizado
por apresentar espécies com numeros elevados de cromossomos, fato este que
pode esté relacionado com a presenca de complexos sistemas de determinacdo
do sexo (Smith e Virkki, 1978; Vitturi et al., 1996). Das 12 espécies estudadas,
apenas Blaps judeorum 2n=19 (8l1+2X1Y) apresentou namero dipldide inferior a
30 cromossomos. Por sua vez, Blaps gibba mostrou o maior numero
cromossdmico com 2n=38 (1511+7X1Y). ApOs a andlise comparativa dessas duas
espécies com outras 10 do género, Vitturi et al. (1996) chegaram a concluséo de
gue o0s rearranjos responsaveis pelo mecanismo cromossomico multiplo de
determinacdo sexual podem ser devido a eventos de translocacgfes. Foi sugerido
gue o envolvimento de varios cromossomos X na determinacdo sexual de B. gigas
e B. gibba pode ser devido a trocas de sequéncias terminais de DNAr entre o Y e
varios dos autossomos originais. Essa hipotese é suportada pelo fato da
existéncia de uma conexdo terminal-terminal entre 0os cromossomos sexuais
durante a préfase meidtica dessas duas espécies, e que essas regides terminais
dos cromossomos sexuais possuam proteinas de afinidade com o nitrato de prata
(argirofilicas) (Vitturi et al., 1996).

Na familia Chrysomelidae a subfamilia Alticinae merece destaque devido a

ocorréncia de sistemas sexuais multiplos e de cromossomos sexuais gigantes.
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Segundo Virkki (1970; 1985), os cromossomos sexuais gigantes, que muitas
vezes correspondem a 50% do tamanho total do genoma das espécies da subtribo
Oedionychina (Alticinae), poderiam ser derivados a partir de translocacdes dos
cromossomos X e Y para um par de autossomos, como aqueles observados em
Phyllotrupes (Alticinae, Systenini), ou a partir de fusdes entre cromossomos Y
provenientes de sistemas de determinacdo sexual multiplo do tipo Xuyn,

dependendo da relacéo evolutiva das subtribos.
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I1.3. Caracterizacéo Citogenética em Scarabaeoidea

Os estudos citogenéticos realizados em Coleoptera representam cerca de
1% das espécies descritas taxonomicamente, apesar da grande quantidade de
seus representantes e de ser considerada a mais ampla ordem dentro da classe
Insecta. De forma geral, 0os coledpteros apresentam cromossomos metacéntricos
de tamanho pequeno ou médio que quando comparados a cromossomos de
representantes de outras ordens, como por exemplo, Orthoptera, séo
consideravelmente menores e menos acessiveis para analise cariotipica (Smith e
Virkki, 1978; Mesa et al., 1982).

Segundo Smith e Virkki (1978), o tamanho dos cromossomos varia entre as
diferentes familias estudadas e também com relacdo a fase na qual foi
mensurado. Na familia Chrysomelidae (Cerambycoidea) o tamanho varia de 1,8 a
3,9 um, em representantes de Cucujidae (Cucujoidea) varia de 1,2 a 3,9 um e em
Scarabaeidae (Scarabaeoidea) tem sido descrita uma variagdo que vai de 0,3 a
3,0 um. O tamanho 0,3 um, encontrado nessa ultima familia, € considerado o
menor comprimento cromossémico dentro da ordem. Além desses aspectos,
nesse grupo de organismos também é comum ocorrer variagdo de tamanho dos
cromossomos dentro do cariotipo, como pode ser observado nas espécies
Walterianella venusta (Chrysomelidae) na qual o cromossomo X mede 39,0 e oy
20,0 um e em Passalus punctinger (Passalidae) com o autossomo Al medindo 4,8
e 0 A2 3,6 um. Também tém sido observados cariétipos assimétricos, que podem
originar cariétipos simétricos através de sucessivas fusdes céntricas (Smith e
Virkki, 1978).

Na maioria das espécies que representam a superfamilia Scarabaeoidea o
namero cromossOmico e o sistema de determinacdo sexual mais frequente é
2n=20,Xy,, com meioférmula 9ll+Xy,. Caridtipo esse considerado primitivo, e a
partir do qual os rearranjos cromossOmicos tem originado cari6tipos derivados
(Smith e Virkki, 1978). Possiveis variacdes sdo provenientes de uma evolucao
cariotipica envolvendo, principalmente, cinco tipos de rearranjos diferentes que

ocorreram nesta superfamilia: 1) fusdo X-autossomo; 2) fusdo autossomo-
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autossomo; 3) perda do cromossomo y; 4) fissdo céntrica em autossomos e 5)
mudancas na morfologia cromossémica devido a ocorréncia de inversdes (Yadav
e Pillai, 1979).

Variacdes do numero cromossémico foram verificadas em varias familias,
como por exemplo, em Scarabaeidae (2n=8 a 2n=30), Lucanidae (2n=10 a 2n=26)
e Passalidae (2n=16 a 2n=36) (Smith e Virkki, 1978; Cabral-de-Mello et al., 2006).
Scholtz, (1990) analisando espécies da familia Lucanidae observou as seguintes
variagbes no numero dipléide e no mecanismo sexual: 2n=10,neoXY (Lucaninae:
tribo Dorcini), 2n=18,Xy, (Syndesinae: Sinodendrini), 2n=20,Xy, (Aesalinae) e
2n=26,Xy; (Lucaninae). Em Passalidae, as duas subfamilias estudadas
citogeneticamente (Passalinae e Aulacocyclinae) apresentam variacdo do nimero
dipléide e do mecanismo sexual em representantes de suas tribos. O numero
dipldide em Proculini (Passalinae) varia de 2n=16 a 2n=36 com mecanismo neoXY
ou de 2n=22 a 2n=36 com mecanismo Xy. Por outro lado, a tribo Passalini
(Passalinae) apresenta, para a maioria das espeécies, o cariétipo 2n=25,X0, tendo
apenas uma espécie do género Passalus apresentando variacdo para 2n=31,X0
(Smith e Virkki, 1978; Mesa e Martins, 1986; Cabral-de-Mello et al., 2006). Na
subfamilia Aulacocyclinae, o cariotipo encontrado foi 2n=30,XY (Aulacocyclus
edentulus) com cromossomos meta-submetacéntricos (Mesa et al., 1978).

Na familia Glaresidae, o género Glaseris, com relacdo a seus caracteres
morfologicos e cariotipo 2n=20,Xy,, tem sido considerado como o0 mais primitivo
para a superfamilia Scarabaeoidea. No entanto, Pleocomidae, Geotrupidae,
Glaphyridae e Hybosoridae, menos primitivas, também apresentam,
predominantemente, cariétipo com 2n=20,Xy, (Smith e Virkki, 1978; Scholtz,
1990).

Na familia Geotrupidae, apesar da maioria de seus representantes
apresentarem 2n=20,Xy,, as especies Anoplotrupes stercorosus e Thorectes
intermedius assim como outras oito espécies da subfamilia Geotrupinae
apresentaram variacdo para 2n=22,XY (Yadav et al., 1979; Vitturi et al., 1999;
Colomba et al., 2004).
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A familia Trogidae esta constituida por trés géneros: Trox, Omorgus e
Polymoncus (Scholtz, 1986). Para esses géneros, o caridtipo até agora descrito
também corresponde a 2n=20,Xy,, contudo, quanto a posicdo do centrdbmero
ocorre diferencas. Em Trox todos 0os cromossomos sdo metacéntricos, enquanto
no género Omorgus 0sS cromossomos sdo todos acrocéntricos. No género
Polymoncus a espécie P. auricensis apresenta um cariétipo com a maioria dos
cromossomos metacéntricos e apenas um ou dois pares de acrocéntricos. Em
1990, Scholtz sugeriu que este cariétipo observado em P. auricensis constituido
também por cromossomos acrocéntricos tenha sua origem a partir de cariétipos
metacéntricos que sofreram alteragbes cromossomicas do tipo inversdes
pericéntricas. Provavelmente, esta espécie seja o representante da ocorréncia de

um cariétipo intermédiario dentro da familia Trogidae.

[1.3.1. Familia Scarabaeidae

A familia Scarabaeidae possui destaque dentro de Scarabaeoidea, por ser
a mais representativa, sendo constituida por aproximadamente 91% de todos os
escarabedides. Os representantes dessa familia estdo, atualmente, agrupados em
12 subfamilias e distribuidos em mais de 2.300 géneros e 27.800 espécies no
mundo. Essa distribuicdo mundial pode ser representada geograficamente por 362
géneros e 4.706 espécies localizadas na regido Neotropical (Costa, 2000), e
aproximadamente 125 géneros e 1.700 espécies com ocorréncia para regiao
Neartica (Ratcliffe et al., 2002). Para o Brasil, especificamente, h& registro de
aproximadamente 204 géneros e 1.777 espécies (Costa et al.,1988).

Do ponto de vista citogenético, Scarabaeidae, apresenta um pouco mais
gue 355 espécies estudadas (Smith e Virkki, 1978; Yadav e Pillai, 1979; Vidal e
Nocera, 1984; Colomba et al., 1996 e 2000a; Moura et al., 2003; Bione et al., 2005
a, b). Essa familia é considerada bastante conservada quanto ao numero e
morfologia cromossémica, possuindo, predominantemente, em mais de 50% das

espécies analisadas, numero cromossdmico de 2n=20, mecanismo sexual do tipo
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Xyp (meioformula 9l1+Xy,) e cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e
acrocéntricos (Smith e Virkki, 1978; Vidal, 1984; Martins, 1994).

As variagbes do numero dipléide descritas para Scarabaeidae sdo da
ordem de 2n=8,XY (Eurysternus caribaeus) a 2n=30, Xy (Autoserica assamensis)
(Yadav et al., 1979; Cabral-de-Mello et al., 2006). Quanto aos sistemas de
determinagéo sexual, esta familia possui sete tipos: Xyp, XYp, Xyr, XY, Xy, neoXY
e X0. Destes sete mecanismos sexuais, 0 XY, foi descrito recentemente por
Moura et al. (2003) para a espécie Phyllophaga (Phyllophaga) aff capillata
(Melolonthinae).

