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RESUMO

A familia Romaleidae (superfamilia Acridoidea) compreende ~437 espécies de
gafanhotos organizadas em cerca de 80 géneros e 3 subfamilias com distribuicao
Neotropical. A morfologia dos gafanhotos da familia Romaleidae ¢é distinta,
destacando-se como 0s maiores em tamanho descritos na natureza, apresentam
diversidade em cores e formas, além da capacidade de produzir sons por meio de
estridulacdo nas asas. Os cari6tipos desse grupo de insetos € composto em sua
maioria por 2n = 23, 24 X0:XX, e a presenca de cromossomos acrocéntricos. Os
estudos de caracterizagdo dos genomas de individuos pertencentes a familia
Romaleidae descrevem uma composicao consideravel de DNA repetitivo em tandem
como DNAs satélites, minissatélites, microssatélites, além de DNA repetitivo disperso,
como transposons e retrotransposons. A técnica de Hibridizacdo In Situ Fluorescente
(FISH, do inglés Fluorescente in situ Hybridization) tem sido aplicada para investigar
a distribuicdo de sequéncias repetitivas, ajudando a elucidar padrdoes de evolucéo
cromossomica em diferentes espécies. O objetivo deste estudo foi identificar e
comparar o numero e a distribuicdo de sitios de DNA ribossomal e de histona H3 em
espécies de gafanhotos da familia. Apés a técnica de hibridizac&o in situ fluorescente
(FISH), identificaram-se loci de DNAr 45S nas regides pericentroméricas dos pares
cromossomicos S10 em Agriacris auripennis, M7 em Prionolopha serrata e Epiprora
hilaris, e M6 em Phaeoparia megacephala. A sonda H3 foi mapeada nas regibes
pericentroméricas do cromossomo S9 de Agriacris auripennis, M9 de Prionolopha
serrata e Phaeoparia megacephala, e M7 de Epiprora hilaris. Os resultados indicam
semelhanca no nimero de loci de DNAr 45S e sitios de H3, mas diferem em suas
localizacdes, sugerindo ocorréncia de rearranjos cromossOémicos e variagcdo na

evolucdo cromossémica do grupo.

PALAVRAS-CHAVE: FISH, Heterocromatina, Citogenética, Gafanhoto



ABSTRACT

The family Romaleidae (superfamily Acrididae) comprises approximately 437 species
of grasshoppers organized into about 80 genera and 3 subfamilies with Neotropical
distribution. The morphology of Romaleidae grasshoppers is distinctive, being the
largest in size described in nature, displaying diversity in colors and shapes, as well as
the ability to produce sounds through stridulation on their wings. The karyotypes of this
group of insects mostly consist of 2n = 23, 24 X0: XX, with the presence of acrocentric
chromosomes. Studies characterizing the genomes of individuals belonging to the
Romaleidae family describe a considerable composition of repetitive DNA, such as
satellite DNAs, minisatellites, microsatellites, as well as dispersed repetitive DNA, such
as transposons and retrotransposons. The Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)
technique has been applied to investigate the distribution of repetitive sequences,
helping to elucidate patterns of chromosomal evolution in different species. The aim of
this study was to identify and compare the number and distribution of ribosomal DNA
and histone H3 sites in grasshopper species of the family. After the Fluorescence in
Situ Hybridization (FISH) technique, 45S rDNA loci were identified in the
pericentromeric regions of chromosomal pairs S10 in Agriacris auripennis, M7 in
Prionolopha serrata and Epiprora hilaris, and M6 in Phaeoparia megacephala. The H3
probe was mapped to the pericentromeric regions of chromosome S9 in Agriacris
auripennis, M9 in Prionolopha serrata and Phaeoparia megacephala, and M7 in
Epiprora hilaris. The results indicate similarity in the number of 45S rDNA loci and H3
sites, but differ in their locations, suggesting the occurrence of chromosomal

rearrangements and variation in the chromosomal evolution of the group.

KEYWORDS: FISH, Heterochromatin, Cytogenetics, Grasshopper
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1. INTRODUCAO

A familia Romaleidae destaca-se como um dos maiores e mais diversificados
grupos de gafanhotos, compreendendo mais de 437 espécies distribuidas em 80
géneros e 3 subfamilias, com distribuicdo Neotropical (Carbonell, 1977; Braga, 2015).
Este grupo € notavel pela presenca de um cariétipo diploide 2n = 23, 24 X0:XX,
composto em sua maioria por cromossomos acrocéntricos (Mesa et al., 1982). Os
cariétipos das espécies estudadas pertencentes a familia Romaleidae, revelam até o
momento variacdes numéricas em espécies de Xyleus e Zoniopoda, devido a
polimorfismos como cromossomo B (Bernardino, 2015). Além disso, a familia
Romaleidae exibe uma significativa abundancia de DNA repetitivo em seu genoma,
incluindo satélites, minissatélites e microssatélites, e DNA repetitivo disperso, como

transposons e retrotransposons (Martins, 2004).