Em Scarabaeidae, dentre suas subfamilias, destacam-se, Melolonthinae,
Rutelinae, Dynastinae e Scarabaeinae como sendo as mais estudadas e com uma
maior diversidade cariotipica. Pouca variacdo no numero dipléide e morfologia
cromossOmica tem sido observada em subfamilias de Scarabaeidae, sendo
encontrado com maior freqiiéncia o cariétipo 2n=20,Xy, (911+Xy,) (Smith e Virkki,
1978; Yadav et al., 1979). Entretanto, em Scarabaeinae tem sido encontrados
alguns exemplos de variacdo cariotipica, como 2n=8,XY (Eurysternus caribaeus —
Eurysternini); 2n=12,neoXY (Phanaeus — Coprini); 2n=14,Xy, (Copris lugubris —
Coprini); 2n=18,Xy, (Canthon, Cantochilum — Scarabaeini); 2n=21,X0 (Copris
fricator — Coprini); 2n=20,Xy, (Onthophagus catta — Scarabaeini) e 2n=24,Xy,
(Oniticellus spinipes - Scarabaeini) (Smith e Virkki, 1978; Yadav et al., 1979).

Dynastinae apresenta uma variagdo do numero dipléide de 2n=12 em
Oryctes nasicornis (Prowazek, 1902, apud Smith e Virkki, 1978) a 2n=20
Phyllognathus dionysius (Yadav e Pillai, 1977) e cinco diferentes tipos de sistemas
de determinacéo sexual: Xy,, X0, XY, Xy e neoXY ou até mesmo podendo ocorrer
a auséncia do bivalente sexual, como observado em Eophileurus chinensis
(Phileurini) (Kudoh et al., 1973). Duas espécies de Dynastinae (Phileurus sp. e
Strategus validus), duas de Rutelinae (Macraspis morio e Pelidnota sumptuosa) e
uma de Scarabaeinae (Phanaeus ensifer), foram analisadas por Martins (1994).
Dessas, a Unica que apresentou o cariotipo tipico para a familia foi S. validus.

Phileurus sp. (2n=14,Xy,) e P. sumptuosa (2n=18,neoXY) apresentaram redugao
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do numero diploide, enquanto M. morio e P. ensifer mantiveram o numero diploide
2n=20, embora o mecanismo sexual tenha sido alterado para neoXY.

Em Rutelinae tem sido encontrada uma variagdo de quatro numeros
diploides (2n=16, 18, 20 e 22) e trés mecanismos de determinagédo sexual (Xyp,
Xy, e neoXY). Nessa subfamilia destaca-se o género Adoretus, como 0 mais
conservado, apresentando dez espeécies analisadas e todas com 0 mesmo
cariotipo 2n=22,Xy, (Smith e Virkki, 1978; Yadav e Pillai, 1979).

Estudos cromossdmicos em espécies neotropicais de Rutelinae (Geniates
borelli, Macraspis festiva e Pelidnota pallidipennis) e de Dynastinae (Ligyrus
ebenus, Cyclocephala paraguayensis marginella, Cyclocephala cearae e Strategus
surinamensis hirtus) mostraram a ocorréncia de cariotipo 2n=20, Xy, com
cromossomos meta-submetacéntricos na maioria das espécies. O numero
cromossomico foi reduzido para 2n=18, sem alteracdo do mecanismo sexual em
C. cearae e M. festiva (Moura et al., 2003; Bione et al., 2005b).

Vidal (1984) analisou 90 espécies de coledpteros provenientes da
Argentina. Destas, 29 espécies pertenciam a familia Scarabaeidae, estando
distribuidas da seguinte forma: subfamilia Scarabaeinae ou Coprinae (16
espécies, incluindo Dichotomius anaglypticus e Dichotomius bosqui), Dynastinae
(11 espécies), Rutelinae (uma espécie, Macraspis dichroa ssp. cribata) e
Cetoninae (uma espécie, Euphoria lurida). Esta analise cariotipica revelou a
presenca do caridtipo primitivo, 2n=20,Xy, com meioformula 9ll+Xy,, em 15
espécies. Seis espécies mostraram reducdo do numero dipldide para 2n=18
(811+Xyp) incluindo Dichotomius anaglypticus. Phanaeus (Phanaeus) menelas e
Phanaeus (P.) imperator apresentaram alteracdo no mecanismo sexual para
2n=20,neoXY (9ll+neoXY). Outras constituicdes cariotipicas foram observadas,
2n=20,Xy (Bolbites onitoides), 2n=14,neoXY (Deltochilum valgum) e 2n=16,neoXY
(Arcophileurus vervex vervex). Trés espécies apresentaram 2n=20 sem
mecanismo sexual observavel, incluindo Dichotomius bosqui. Em Anomiopsoides
heteroclyta com 2n=18, também n&o foi possivel observar o mecanismo sexual.

Melolonthinae, por sua vez, apresenta variacdo cromossOmica com 0S

seguintes numeros dipléides: 2n=18, 19, 20, 21 e 30 com mecanismos sexuais do
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tipo Xy, Xyp, XYp, Xy, X0 e neoXY. Nessa subfamilia foram estudadas 47
espécies, destas cerca de 57,5% (27 espécies) apresentaram numero dipléide
2n=20 e mecanismo Xy, (Smith e Virkki, 1978; Yadav e Pillai, 1979; Moura et al.,
2003). O numero diploide 2n=30 (Autoserica assamensis) encontrado nessa
subfamilia € considerado o maior para a familia Scarabaeidae (Yadav et al., 1979).

Segundo Moura et al. (2003), Lyogenys fuscus, Phyllophaga (Phitalus)
vestita e Phyllophaga (Phyllophaga) aff capillata (Melolonthinae) possuem numero
dipldide 2n=20 e cromossomos meta-submetacéntricos. Nessas espécies, 0
mecanismo sexual encontrado foi Xy,, com exceg¢do de Phyllophaga (P.) aff
capillata que apresentou o sistema XY,. Embora as espécies de Phyllophaga
apresentem o mesmo numero diploide, sdo facilmente separadas pela diferenca
no tamanho dos cromossomos, particularmente dos sexuais.

Segundo Yadav e Dange (1991), apenas, 12 espécies de Sericinae sdo
conhecidas do ponto de vista cromossOmico e todas apresentam 2n=20, com
excecao de Ophalmoserica karafutoensis, (2n=18) e Aserica sp., (2n=19) que
sofreram reducao do nimero cromossémico.

A subfamilia Scarabaeinae com aproximadamente 96 espécies estudadas
citogeneticamente e distribuidas em 12 tribos é considerada menos conservada
em Scarabaeidae. Dentre as espécies estudadas cerca de 66,3%, ou seja, 63
espécies apresentam 2n=20 (37 com mecanismo Xyp; 2 com XY; 6 com Xy; 4 com
Xyr; 2 com neoXY; e 12 com mecanismos nao identificados). Oniticellus spinipes
possui 2n=24, Xy,. Copris fricator apresenta 2n=21, X0. Copris hispanus cavolinii
mostrou numero dipléide 2n=19 (sem mecanismo sexual descrito). Vinte espécies
apresentaram 2n=18 (17 com mecanismo Xyp; Gymnopleurus sinuatus com XY; e
duas com sistemas néo identificados), 5 com 2n=14 (4 com mecanismo Xy, € uma
com neoXY) e 4 espécies com 2n=12 (trés com mecanismo neoXY; e uma com
XY) e uma com 2n=8,Xy (Eurysternus caribaeus) (Smith e Virkki, 1978; Yadav e
Pillai, 1979; Vidal, 1984; Martins, 1994; Colomba et al., 1996; Bione, 2004, Cabral-
de-Mello et al., 2006).

Em Scarabaeinae, o género Onthophagus estd bem representado com

aproximadamente 27 espécies analisadas, das quais 25 possuem numero dipldide
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de 2n=20 e duas 2n=18 (Onthophagus sp.3 e Onthophagus sp.4). Cantharsius &
um género que apresenta oito espécies estudadas, sendo sete com numero
dipléide 2n=20 e Cantharsius sp. com 2n=18. Nas espécies Isocopris inhiata e
Diabroctis mimas, descritas por Bione et al. (2005a), o cariétipo encontrado foi
2n=18, Xy, com cromossomos meta-submetacéntricos em |. inhiata e 2n=20, Xy,
também com cromossomos meta-submetacéntricos (pares 1, 2, 3, 4 e 7), além da
presenca de cromossomos acrocéntricos (pares 5, 6, 8 e 9) em D. mimas. Dentro
do género Dichotomius cinco espécies foram estudadas cariotipicamente. D.
carolinus e D. bosqui apresentaram 2n=20 e D. anaglypticus (= D. bos), D.
bicuspis e D. semiaeneus apresentaram 2n=18. Com excecao de D. bosqui, que
nao teve seu mecanismo sexual determinado, todas as outras apresentaram
mecanismo do tipo Xy, (Smith e Virkki, 1978; Vidal, 1984; Bione, 2004). Os
géneros Phanaeus e Copris apresentaram reducdo do numero dipléide para
2n=12 e 2n=14, respectivamente (Smith e Virkki, 1978; Yadav e Pillai, 1979). A
Tabela 1 apresenta dados cromossOmicos de representantes da subfamilia

Scarabaeinae.
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Tabela 1. Numeros dipléides e sistemas de determinacdo sexual em espécies

distribuidas nas 12 tribos da subfamilia Scarabaeinae.

Tribo / Espécie NUmero dipldide Meioférmula Referén cia
Ateuchini

Canthidium breve 18 8lI+Xy, Vidal, 1984
Canthonini

Canthochilum andyi 18 8lI+Xy, Yadav e Pillai, 1979
Canthochilum hispidum 18 8lI+Xyp Yadav e Pillai, 1979
Canthochilum histeroides 18 8lI+Xy, Yadav e Pillai, 1979
Canthochilum oakleyi 18 8lI+Xyp Yadav e Pillai, 1979
Canthon indigaceus 18 8lI+Xy, Yadav e Pillai, 1979
Canthon muticus 20 OllI+Xyp Vidal, 1984
Canthon septemmaculatus 20 OllI+Xyp Vidal, 1984
Canthon staigi 20 OllI+Xyp Bione, 2004
Deltochilum valgum 14 6l1+neoXY Vidal, 1984
Coprini / Dichotomiini

Cantharsius molossus 20 OllI+Xyp Yadav e Pillai, 1979
Cantharsius pithecius 20 OllI+Xyp Yadav e Pillai, 1979
Cantharsius prox. sagax 20 Oll+Xyp Yadav e Pillai, 1979
Cantharsius sagax 20 OllI+Xyp Yadav e Pillai, 1979
Cantharsius spl 20 9ll+Xy, Yadav e Pillai, 1979
Cantharsius sp2 18 8lI+Xyp Yadav e Pillai, 1979
Cantharsius sp3 20 OllI+Xyp Yadav e Pillai, 1979
Chironitis furcifer 20 9ll+Xy Yadav e Pillai, 1979
Copris fricator 21 1011+X0 Yadav e Pillai, 1979
Copris tullius = Copris 20 ? Yadav e Pillai, 1979
fricator

Copris hispanus cavolinii 19 ? Yadav e Pillai, 1979
Copris incertus 14 611+Xyp Yadav e Pillai, 1979
Copris lugubris 14 6l1+Xyp Yadav e Pillai, 1979
Copris lunaris 20 ? Yadav e Pillai, 1979
Copris sp 14 6l1+Xyp Yadav e Pillai, 1979
Dichotomius anaglypticus = 18 8lI+Xy, Vidal, 1984

D. bos

Dichotomius bicuspis 18 8lI+Xy, Bione, 2004
Dichotomius bosqui 20 ? Vidal, 1984
Pinotus carolinus = D. 20 OllI+Xyp Smith e Virkki, 1978
carolinus

Dichotomius semiaeneus 18 8lI+Xy, Bione, 2004
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Heliocopris bucephalus 20 9ll+Xy Yadav e Pillai, 1979

Isocopris inhiata 18 8lI+Xyp Bione, 2004

Eucranini

Anomiopsides heteroclyta 18 ? Vidal, 1984

Eucranium arachnoides 18 8lI+Xyp Vidal, 1984

Glyphoderus sterquilinus 18 8lI+Xy, Vidal, 1984

Eurysternini

Eurysternus caribaeus 8 411+XY Cabral-de-Mello et al.,
2006

Gymnopleurini

Gymnopleurus cyaneus 20 OllI+Xyp Yadav e Pillai, 1979

Gymnopleurus koengii 20 A+Xy, Yadav e Pillai, 1979

G. sinuatus = 18 8I1+Xy, Yadav e Pillai, 1979

Paragymnopleurus sinuatus

Oniticellini

Onticellus fulvus = 20 ? Smith e Virkki, 1978

Euonticellus fulvus

O. pallipes = Euonticellus 20 OllI+Xyp Yadav e Pillai, 1979

pallipes

O. spinipes = Tioniocellus 24 111+Xyp Yadav et al., 1979

spinipes

Onitini

Bubas bison 20 9ll+Xy Colomba et al., 1996

Onitis philemon 20 Oll+Xyp Yadav e Pillai, 1979

Ontherus sulcator 20 OllI+Xyp Vidal, 1984

Ontophagini

Caccobius schreberi 20 OllI+Xyp Yadav e Pillai, 1979

Onthophagus bonasus = 20 9ll+Xy, Yadav e Pillai, 1979

Digitonthophagus bonasus

Onthophagus catta = 20 9ll+Xy, Yadav e Pillai, 1979

Digitonthophagus gazella

Onthophagus andalusicus 20 ? Yadav e Pillai, 1979

italicus

Onthophagus crassus 20 OllI+Xyp Yadav e Pillai, 1979

Onthophagus dama 20 9ll+Xy, Yadav e Pillai, 1979

Onthophagus fracticornis 20 ? Yadav e Pillai, 1979

Onthophagus furcatus 20 9ll+Xy Yadav e Pillai, 1979

Onthophagus hecate 20 OllI+Xyp Yadav e Pillai, 1979

Onthophagus hirculus 20 OllI+Xyp Vidal, 1984

Onthophagus illyricus 20 9ll+Xy Yadav e Pillai, 1979
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Onthophagus lemur
Onthophagus marginicollis
Onthophagus mopsus

Onthophagus m.
gracilicornis

Onthophagus nuchicornis
Onthophagus ovatus

Onthophagus
pennsylvanicus

Onthophagus punctatus
Onthophagus quaestus
Onthophagus ramosellus
Onthophagus rufescens
Onthophagus ruficapillus
Onthophagus spl
Onthophagus sp2
Onthophagus sp3
Onthophagus sp4
Onthophagus taurus
Onthophagus vacca
Onthophagus verticicornis
Phanaeini

Bolbites ornitoides

Phanaeus ensifer =
Coprophanaeus ensifer

Dendropaemon viripenne
Diabroctis mimas
Gromphas lacordairei
Oruscatus davus

Phanaeus carnifex =
Sulcophanaeus carnifex ou
Phanaeus vindex

Phanaeus daphnis
Phanaeus igneus
Phanaeus mexicanus
Phanaeus aff. yucatanus
Sulcophanaeus imperator
Sulcophanaeus menelas
Tetramereia convexa

20
20
20
20

20
20
20

20
20
20
20
20
20
20
18
18
20
20
20

20
20

20
20
20
20

12

12
12
12
14
20
20
20

?
9ll+Xy,
9II+Xy,
9ll+Xy,

?
?
9II+Xy,

?
OllI+Xyp
OllI+Xyp
OllI+Xyp
9l1+Xy
OllI+Xyp
OllI+Xyp
8lI+Xyp
8lI+Xy,
OllI+Xyp

?

?

9ll+Xy,
l+XY

OllI+Xyp
OllI+Xyp
OllI+Xyp
?
5ll+neoXY

5ll+neoXY
511+XY
5ll+neoXY
6l1+Xyp
9ll+neoXY
9ll+neoXY
OllI+Xyp

Yadav e Pillai, 1979
Smith e Virkki, 1978
Yadav e Pillai, 1979
Smith e Virkki, 1978

Smith e Virkki, 1978
Yadav e Pillai, 1979
Yadav e Pillai, 1979

Yadav e Pillai, 1979
Yadav e Pillai, 1979
Yadav e Pillai, 1979
Smith e Virkki, 1978
Yadav e Pillai, 1979
Yadav e Pillai, 1979
Yadav e Pillai, 1979
Yadav e Pillai, 1979
Yadav e Pillai, 1979
Yadav e Pillai, 1979
Yadav e Pillai, 1979
Yadav e Pillai, 1979

Vidal, 1984
Martins, 1994

Bione, 2004
Bione, 2004
Vidal, 1984
Vidal, 1984
Yadav e Pillai, 1979

Smith e Virkki, 1978
Yadav e Pillai, 1979
Smith e Virkki, 1978
Smith e Virkki, 1978
Vidal, 1984
Vidal, 1984
Bione, 2004

33
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Scarabaeini

Scarabaeus laticollis
Scarabaeus sacer
Scarabaeus semipunctatus
Sisyphini

Sisyphus schaefferi

20
20
20

20

9ll+Xy
Oll+Xy,
Oll+Xy,

9ll+Xy

Yadav e Pillai, 1979
Yadav e Pillai, 1979
Yadav e Pillai, 1979

Yadav e Pillai, 1979
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II.4. Padréo de Distribuicdo e Qualificacdo da Hete rocromatina Constitutiva

A organizacdo gendmica de eucariotas envolve dois requisitos que se
opdem. O primeiro, e talvez o principal, mostra que o genoma desses organismos
precisa ser fortemente compactado a fim de poder ser confinado no nucleo; o
genoma teria virtualmente um metro (m) de comprimento e estaria compactado
dentro do nucleo a um didmetro que seria mensurado em micrometros (um). O
segundo é a maquinaria celular que facilita esta compactacgao e precisa ser flexivel
o suficiente para permitir o pronto acesso a este DNA por uma enorme variedade
de fatores essenciais para transcricdo, reparo, correta replicacdo e segregacao.
Classicamente, a cromatina foi subdividida em dois dominios: heterocromatina e
eucromatina (Horn e Peterson, 2006).

A heterocromatina foi descrita originalmente, através de estudos citologicos,
como uma fracdo do genoma que permanece condensada durante todo o ciclo
celular de plantas e animais e difere da eucromatina que passa por processos de
condensacédo e descondensacédo em fases especificas do ciclo. Este componente
gendmico pode ser diferenciado em dois tipos: 1) heterocromatina constitutiva
(HC) que se caracteriza por apresentar pouca densidade de genes, grande
guantidade de DNA repetitivo, replicagao tardia, baixa freqiéncia de recombinacao
e localizacdo preferencial em regides cromossémicas pericentroméricas, embora
também possa ocupar areas intersticiais ou terminais de cromossomos de
eucariotas superiores (Renauld e Gasser, 1997; Wallrath, 1998; Henikoff, 2000;
Redi et al., 2001; Grewal e Elgin, 2002) e 2) heterocromatina facultativa que é
idéntica estruturalmente a eucromatina. Ela se distingue da HC por envolver
Cromossomos inteiros, como na inativagdo de um dos cromossomos X de fémeas
de mamiferos ou grupos de cromossomos dentro de um cariétipo, como na
inativacdo de todo o complemento cromossémico de origem paterna de alguns
homopteros (John, 1988).