Os sitios de RNA ribossomal sdo compostos por sequéncias repetidas que geralmente
se organizam em tandem no genoma e sao 0s principais componentes das regides
organizadoras do nucléolo (RONs). Em insetos, essa familia € caracterizada pela
associacao de trés subunidades (28S, 18S e 5.8S), derivadas do gene precursor 45S.
Essas subunidades passam por transcricdo, processamento e montagem em
unidades ribossomais (Lamond, 1998), com genes separados por espacadores
internos transcritos (ITS1 e ITS2). Estudos sobre os genes de DNAr tém sido
amplamente realizados em varios grupos de organismos, incluindo gafanhotos. A
introducdo da Hibridizacdo In Situ Fluorescente (FISH) possibilitou a deteccdo de
sitios adicionais de DNA ribossomal, ndo acessiveis outrora por técnicas
convencionais, como a impregnacao por nitrato de prata. No caso de Romaleidae, o
estudo de sequéncias ribossomais por FISH tem sido restrito, sendo analisadas
apenas para algumas Xestotrachelus robustus, Brasilacris gigas, C. nuptialis e C.
speciosa (Souza et al., 1998, 2003; Reguei, Neto et al., 2013).

A familia multigenicas responsavel pela sintese de Histona é organizada em uma
sequéncia repetitiva em tandem (Barzotti et al., 2000). A cromatina é composta por
moléculas de DNA organizadas em torno de proteinas histénicas como H1, H2A, H2B,

H3 e H4, formando subunidades conhecidas como nucleossomos. Duas coOpias das
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proteinas H2A, H2B, H3 e H4 se agrupam para formar o nucleossomo, enquanto a
histona H1 atua como ponte de DNA, conectando um nucleossomo ao outro (Albig et
al., 1996). Estudos recentes, utilizando a técnica de FISH, tém examinado a
distribuicdo dos genes das histonas em diversos grupos de organismos vertebrados e
invertebrados, revelando variagbes na presenca desses genes em autossomos (por
exemplo, bivalves) ou em multiplos autossomos (por exemplo, humanos) (Albig et al.,
1996). Dentre as proteinas histénicas, a distribuicdo de H3 e H4 tém sido melhor
investigadas em estudos citogenéticos, buscando compreender sua alta conservagao
nos gafanhotos e em outros organismos. Trinta e cinco espécies de gafanhotos da
familia Acrididae tiveram seus cromossomos mapeados para 0s genes de histonas
H3 e H4, todos localizados em um unico par cromossdmico (Cabrero et al., 2009).
Algumas espécies de Romaleidae, como Xyleus d. angulatus (Machado et al., 2014),
Brasilacris gigas, Chromacris nuptialis, C. speciosa e Xestotrachelus robustus (Neto
et al., 2013), também tiveram os genes H3 e H4 mapeados em seus cromossomos.
Essas andlises forneceram informacdes importantes sobre a conservacdo e a

distribuicdo desses genes em diferentes linhagens evolutivas para a familia.
2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. DISTRIBUICAO E ECOLOGIA DA FAMILIA ROMALEIDAE

A familia Romaleidae, a segunda maior familia neotropical de gafanhotos, exibe
uma notavel diversidade e adaptacdo a uma variedade de ambientes, composta por
aproximadamente 80 géneros e 430 espécies de gafanhotos (BRAGA et al., 2015).
Esta familia pertence a superfamilia Acridoidea e esta subdividida em trés subfamilias
distintas: Romaleinae, Aucacrinae e Trybliophorinae. Sua presenca é marcante na
América do Sul e América Central, com a América do Sul sendo considerada o

provavel local de origem (Barreto, 2009).

A distribuicdo geografica da familia Romaleidae € amplamente diversificada, com a
maior parte de seus representantes distribuidos na regido Neotropical, enquanto no
sul da regido Neértica séo registradas poucas espécies (Amedegnato, 1974;
Carbonell, 1977). Géneros como Brasilacris, Radacridium, Helionotus, Staleochlora e

Xyleus sdo predominantes em regides semiaridas, enquanto Chromacris, Tropidacris,
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Agriacris, e a maioria dos representantes da tribo Phaeopariini, além de alguns do
género Zoniopoda, ocupam as florestas tropicais umidas (Carbonell, 1977, 1984,
1986, 2002, 2007; Roberts, 1982, 1992).