A HC pode ser descrita em duas formas com caracteristicas proprias: a a-
heterocromatina e a [3-heterocromatina. A a-heterocromatina é o tipo mais comum

e consiste de repeticdes in tandem de uma sequéncia simples, correspondendo a
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heterocromatina detectada pelo bandeamento C nos cromossomos dos eucariotas
superiores. Os blocos de a-heterocromatina podem ser polimorficos, variando
consideravelmente de tamanho dentro de uma espécie ou entre espécies
diferentes. A [-heterocromatina € um tipo mais raro de HC rica em
retrotransposons e tem sido observada nos cromossomos de Drosophila e do
hamster Mesocricetus auratus onde forma fibras de cromatina mais ou menos
desorganizadas que replicam tardiamente e se posicionam entre a -
heterocromatina e a eucromatina dessas espécies (Holmquist et al., 1998).

A heterocromatina é um dos componentes cromossdmicos mais dinamicos,
estando sujeita a variacdes quantitativas e qualitativas, bem como a mudancas em
sua localizacdo (Morescalchi, 1977; King e John, 1980). Essas varia¢cdes sdo mais
facilmente demonstraveis do que alteragbes na eucromatina. Isso ocorre,
principalmente, devido a introducdo de técnicas como o bandeamento C, que
oferece uma maneira simples de evidenciar regides heterocromaticas. O
bandeamento C representa a técnica mais largamente utilizada em plantas e
animais, desde a sua descri¢do, na década de 70.

O uso de coloragcbes com fluorocromos base-especificos também séo de
grande utilidade para diferenciar a heterocromatina corada pelo bandeamento C
guanto a sua composicado de bases. Essa técnica tem revelado diferencas dentro
da heterocromatina, pois permite uma qualificacdo desse material quanto a
composicao de bases AT e GC (Schweizer, 1976; 1981). O uso desses corantes
fluorescentes tém contribuido de forma significativa para um estudo mais preciso
das regides heterocrométicas coradas pelo bandeamento C.

Os fluorocromos, em conjunto com outras substancias ndo fluorescentes,
as quais funcionam como contracorantes, como, por exemplo, a Distamicina (DA),
permitem qualificar esse material heterocromatico quanto a composicéo de pares
de base e podem ser divididos em dois grupos principais. O primeiro € formado
por aqueles fluorocromos especificos para interagir com as regides do DNA ricas
em Adenina e Timina (AT) como a Quinacrina, Hoechst 33258 e o0 4'6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) e o segundo grupo, pelos que mostram afinidade para a Guanina
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e Citosina (GC) como a Cromomicina Az (CMA3) e a Mitramicina (MM) (Schweizer,
1981).

Coleoptera representa um grupo de insetos com resultados significativos
guanto ao padrdo e a distribuicdo de heterocromatina constitutiva no cariotipo.
Dados de bandeamento C tém revelado que a HC autossdmica em coledpteros
tem localizacdo preferencial na area pericentromérica. Entretanto, podem ocorrer
blocos, com menor freqiéncia em areas intersticiais e teloméricas (Angus, 1982,
1983).

Dentre as diferentes familias de Coleoptera, além de Scarabaeidae,
Cincidelidae, Coccinelidae, Curculionidae, Tenebrionidae e Carabidae também
tem sido estudadas quanto ao padrdao e distribuicAo da heterocromatina
constitutiva. Em Cincidelidae foram analisados dois representantes do género
Odontocheila. O bandeamento C em O. confusa e O. noticordis revelou blocos de
HC localizados pericetromericamente em todos os cromossomos. Em O. noticordis
0S pares 5 e 6 apresentaram, adicionalmente, bandas terminais (Proenca et al.,
2002).

Em Coccinelidae as espécies Epilachna paenulata e Eriopis connexa
tiveram seus cariétipos bandeados e revelaram a presenca de bandas
pericentroméricas em todos os cromossomos. Na espécie E. paenulata, a HC
representa cerca de 15% do complemento total do conjunto hapléide (Drets et al.,
1983; Maffei et al., 2000). Em Curculionidae, a espécie Otiorhynchus corvus
apresentou um padrao de HC com blocos localizados na regido paracentromérica
de todos os cromossomos, incluindo o X. No y foi observado um segmento de
heterocromatina relativamente grande quando relacionado ao seu pequeno
tamanho e a sua forma de ponto (Holecova et al., 1997).

Em Scarabaeidae ocorre predominancia de um conservado padrdo de HC
localizado na regido pericentromérica. A analise de trés espécies da subfamilia
Coprinae (=Scarabaeinae) através do bandeamento C (Glyphoredus sterquilinus,
Eucranium arachnoides e Anomiopsoides heteroclyta) revelou nas duas primeiras
uma grande diferenga quanto a localizagéo dos blocos de HC, com G. sterquilinus

mostrando blocos pericentroméricos restritos aos pares 1, 3, 4, 5, 6, 7 e 8,
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enquanto que em E. arachnoides os pares 2, 3, 5 e 7 apresentaram blocos
pericentroméricos e os pares 4, 6, 8 e o cromossomo X exibiram blocos
pericentroméricos e teloméricos. O par 1 e o y ndo apresentaram blocos
heterocromaticos. Em A. heteroclyta toda a HC esta restrita na regido
pericentromérica (Vidal e Nocera, 1984).

Em Gymnopleurus sturmi o padrdo de distribuicdo da HC, em machos e
fémeas, é bastante complexo. Foram observados blocos de HC localizados nas
regides centroméricas e pericentroméricas dos pares 1, 2 e 4 em ambos 0S sexos.
O par 3, nos machos, apresentou blocos nas regides pericentroméricas. Enquanto
gue nas fémeas, este par apresentou blocos nas regibes pericentroméricas e
centromeéricas. Os pares 6, 7, 8, 9 e o cromossomo X mostraram blocos nas
regides subtelocéntricas nos dois sexos. O par 5 apresentou blocos centroméricos
e 0 cromossomo Y nédo apresentou blocos de HC (Colomba et al., 2000a).

Em Bolbites ornitoides, representante da tribo Phanaeini (Scarabaeinae), o
bandeamento C revelou apenas um par autossémico com bloco pericentromeérico,
0S outros oito pares restantes apresentaram um dos bracos totalmente
heterocromatico (Vidal, 1980 apud Virkki, 1983). Na espécie Bubas bison da tribo
Onitini (Scarabaeinae), o padrdo da HC revelou a presenca de blocos localizados
nas regides pericentroméricas e distais ou teloméricas de oito pares de
cromossomos e 0s dois pares restantes do cariétipo apresentaram blocos apenas
nas regides pericentroméricas (Colomba et al., 2006).

As espécies Isocopris inhiata e Diabroctis mimas (Scarabaeinae)
apresentaram um padrdo de bandeamento C com grandes blocos
paracentroméricos observados em todo o braco curto dos pares 3, 4, 5 e 7 de |
inhiata e nos pares 2, 4 e 7 de D. mimas. Esse padréo caracteriza cromossomos
difésicos, isto é, cromossomos com um braco totalmente heterocromético e o
outro eucromético, em ambas as espécies. Adicionalmente, I. inhiata mostrou
blocos teloméricos no par 6 e D. mimas nos pares 1 e 3. Os cromossomos X
destas espécies foram quase que totalmente heterocromaticos (Bione et al.,
2005a).
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Na subfamilia Dynastinae (Scarabaeidae), o bandeamento C em Enema
pan, Lygerus ebenus e Strategus surinamensis hirtus revelou grandes blocos de
HC pericentroméricos em todos os cromossomos. O padrdo de HC
pericentromérico foi a Unica marcacéo para E. pan diferente do observado para as
outras espécies. A espeécie L. ebenus também mostrou um cromossomo pequeno
com um bloco terminal. Em L. ebenus e em S. s. hirtus os cromossomos X
apresentaram-se quase inteiramente heterocromaticos. A espécie S. s. hirtus
também apresentou auséncia de HC em um bivalente autossémico (Vidal e
Giacomozzi, 1978; Bione et al., 2005b). Em Geniates borelli, Macraspis festiva e
Pelidnota pallidipennis (Rutelinae) foi observado um padrdo semelhante aos
descritos para Dynastinae, com a presenca de grandes blocos de HC
pericentroméricos e 0s cromossomos X quase que totalmente heterocromaticos
(Bione et al., 2005b). Nos melolontineos Phyllophaga (Phytalus) vestita,
Phyllophaga (Phyllophaga) aff. capillata e Lyogenys fuscus também foram
observados blocos pericentroméricos de HC (Moura et al., 2003).

O padrédo de banda C em sete espécies de Tenebrionidae (Hegeter
grancanariensis, Pacchyla sublunata, Tentyria grossa, Misolampus goudoti,
Tenebrio molitor, Gonocephalum patruele e Gonocephalum rusticum) mostrou
blocos de HC proeminentes na regido pericentromérica de todos 0s cromossomos.
Misolampus goudoti apresentou, adicionalmente, pequenas bandas teloméricas,
enquanto em Gonocephalum patruele, o cromossomo X foi totalmente
heterocromatico. Quanto a quantidade de heterocromatina detectada pelo
bandeamento C, ocorreram variacbes, como nas espécies P. sublunata e G.
rusticum que apresentaram 25% e na espécie M. goudoti foi detectado 58% de
heterocromatina no cariétipo (Juan e Petitpierre, 1989).