A ampla distribuicdo da familia Romaleidae na regido Neotropical é corroborada por
estudos que revelam a presenca de mais de 437 espécies em todo o continente, com
representantes desde a Argentina até o México (Carbonell, 1977; Braga et al., 2015).
O Brasil, por sua vez, abriga cerca de 168 espécies, com uma distribuicao significativa

em todas as regibes, destacando-se especialmente no Norte e Nordeste do pais.

A presenca dos Romaleideos no nordeste do Brasil é notavel, onde esses gafanhotos
podem ser encontrados desde a mata atlantica até a caatinga, demonstrando sua
capacidade de adaptacéo a diferentes ecossistemas (Carbonell, 1977). A diversidade
de espécies na regido é evidenciada por mais de 15 espécies relatadas, incluindo
representantes notaveis como Radacridium, Xyleus discoideus angulatus e o género

Brasilacris, que € exclusivo desta area (Souza e Kido, 1995).

No contexto brasileiro, uma pesquisa na regido metropolitana de Belém, no Estado do
Pard, identificou diversas espécies de Romaleidae, destacando-se Chromacris
speciosa, Prionolopha serrata e Tropidacris collaris entre as 12 relatadas,
evidenciando a abundancia e diversidade desses gafanhotos na regiao (Braga et al.,
2015).

Diversos géneros de gafanhotos pertencentes a familia Romaleidae se destacam pela
abundancia de espécies como o0 género Chromacris, sendo minuciosamente revisado
por Roberts e Carbonell (1982), evidenciando uma relacdo entre suas caracteristicas
morfolégicas e uma distribuicdo exclusivamente neotropical, abrangendo desde o
México até a Argentina. O género Chromacris foi subdividido em dois grupos por
Roberts e Carbonell (1982): o grupo trogon, que engloba as espécies C. trogon, C.
psittacus, C. icterus e C. peruvianall; e o grupo colorata, composto por C. colorata, C.
minuata, C. miles, C. speciosa e C. nuptialis. Tropidacris (Romaleinae), com uma
distribuicdo abrangente do sudoeste do México a regido central da Argentina, destaca-
se pela presenca de trés espécies: T. descampsi, T. collaris e T. cristata, esta ultima

com trés subespécies distintas (T. c. cristata, T. c. dux e T. c. grandis). Tropidacris é
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notével por sua importancia econdmica como praga agricola, afetando véarias espécies
cultivadas. Revisfes recentes tém contribuido para o entendimento da taxonomia e
distribuicdo geografica na familia Romaleidae, além da descricdo de novas espécies.
Esse foi 0 caso do género Radacridium (Romaleinae), endémico da regido Nordeste
do Brasil, que atualmente compreende trés espécies: R. nordestinum distribuido nos
estados da Paraiba, Pernambuco e Bahia; R. adamantinum e R. mariajoseae na Bahia
e Pernambuco, respectivamente (Carbonell, 1986). Phaeopariini, uma tribo de
Romaleinae, consiste em 11 géneros, 37 espécies e cinco subespécies,

predominantemente distribuidos na regido Amazonica (Carbonell, 2002).

Quanto ao género Xyleus, uma analise realizada por Carbonell (2004) revelou uma
ampla distribuicdo geografica, abrangendo areas do sudoeste do México, América
Central, Coldmbia, Equador, Venezuela, Brasil, Paraguai, Uruguai, parte da Argentina,
Bolivia e Peru. No género Xyleus, foram descritas 21 espécies, incluindo cinco
subespécies de Xyleus discoideus (X. d. discoideus, X. d. angulatus, X. d. mexicanus,
X. d. venezuelae, X. d. rosulentus). Destaca-se a ampla distribuicdo da subespécie

Xyleus discoideus angulatus na regido Nordeste do Brasil.

Os gafanhotos além de possuirem uma grande diversidade em sua distribuicdo
também possuem uma grande diversidade em relacdo a seus habitos alimentares.
Segundo Maranhao (1976), os gafanhotos, insetos herbivoros por natureza, tém seu
habito alimentar como um ponto central de sua biologia. Sua dieta é diversificada,
abrangendo folhas, brotos, flores e até mesmo plantas cultivadas. Essa variabilidade
na alimentacao é influenciada pela espécie e pelas condicdes ambientais locais. Além
disso, a disponibilidade de alimentos desempenha um papel crucial na determinacéo

da dieta especifica dos gafanhotos em determinadas circunstancias.