Variabilidade no padrdo de distribuicdo da heterocromatina constitutiva tem
sido encontrada em representantes da familia Carabidae. As espécies Acupalpus
elegans e Bembidion minimum foram analisadas por Rozek e Rudek (1992). A.
elegans (2n=42,XY) possui blocos de HC pericentroméricos em quase todos 0s
cromossomos. Os autossomos 1, 4, 11, 12, 16 e 17 foram heteromoérficos quanto a

localizacdo de blocos C positivos e os pares 10, 13 e 19, assim como o braco
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longo dos pares 14 e 15 foram completamente heterocrométicos. O cromossomo
X mostrou um bloco de HC envolvendo o centrédmero e se estendendo pelo braco
curto e metade do braco longo. O cromossomo Y foi totalmente heterocromatico.
Em B. minimum (2n=24,XY), os blocos de HC apresentaram-se localizados em
regides terminal e subterminal ocorrendo em ambos os bragcos da maioria dos
cromossomos. Padrdo diferencial de distribuicdo de HC também foi descrito para
trés outras espécies desta familia. Amara aenea (2n=35,X0), Calathus erratus
(2n=37,X0) e Harplus picipennis (2n=37,X0) apresentaram grandes blocos
pericentroméricos de HC, com ampla variacdo quanto ao tamanho, quando o0s
cariétipos foram comparados. Adicionalmente, em A. aenea 0 par 1 apresentou
pequeno bloco intersticial de HC e um grande bloco distal (Rosek, 1995).

Estudos mais refinados, com o uso de fluorocromos, na qualificacdo da HC
ainda sao escassos na ordem Coleoptera, e estdo mais concentrados nas familias
Tenebrionidae e Scarabaeidae. Em Tenebrionidae, a espécie Tribolium confusum
possui blocos de HC pericentroméricos em todos o0s cromossomos do
complemento, correspondendo entre 40 e 45% do comprimento dos cromossSomos
mitoticos. Esses blocos coraram fortemente com o DA/DAPI, demonstrando que
essas regides sao ricas em pares de bases AT (Plohl et al., 1993). Misolampis
goudoti, por sua vez, apresentou cerca de 58% do seu material cromossémico
positivo para o bandeamento C. A coloragdo com CMA; mostrou uma fraca
marcacao nas regides centromeéricas, quando comparadas com as regides distais
dos cromossomos. Enquanto que a coloracdo com o DA/DAPI mostrou uma fraca
diferenciagcdo longitudinal nos cromossomos (Pons et al.,, 1993). Em Tenebrio
molitor, apesar da grande quantidade de bases AT em seu DNA satélite, tanto o
CMA; quanto o DAPI revelaram pequenas marcacdes correspondentes aos blocos
de heterocromatina observados pelo bandeamento C (Juan et al., 1990).

Na familia Scarabaeidae, poucas espécies foram estudadas com a triplice
coloracdo CMA3/DA/DAPI. Em Thorectes intermedius, as bandas C foram
positivas para o CMA; e negativas para o DAPI. A espécie Macraspis festiva
mostrou uma HC predominantemente neutra, enquanto Geniates borelli e

Pelidinota pallidipennis apresentaram uma HC rica em pares de base GC (CMA3
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+) e AT (DAPI +) na regido pericentromérica de todos 0S Cromossomos,
respectivamente. Em todas as espécies ocorreu marcagdo com CMA3; nas regides
organizadoras de nucléolos ativas (Vitturi et al., 1999; Bione et al., 2005b).

Moura et al. (2003) analisaram trés espécies de Melolonthinae
(Scarabaeidae) Phyllophaga (Phytalus) vestita, Phyllophaga (Phyllophaga) aff
capillata e Lyogenys fuscus e observaram algumas diferencas quanto a
composicdo da HC. Em Phyllophaga (Phytalus) vestita tanto o DAPI quanto o
CMA; coraram todos os blocos da HC. Em Phyllophaga (Phyllophaga) aff capillata
a HC mostrou-se negativa para o DAPI e apresentou bandas positivas com o
CMA3; em um dos autossomos e no bivalente sexual. Por outro lado, Lyogenys
fuscus apresentou toda HC fortemente marcada pelo DAPI e nenhuma marcagéo
com o CMA; foi observada. A tabela 2 apresenta os dados do padréo qualitativo

da HC em Scarabaeidae.

Tabela 2. Padrao de qualificacdo da heterocromatina constitutiva em espécies de

Scarabaeidae estudadas com o uso de fluorocromos base-especificos.

Género / Espécie CMA ; DAPI CMA;/DAPI NEUTRA Referéncia
Thorectes

Thorectes intermedius X 0 0 0 Vitturi et al., 1999
Macraspis

Macraspis festiva 0 0 0 X Bione et al., 2005b
Geniates

Geniates borelli X 0 0 0 Bione et al., 2005b
Pelidinota

Pelidinota pallidipennis 0 X 0 0 Bione et al., 2005b
Phyllophaga Vidal, 1984
Phyllophaga (Phytalus) 0 0 X 0 Moura et al., 2003
vestita

Phyllophaga (Phyllophaga) X 0 0 0 Moura et al., 2003
aff capillata

Lyogenys

Lyogenys fuscus 0 X 0 0 Moura et al., 2003
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I1.5. Regides Organizadoras de Nucléolos e sua Dist  ribuicédo

As Regibes Organizadoras de Nucléolos (RONs) ou constricbes
secundarias sao sitios cromossdmicos onde estdo localizados genes responsaveis
por produzir determinados tipos de RNA ribossomais (RNAr), os quais serdo
sintetizados e processados em pré-ribossomos existentes no nucléolo e mais
tarde se tornardo parte de ribossomos maduros localizados no citoplasma.
Durante a interfase, ocorre no nucleo a sintese do RNAr e o nucléolo é formado.
Nos eucariotas sdo conhecidos quatro tipos diferentes de RNAr designados pelos
seus respectivos coeficientes de sedimentacdo: 5S, 5,8S, 18S e 28S. Com
excecao do 5S, todos os outros sdo transcritos pelos genes localizados nas
RONs. Esses genes estdo organizados in tandem formando unidades que
originam o RNAr 45S precursor das formas 5,8S, 18S e 28S (Sumner, 1990).

A técnica de coloracdo pelo nitrato de prata (AgNOs), desenvolvida por
Goodpasture e Bloom (1975), tem permitido a visualizacdo em diferentes
organismos tanto dos nucléolos quanto das RONSs, através do uso da microscopia
optica. A coloragcdo AgNO3; € a mais freqientemente utilizada, devido a sua alta
especificidade para marcar as proteinas associadas as RONs. E importante
destacar que o material marcado por esse meétodo de coloragdo corresponde a
RONSs funcionalmente ativas na intérfase anterior (Miller et al., 1976).

As RONs podem variar quanto ao numero e a distribuicdo, entre espécies
diferentes ou dentro da mesma espécie. Estes padrdes determinam quais
cromossomos fazem parte da organizacdo nucleolar auxiliando na caracterizacao
cromossdmica de diferentes espécies ou taxons. Nos casos onde mais de uma
RON est& presente, no mesmo complemento, nem sempre todas estdo ativas em
uma mesma celula. O processo de ativagdo pode ser ao acaso ou pode existir
uma ativacao diferencial que produz tipos distintos de RONs (Santos et al., 1990).

Em Coleoptera e especificamente em Scarabaeidae, o numero e a
localizacdo das RONs podem variar entre as espécies. Quanto ao padrdo de
distribuicdo dentro do complemento, tem sido observado quatro localizacdes de

RONSs: 1) RONSs localizadas em um par autossémico; 2) RONs presentes em mais
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de um par autossémico; 3) RONs presentes tanto em autossomos como no X e 4)
RONSs restritas ao bivalente sexual localizadas no cromossomo X (Vitturi et al.,
1999; Colomba et al., 2000a,b; Moura et al., 2003; Vitturi et al., 2003; Colomba et
al., 2004; Bione et al., 2005a,b).

Estudos sobre a localizagcdo das RONs em Coleoptera ainda séo escassos.
Entretanto, os dados obtidos tém indicado que um par de autossomos como
organizador de nucléolos pode estar amplamente distribuido nessa Ordem (Drets
et al., 1983; Virkki, 1983; Postiglioni e Brum-Zorrilla, 1988). Algumas familias
como: Carabidae, Chrysomelidae, Meloidae e principalmente Scarabaeidae
merecem destaque, quanto ao estudo das RONSs, dentro da Ordem. De La Rua et
al. (1996) analisaram trés géneros de Carabidae (Carabus, Calosoma e
Ceroglosus) e observaram que todas as espécies mostraram 0 mesmo padréo de
AgNOs, revelando dois remanescentes nucleolares por nucleo. Quatro outros
representantes dessa familia pertencentes ao género Trechus (T. latus, T.
pilisensis, T. pulchellus e T. quadristriatus) e dois ao género Bembidium (B.
lamprus e B. properans) apresentaram, em células mitdticas, RONs localizadas
em um par autossOmico (Rozek, 1998a, 1998b). Em Diabrotica speciosa
(Chrysomelidae, Galerucinae) o padrao observado pela coloragdo com AgNOs; em
representantes de trés popula¢des analisadas foi 0 mesmo, isto €, presenca de
RONs na regido telomérica do braco curto do par 9 em todos os individuos
estudados (Schneider et al., 2002).

Células paquiténicas de Epicauta atomaria (Meloidae) mostraram que o
nucléolo esta associado ao sétimo par de autossomos. No tenebrionideo
Palembus dermestoides, foi observado a existéncia de duas RONs localizadas no
terceiro e quarto pares de autossomos. Nessas duas espécies o bivalente sexual
Xyp também mostrou-se corado pelo nitrato de prata (Almeida et al., 2000).

Em Scarabaeidae nas espécies Geniates borelli, Macraspis festiva e
Pelidnota pallidipennis (Rutelinae) foram visualizadas, a marcacao dos
remanescentes nucleolares localizados nos bivalentes Xy,. Essas marcacoes
foram observadas até o final do paquiteno ou inicio do diploteno. Além disso, o

bivalente sexual mostrou afinidade pela prata durante diferentes fases da meiose
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e também ocorreu forte marcacdo dos cinetdcoros no inicio da profase | até a
anéafase Il (Bione et al., 2005b).

As espécies Isocopris inhiata e Diabroctis mimas (Scarabaeinae)
apresentaram marcacfes AgNOs; que correspondem a proteinas argirofilicas
presentes nos bivalentes sexuais do tipo Xy,. Essas marcacdes foram observadas
desde o inicio da préfase até o final do paquiteno ou inicio do dipléteno. A prata
também detectou blocos similares aqueles visualizados pelo bandeamento C em
diferentes fases da meiose (Bione et al., 2005a).

Em Melolonthinae, a anéalise de Phyllophaga (Phytalus) vestita, Phyllophaga
(Phyllophaga) aff capillata e Lyogenys fuscus, a partir da coloragdo com nitrato de
prata, mostrou a presenca de remanescentes nucleolares em somente um par de
cromossomos nessas espécies. Em Phyllophaga (Phyllophaga) aff capillata a
RON ativa foi observada em um autossomo. Por outro lado, em Phyllophaga
(Phytalus) vestita e Lyogenys fuscus as RONs foram observadas nos bivalentes
sexuais (Moura et al., 2003).

Em Coleoptera, a coloragdo com nitrato de prata mostra afinidade pela
heterocromatina constitutiva. Isso ocorre devido a presenca de proteinas
argirofilicas distribuidas nesse material, geralmente localizadas nas regides
cinetocoricas. Essa relacdo de afinidade foi destacada por Vitturi et al. (1999), ao
analisar a espécie Thorectes intermedius e observar que toda heterocromatina
corada pelo bandeamento C e com o fluorocromo CMA3 possuia grande afinidade

pela prata.

[1.5.1. Uso Associado da FISH com AgNO 3 na Analise Cromossémica

O uso da técnica de Hibridizacéo in situ Fluorescente (FISH), em plantas e
animais, tem permitido a localizacdo e o0 mapeamento de sequiéncias especificas
de DNA como, por exemplo, os genes que produzem RNAr. Em Coleoptera esta
técnica tem sido usada em conjunto com a colorag&o por nitrato de prata (AgNO3),

na analise das RONs em algumas espécies. Os resultados obtidos com sondas de
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DNAr podem diferir dos da coloracéo por nitrato de prata por revelar o nimero de
cromossomos que carregam as RONs independente do estado de ativacéo
dessas, isto €, enquanto que a AQNO3; marca apenas as regides de DNAr ativas, a
FISH marca todas as regides, ativas ou inativas. A aplicagdo desses dois métodos
é de fundamental importancia em besouros da subordem Polyphaga na tentativa
de elucidar o tipo de associagdo existente no sistema sexual Xy, (Juan et al.,
1993; Galian et al., 1995; Petitpierre, 1996).

Em Tenebrionidae, Misolampus goudoti e Tenebrio molitor foram analisadas
através da FISH com sonda de DNAr de Drosophila melanogaster. M. goudoti
apresentou, em células de metafases mitoticas, sitios ribossomais localizados em
um par de autossomos. Na espécie T. molitor foram observados sitios localizados
em diferentes autossomos e no bivalente sexual Xy,. Contudo, com a coloragao
pelo nitrato de prata apenas o bivalente sexual foi marcado revelando, que apenas
as RONSs localizadas nestes cromossomos estavam ativas na interfase anterior
(Juan et al., 1993). No coccinelideo Olla v-nigrum a FISH combinada com a prata
mostrou uma RON localizada no bivalente sexual Xy, (Maffei et al., 2001).

Em representantes da familia Cincidelidae, a FISH tem revelado diferentes
padrées de marcacdes. Em Cincidela melancolica (91I+XXXY) os resultados
revelaram que os genes de DNAr estédo localizados em um dos cromossomos X e
no Y. Em contraste, Cincidela paludosa (711+X0) apresentou uma RON localizada
em um par de autossomos, enquanto que Megacephala euphratica (1511+X0)
possui RONs localizadas em trés pares de autossomos. Nessas espécies, 0S
resultados obtidos com FISH estdo de acordo com os obtidos pela coloracdo com
nitrato de prata (Galian et al., 1995). Em Megacephala whelani, hibridizacao
durante mitose e meiose, mostrou que os genes de DNAr estdo localizados em
trés pares de autossomos (Gélian e Hudson, 1999). Por sua vez, nas especies
Odontocheila confusa e Odontocheila noticordes a FISH revelou a presenca de
sitios ribossomais em apenas um par de autossomos. Resultados estes também
similares aos obtidos pela coloragdo com nitrato de prata indicando que nestas

espécies todas as RONs estéo ativas (Proencga et al., 2002).
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Em Carabidae, dezenove espécies do género Zabrus (2n=47-63) foram
estudadas com sondas de DNAr 18S. Foram observadas variacbes tanto no
namero como na intensidade dos sinais das RONs. Zabrus (Iberozabrus) curtus
neglectus, Z. (Iberozabrus) angustatus e Z. (Iberozabrus) theveneti apresentaram
duas marcacdes . Em Zabrus (Iberozabrus) vasconicus, Z. (Iberozabrus) ambiguus
e Z. (Iberozabrus) castroi doze marcagdes pela FISH foram detectadas. A
intensidade dos sinais também revelaram variacdes, que se apresentaram desde
pequenos pontos até bracos cromossdmicos inteiros (Sanches-Gea et al., 2000).

Em Scarabaeidae, algumas espécies tem sido analisadas através da FISH.
Em representantes da subfamilia Scarabaeinae, como Gymnopleurus sturmi foram
observados sitios ribossomais nas regides heterocromaticas dos bivalentes 18 e
22 com sinais de hibridizacdo apresentando-se polimérficos quanto ao tamanho
(Colomba et al., 2000a). Em Isocopris inhiata e Diabroctis mimas, os dados
obtidos pela FISH revelaram que sitios de DNAr 28S estdo presentes em um
bivalente autossdmico em |. inhiata, e em 2 bivalentes autossémicos e no
cromossomo X em D. mimas. Nos autossomos de ambas as espécies, estes sitios
foram localizados em cromossomos médios (Bione et al., 2005a).

Na subfamilia Melolonthinae, Phyllophaga (Phytalus) vestita, Phyllophaga
(Phyllophaga) aff capillata e Lyogenys fuscus tiveram seus dados obtidos, com a
coloracdo por AgNOs, confirmados pela FISH. Nos bivalentes meidticos, a FISH
com sondas ribossbmicas 18S e 25S (RNAr) mostrou apenas um sinal de
hibridizacdo em cada uma das espécies. Phyllophaga (Phyllophaga) aff capillata
apresentou uma RON em um bivalente autossémico pequeno, enquanto que nas
outras duas espécies 0 X € o organizador nucleolar (Moura et al., 2003).

Em Geniates borelli, Macraspis festiva e Pelidnota pallidipennis (Rutelinae-
Scarabaeidae) os dados da coloragcdo com AgNO; coincidiram com os obtidos
pela FISH e permitiram a identificacdo dos sitios de DNAr no cromossomo X das
trés espécies analisadas (Bione et al., 2005b).

Colomba et al. (2006) analisaram uma espécie pertencente a subfamilia
Scarabaeinae e representante da tribo Onitini (Bubas bison) e observaram através

da FISH com a utilizacido da sonda 18S (DNAr) sinais de hibridizacao nas regioes
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heterocromaticas teloméricas dos cromossomos. A analise mostrou que estes
sitios estéo localizados em oito cromossomos do complemento. Esses resultados
também foram confirmados por marcacdes em nucleos interfasicos. Este padrédo
representa 0 numero maximo de sitios de DNAr encontrado dentro da subfamilia

Scarabaeinae.
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IV. CAPITULO 1

Analise cariotipica comparativa, bandeamento C e di  stribuicdo de RONs
entre trés espécies do género Dichotomius (Coleoptera, Scarabaeidae,

Scarabaeinae)

O manuscrito a seguir sera
submetido a Revista Genetica

publicada na Holanda.
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Resumo

Cromossomos meidticos e mitéticos de Dichotomius sericeus, D. nisus e D.
semisquamosus foram analisados através da técnica convencional, bandeamento
C e coloracdo com nitrato de prata. Em D. nisus e D. semisquamosus foi usada
hibridizac&do in situ fluorescente (FISH) com sonda de DNAr 28S. As espécies
analisadas apresentaram cariotipo assimétrico com 2n=18, cromossomos meta-
submetacéntricos e reducéao gradual de tamanho. O mecanismo sexual foi do tipo
Xyp, exceto em D. sericeus que apresentou o tipo Xy,. A analise da
heterocromatina constitutiva (HC) revelou blocos pericentroméricos em todos 0s
cromossomos das trés espécies. As regides organizadoras de nucléolos (RONS)
marcadas com nitrato de prata (AgNO3) foram localizadas no bivalente sexual de
D. sericeus e D. nisus e em autossomo de D. semisquamosus. Nessas duas
Ultimas espécies, o0 uso da FISH com sonda de DNAr 28S confirmou os resultados

obtidos com a coloragdo AgNOs.
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Introducéo

Scarabaeidae pertence a subordem Polyphaga e apresenta
aproximadamente 2.300 géneros e 27.800 espécies (Costa, Vanin & Casari-Chen,
1988). Esta familia representa os principais constituintes da coleopterofauna da
regido Neartica e Neotropical (Ratcliffe, Jameson & Smith, 2002), estando
representados por 362 géneros e 4.706 espécies localizadas na regido Neotropical
(Costa, 2000) e aproximadamente 125 géneros e 1.700 espécies com ocorréncia
na regido Neartica (Ratcliffe, Jameson & Smith, 2002). Para o Brasil, ha registro
de aproximadamente 204 géneros e 1.777 espécies (Costa, 2000).

Dichotomius pertence a tribo Dichotomiini (Halffter & Matthews, 1966), que
€ bastante diversa e apresenta cerca de 30 géneros e mais de 750 espécies
distribuidas mundialmente. Essa distribuicdo é notadamente maior no nhovo mundo
com mais de 600 espécies. Dichotomius é um género exclusivamente do novo
mundo e possui aproximadamente 153 espécies descritas (Ratcliffe, Jameson &
Smith, 2002). Para o Brasil estdo registradas mais de 83 espécies (Vaz-de-Mello,
2000).

Apesar do elevado niumero de espécies descritas para Scarabaeidae, as
analises citogenéticas ainda sdo escassas e em sua maioria estdo restritas ao uso
da analise convencional. Dados citogenéticos de escarabeideos correspondem a
aproximadamente 355 espécies, ou seja, um pouco mais de 1,27% das espécies
descritas (Smith & Virkki 1978; Yadav, Pillai & Karamjeet, 1979; Vidal, 1984;
Moura et al., 2003). Em Scarabaeidae predomina o numero dipléide 2n=20,
mecanismo sexual do tipo para-quedas (Xyp,) € cromossomos meta-
submetacéntricos (Smith & Virkki, 1978; Vidal, 1984; Martins, 1994; Colomba et
al., 1996; Colomba, Vitturi & Zunino, 2000a).

O uso de técnicas citogenéticas mais refinadas na superfamilia
Scarabaeoidea estd restrito a poucas espécies pertencentes as familias
Scarabaeidae, Lucanidae e Geotrupidae. Em Lucanidae, além da caracterizacao
convencional, a espécie Dorcus parallelipipedus foi estudada pelo método de FISH

com sonda de DNAr, pelo uso de fluorocromos base-especificos e pela coloracdo
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com nitrato de prata (AgNOs3). Em Geotrupidae, por sua vez, as espécies
Anoplotrupes stercorosus e Thorectes intermedius foram analisadas pelo
bandeamento C, pelo uso de fluorocromos base-especificos, pelo método de FISH
e pela coloracdo AgNO; (Vitturi et al., 1999; Colomba, Vitturi & Zunino, 2000b;
Moura et al., 2003; Colomba et al., 2004; Bione, Camparoto & Simdes, 2005a).

Em geral, Scarabaeidae apresenta heterocromatina constitutiva (HC)
localizada em regibes cromossOmicas pericentroméricas. Adicionalmente,
algumas espécies mostram HC em regides intersticiais e/ou teloméricas (Moura et
al., 2003; Bione, Camparoto & Simdes, 2005a; Bione et al., 2005b). Quanto ao
padrdo de distribuicdo das regi6es organizadoras de nucléolos (RONSs), tem sido
observado principalmente quatro tipos de localizacdes: 1) RONs localizadas em
um par autossémico (Isocopris inhiata e Phyllophaga (Phyllophaga) aff capillata);
2) RONs presentes em mais de um par autossémico (Gymnospleurus sturmi e
Bubas bison); 3) RONs presentes tanto em autossomos como no X (Diabroctis
mimas) e 4) RONSs restritas ao bivalente sexual com localizagdo no cromossomo X
(Phyllophaga (Phytalus) vestita, Lyogenys fuscus, Geniates borelli, Macraspis
festiva, Pelidnota pallidipennis e Pentodon bidens punctatum) (Colomba, Vitturi &
Zunino, 2000a,b; Moura et al., 2003; Vitturi et al., 2003; Bione, Camparoto &
Simdes, 2005a; Bione et al., 2005b)

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo cariotipica das
espécies Dichotomius sericeus, D. nisus e D. semisquamosus (Scarabaeinae,
Dichotomiini), através da andlise convencional, bandeamento C, coloracdo com
nitrato de prata e hibridizag&o in situ fluorescente (FISH). As diferentes técnicas

usadas permitiram uma distingdo cromossOmica entre as trés espécies analisadas.
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Material e Métodos

Neste trabalho foram estudados os cromossomos meioticos e mitoticos de
machos do género Dichotomius (Hope, 1838), sendo 50 exemplares de D.
sericeus, 15 de D. nisus e 18 de D. semisquamosus. Dichotomius nisus e D.
semisquamosus foram coletados em Aldeia, no municipio de Paudalho (7° 53’ 48”
S, 35° 10’ 47" W) e em Brejo Novo, municipio de Caruaru (08° 425’ S, 035° 151’
W) no Estado de Pernambuco e na cidade de Ribeirdo Preto (21° 10’ 39" S, 47°
48 37" W), Sdo Paulo. Dichotomius sericeus foi coletado, exclusivamente, nas
localidades do Estado de Pernambuco, Brasil. As coletas foram realizadas nos
anos de 2003 a 2006 com a utilizacdo de armadilhas de solo do tipo “Pitfall”.

Os individuos foram sacrificados e os testiculos fixados em Carnoy 3:1
(etanol: acido acético) e armazenados em freezer. As preparacdes citologicas
foram obtidas a partir da técnica classica de esmagamento de foliculos testiculares
(Souza, 1991) e para a coloragcdo convencional foi usada orceina lacto-acética a
2%. O bandeamento C foi realizado segundo a técnica de Sumner (1972). A
coloragdo com nitrato de prata foi realizada segundo Rufas et al. (1987). A
hibridizac&o in situ fluorescente seguiu a metodologia descrita por Natarajan et al.
(1998) e Sakamoto-Hojo et al. (1999). O fragmento de DNAr usado como sonda
para deteccdo da RON foi obtido a partir do clone 28S com 473 pares de base,
desenvolvida para Apis mellifera (GenBank nimero de acesso AJ302936). Este
fragmento foi primeiramente amplificado por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e em seguida usado como molde para amplificar produtos biotinilados
através de outra PCR. Para a deteccdo da sonda biotinilada foi utilizado o
complexo fluoresceina-avidina.

Microscopio Leica e sistema de captura Cytovision acoplado ao microscopio
Olympus BX51 foram usados para obtenc&o das fotomicrografias. Foram usados
os filmes Kodak Imagelink, Asa 25 para as laminas coradas convencionalmente,
com AgNO; e C-bandeadas e o Kodak Kodacolor, Asa 400 para a FISH. As copias

fotograficas foram feitas em papel Kodabrome Il RC Print F3 da Kodak. As
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pranchas foram montadas e organizadas no programa CorelDRAW Graphics Suite
12.

As espécies foram identificadas pelo Dr. Sérgio lde, Instituto Bioldgico, SP.
O material identificado esta mantido na cole¢do entomolégica do Departamento de
Biologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de Pernambuco e no
Departamento de Genética do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade

Federal de Pernambuco.

Resultados

Coloracédo convencional

Dichotomius sericeus, D. nisus e D. semisquamosus apresentaram numero
diploide de 2n=18. A constituicdo cariotipica das trés espécies foi bastante similar,
com a ocorréncia de cromossomos meta-submetacéntricos que decrescem em
ordem gradativa de tamanho, com excec¢do do par 1 que foi notadamente maior
guando comparado com outros cromossomos do complemento. Esta diferenca de
tamanho caracteriza assimetria cariotipica nas espécies (Fig. 1). Quanto ao
sistema de determinacdo sexual, D. sericeus apresentou mecanismo do tipo Xy,
(meioférmula 8I1+Xy;) (Fig. 1b), enquanto que D. nisus e D. semisquamosus,
apresentaram mecanismo do tipo Xy, (meioformula 811+Xy,), com 0 cromossomo
X sendo de tamanho médio e o y diminuto, caracterizando um tipico para-quedas
(Fig. 1e,f).

Bandeamento C, Coloracdo AgNO; e FISH

O padrdo de distribuicdo de heterocromatina constitutiva (HC) observado
nas trés espécies revelou a presenca de blocos pericentroméricos em todos o0s
cromossomos do complemento (Fig. 2). Em D. Semisquamosus, os blocos de HC

foram menores quando comparados com D. sericeus e D. nisus (Fig. 2b). O
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padrédo pericentromeérico do bandeamento C permitiu observar cromossomos com
dois bracos no cariotipo destas espécies. O uso da coloragdo com nitrato de prata
(AgNO3) nas trés espécies revelou massas amorfas correspondentes aos
remanescentes nucleolares, associadas ao bivalente sexual em D. sericeus e D.
nisus (Fig. 3a,c). Em D. semisquamosus, a marcacdo foi em um autossomo de
tamanho meédio e esse padrdo foi confirmado pela FISH (Fig. 3e,f). As regides
cromossdmicas correspondentes a HC também se apresentaram marcadas pela
AgNO3; em diferentes fases meioticas das espécies analisadas (Fig. 3b). O método
de FISH usando sonda de DNAr confirmou o padrdo de marcacdo das RONs em

D. nisus e D. semisquamosus (Fig. 3d,f).

Discussao

Na subfamilia Scarabaeinae, cerca de 15% das espécies analisadas
cromossomicamente apresentam uma variacao cariotipica com relacdo ao nimero
dipldide e o mecanismo de determinacdo sexual (2n=20,Xy,), considerado
primitivo para a familia Scarabaeidae (Yadav & Pillai, 1979; Martins, 1994;
Colomba et al. 1996; Vitturi et al. 2003; Bione, Camparoto & Simdes, 2005a; Bione
et al., 2005b).

As trés espécies de Dichotomius aqui analisadas, assim como D.
anaglypticus (Vidal, 1984), D. bicuspis e D. semiaeneus (dados nédo publicados)
apresentam cariotipo com 2n=18 e cromossomos meta-submetacéntricos. O par 1
se destaca por seu grande tamanho em relagdo aos demais cromossomos do
complemento, caracterizando uma assimetria cariotipica nessas espécies. A
morfologia do par 1 sugere a ocorréncia de mecanismo de inversdo seguido de
fusdo céntrica entre autossomos, ocasionando assim uma diminuicdo do namero
cromossdmico 2n=20 (considerado ancestral em Scarabaeidae) para 2n=18.
AlteragBes semelhantes tem sido descritas na literatura e estdo incluidas dentro
dos tipos de evolucdo cromossdmica propostos para Coleoptera por Yadav & Pillai

(2979). Por outro lado, Pinotus carolinus (=Dichotomius carolinus) e D. bosqui ndo
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apresentaram reducdo do numero diploide para 2n=18, permanecendo com 2n=20
(Smith & Virkki, 1978; Vidal, 1984).

Dichotomius nisus e D. semisquamosus mostraram mecanismo sexual Xyp
aguiasmatico, considerado primitivo e muito freqiente em Scarabaeidae, e
também verificado em outras espécies de Dichotomius analisadas (Smith & Virkki,
1978; Yadav, Pillai & Karamjeet, 1979; Vidal, 1984). Em contraste, D. sericeus
apresentou mecanismo sexual do tipo quiasmético Xy,, pouco freqiente para
Scarabaeidae e com cinco ocorréncias na subfamilia Scarabaeinae (Catharsius
sp., C. molosus, Onthophagus bonasus, O. catta e O. dama), uma em
Melolonthinae (Autoserica sp.) e quatro em Rutelinae (Adorrhinyptia sp., Anomala
lucens, Strigodermella protea e Ectinohoplia rufipes) (Smith e Virkki, 1978; Yadav,
Pillai & Karamjeet, 1979).

Dichotomius sericeus, Dichotomius nisus e Dichotomius semisquamosus,
semelhante ao observado em outros Scarabaeidae, apresentaram padrao
pericentromérico de localizagdo da heterocromatina constitutiva (HC). Este padréo
tem sido observado na maioria das espécies de coledpteros, e particularmente em
Scarabaeidae (Rozek & Maryanska-Nadachowska, 1991; Rozek, 1992; Colomba,
Vitturi & Zunino, 2000a,b; Moura et al., 2003; Bione, Camparoto & Simdes, 2005a;
Bione et al., 2005b). Entretanto, também tem sido observado nesta familia
localizacdo de HC em outras regides, como nos pares 4, 6, 8 e no cromossomo X
de Eucranium arachnoides que exibiram blocos pericentroméricos e teloméricos.
O par 1 e o cromossomo y ndo apresentaram blocos de HC (Vidal & Nocera,
1984). Em Gymnopleurus sturmi, o padrao de distribuicdo da HC, em machos e
fémeas, € bastante complexo, com blocos heterocrométicos distribuidos em
diferentes cromossomos e localizacbes quando os dois sexos foram comparados
(Colomba, Vitturi & Zunino, 2000a). Um outro exemplo foi descrito em Bubas bison
gue apesar de mostrar um padrdo pericentromérico de HC apresentou,
adicionalmente, blocos distais e teloméricos em diferentes cromossomos
(Colomba et al., 2006).

As espécies mostraram um grau de conservacado com relacdo ao padréao

pericentromérico de distribuicdo da HC. Contudo, em D. semisquamosus 0S
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blocos de HC foram menores quando comparados com D. sericeus e D. nisus.
Trabalho recente com outras espécies de Scarabaeinae mostrou que Isocopris
inhiata e Diabroctis mimas possuem grandes blocos paracentroméricos de HC
envolvendo todo o braco curto dos pares 3, 4, 5 e 7 na primeira espécie e nos
pares 2, 4 e 7 da segunda, caracterizando a presen¢a de cromossomos difasicos.
Os cromossomos X destas espécies foram quase totalmente heterocromaticos
(Bione, Camparoto & Simodes, 2005a).

Dados da literatura tém mostrado que em Coleoptera, mais especificamente
em Scarabaeidae, as RONs estéo frequientemente distribuidas em um Unico par
autossdmico ou no bivalente sexual (Virkki, 1983; Colomba, Vitturi & Zunino,
2000a; Moura et al., 2003; Vitturi et al., 2003; Bione et al., 2005b; Colomba et al.,
2006). Uma variabilidade em relacdo a localizacdo das RONSs foi observada nas
espécies estudadas neste trabalho. Dichotomius semisquamosus apresentou a
RON restrita a um autossomo de tamanho médio. Esse tipo de marcacéo também
foi encontrado por Moura et al. (2003) em Phyllophaga (Phyllophaga) aff capillata
e em Gymnopleurus sturmi através da analise da coloragdo com nitrato de prata
(AgNOs3) e confirmado pelo método de FISH (Colomba, Vitturi & Zunino, 2000a).
Em D. sericeus e D. nisus, de forma similar ao padréo descrito para Phyllophaga
(Phitalus) vestita e Lyogenys fuscus a RON esta localizada no bivalente sexual
(Moura et al., 2003) conforme demonstrado pela prata e pelo FISH. Esse padrdo
de marcacdo sugere que ao longo da evolucdo deste grupo de organismos,
ocorreram rearranjos cromossémicos envolvendo os cromossomos portadores dos
sitios de DNAr. Em contraste, no Scarabaeidae Bubas bison (2n=20) a distribuicédo
de sitios de DNAr, observados pelo método de FISH, envolve oito cromossomos
do complemento. Esse padrdo representa 0 maior nimero de sitios de DNAr
observado nesta familia (Colomba et al., 2006).

Os resultados deste trabalho representam os primeiros dados usando
marcadores cromossémicos para 0 género Dichotomius. As espécies estudadas
mostraram similaridade quanto ao numero dipldide 2n=18, o que indica a
ocorréncia de rearranjos do tipo inversdo e fusdo na evolugdo cromossdmica

desse grupo. Apesar de similaridades quanto ao numero dipléide as espécies
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apresentaram diferenciacdo quanto ao mecanismo sexual, tamanho dos blocos de
HC e localizacdo dos sitios de DNAr. Portanto, esses dados cromossémicos
associados a outras informacdes da literatura destacam a ocorréncia de

variabilidade cariotipica no género Dichotomius.
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Figura 1. Cromossomos mitoticos e meidticos de Dichotomius sericeus (a-d), D.
nisus (e) e D. semisquamosus (f) corados com orceina lacto-acética. (a) cariotipo
espermatogonial. (b) metafase | destacando o mecanismo sexual Xy, (c,d)
metafases Il, (c) com o X e (d) com o y;, respectivamente. (e,f) metafases | com o

mecanismo Xyp. Barra 10pum.
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Figura 2. Padréo de distribuicdo da heterocromatina constitutiva em Dichotomius

sericeus (a), D. semisquamosus (b) e D. nisus (c,d). Em (a,d) caridtipos

espermatogoniais. (b) metafase espermatogonial. (c) paquiteno. Barra 10um.



Silva, G.M. Andlise Cariotipica em Representantes do Género Dichotomius... 68

(a) « (b)
. S . Xyr
X L

| v - ..' .Q.

- , ‘k " P
2 ‘.‘.‘, .~ ‘.
P ~ ..

»
(©) d
J” .“*:*
! ,’ i' v. .‘
u At \ -
. - 'F
™
& i
g c'l,‘* e
- h“ : ] z pe
2 ’ -
W‘-' " . ™ ” 'i”
: Sy
- g
g i N

Figura 3. Cromossomos corados com nitrato de prata (AgNO3) (a,b,c,e) e pelo
meétodo de FISH com sonda de DNAr 28S (d,f). Dichotomius sericeus (a,b), D.
nisus (c,d) e D. semisquamosus (e,f). (a) zigéteno com o bivalente sexual
totalmente marcado (seta). (b) metafase | com as regides heterocromaticas e o
bivalente sexual Xy, marcados pela prata. (c,e) paquitenos com bivalente sexual e
bivalente autossdémico totalmente marcados (setas) em D. nisus e D.
semisquamosus, respectivamente. (d,f) paquiteno e metéfase I, respectivamente.

As setas apontam os sitios de DNAr. Barra 10um.
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V. CONCLUSOES

O presente trabalho mostra o resultado da analise citogenética realizada
nos escarabeideos Dichotomius sericeus, Dichotomius nisus e Dichotomius
semisquamosus. Os resultados obtidos permitiram chegar as seguintes

conclusoes:

1. As trés espécies apresentaram reducdo do numero dipléide para 2n=18,
cromossomos do tipo meta-submetacéntricos e o par 1 representando o maior
cromossomo do complemento, caracterizando uma assimetria cariotipica,

provavelmente devido a ocorréncia de rearranjos cromossomicos envolvendo

inversao seguida de fusdo céntrica entre autossomos.

2. Com excecado de Dichotomius sericeus, que apresentou mecanismo de
determinagdo sexual do tipo Xy, D. nisus e D. semisquamosus mostraram
mecanismo do tipo Xy,, considerado mais freqliente para a familia Scarabaeidae,

e também para Coleoptera.

3. Padrdes similares de bandeamento C, com localizagdo dos blocos de
heterocromatina constitutiva (HC) nas regides pericentroméricas de todos os
cromossomos foram detectados nas trés espécies. Contudo, em D.
semisquamosus o tamanho dos blocos foram menores quando comparados com

D. sericeus e D. nisus.

4. As RONSs localizadas em bivalentes sexuais de D. sericeus e D. nisus reforcam
a hipotese da condicao ancestral desse padrao dentro de Scarabaeidae. Por sua
vez, a localizacdo autossomica da RON em D. semisquamosus sugere a
ocorréncia de rearranjos entre diferentes cromossomos durante a sua evolugdo

cariotipica.

5. O uso da hibridizacédo in situ fluorescente (FISH) com sonda de DNAr 28S em
D. nisus e D. semisquamosus confirmou a localizacdo e o numero de Ag-RONs

ativas nessas espécies.
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VI. APENDICE

VI.1. Fotos das Espécies Estudadas

Dichotomius sericeus Dichotomius nisus

Dichotomius semisquamosus
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related third-level heads in long-papers. The third level headings is the most
frequently used subhead. It is italics, flush left with no white line underneath and is
used to initiate the first paragraph of a sub-topic. The fourth level heading is
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Citations of personal communications or unpublished results should list all names
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Taxonomic names

Taxonomic names of genera and lower taxa should be italicized. Authors are
requested to mention the authorities of any taxa named in the articles.
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Appendices

This section should be reserved for large bodies of data of mathematical
derivations that would disrupt the main text.

Cross-Referencing

In the text, a reference identified by means of an author‘s name should be followed
by the date of the reference in parentheses and page number(s) where
appropriate. When there are more than two authors, only the first author's name
should be mentioned, followed by ‘et al.’. In the event that an author cited has had
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Examples:
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