Em muitas areas agricolas, alguns gafanhotos Romaleideos séo classificados como
pragas, representando uma ameaca significativa para as plantacbes. Seu apetite
voraz pode resultar em danos consideraveis, pois consomem grandes quantidades de
vegetacdo, prejudicando a producdo agricola. Essa caracteristica torna-os
economicamente importantes do ponto de vista agricola, conforme observado por
Fernandes (2018).
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No entanto, é essencial reconhecer que os gafanhotos ndo sédo exclusivamente
prejudiciais. Na dinamica dos ecossistemas, esses insetos desempenham um papel
crucial como presas para outros animais, contribuindo para o equilibrio das
populacbes de diferentes espécies. Assim, enquanto em certos ambientes 0s
gafanhotos podem se tornar uma praga significativa, em outros, sua presenca é

fundamental para manter uma cadeia alimentar equilibrada (Bittar, 2016).

O estudo de Maranhdo (1976) destaca a variabilidade no regime alimentar dos
ortopteros, indo desde a monofagia até a polifagia. Embora a fitofagia predomine,
evidenciando sua nocividade para as plantas cultivadas, essa diversidade alimentar
ressalta a complexidade da interacdo entre os gafanhotos e seu ambiente. Assim,
compreender a ecologia desses insetos é crucial para implementar estratégias de
manejo que equilibrem sua presenca e minimizem 0s impactos negativos em areas

agricolas.

2.2 MORFOLOGIA DOS GAFANHOTOS DA FAMILIA ROMALEIDAE

A familia Romaleidae € composta por gafanhotos que exibem uma notavel diversidade
em termos de cores, tamanhos e formas, apresentando caracteristicas Unicas que 0s
distinguem na classe Insecta. Dentre os representantes dessa familia, alguns séo
reconhecidos como os maiores gafanhotos da natureza, ndo apenas em termos de

tamanho, mas também em relac&o ao corpo e biomassa (Triplehorn, 2011).

Esses gafanhotos podem ser classificados como alados, braquipteros ou
macropteros, e suas caracteristicas morfolégicas incluem variacfes na cabeca, que
pode orthognata ou opistognata. Destacam-se por possuirem um espinho apical na
face externa das tibias posteriores, sendo esse um traco distintivo facilmente
identificavel nas espécies pertencentes a familia (Triplehorn, 2011). A presenca do
ultimo espinho imével sobre o apice da tibia posterior € uma caracteristica marcante
(Rosalles, 1996).

Os gafanhotos da familia Romaleidae sdo notaveis ndo apenas pelo seu tamanho

impressionante, mas também pela capacidade de produzir sons, uma caracteristica
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Unica entre as familias de gafanhotos que habitam as copas das arvores. Essa
habilidade é atribuida a um mecanismo de estridulagcdo, no qual bordas localizadas
nas asas posteriores e na parte inferior das asas anteriores geram sons quando
friccionadas. Nos dias ensolarados, os machos utilizam esse mecanismo para

produzir sons distintos e destacados (Riede, 1987).

2.3 CARACTERISTICAS CARIOTIPICAS DA FAMILIA ROMALEIDAE

Os gafanhotos pertencentes a familia Romaleidae se destacam pela estabilidade em
seu numero cromossoémico, sendo notavel a prevaléncia do cariotipo diploide 2n = 23,
X0 em machos e 2n = 24, XX em fémeas, caracterizado por cromossomos
acrocéntricos (Mesa et al., 1982), sendo 2-4 cromossomos grandes, de 5-7 meédios e
de 2 a 3 pequenos, como podemos observar em Brasilacris gigas, Chromacris
speciosa e Xestotrachelus robustus (Neto et al., 2013). Em sua pesquisa intitulada
"Cariologia de los acridoideos neotropicales: Estado actual de su conocimiento y
nuevas contribuciones”, Mesa descreveu o0 niamero cromossdmico de 43 espécies
(Tabela 1). Dentro das 43 espécies analisadas na familia Romaleidae, observou-se
gue em trés delas (Diponthus communis, Xyleus laevipes e Zoniopoda iheringi),
ocorreram fusfes X-autossomo independentes, resultando em uma reducdo do
caridtipo para 2n=22. Vale ressaltar que, nesses casos, a fusdo foi do tipo X-
autossomo, originou também o mecanismo sexual XY:XX nessas espécies. No género
Diponthus, especificamente em trés das sete espécies analisadas (Diponthus dispar,
D. electus e D. maculiferus), foi identificado um cromossomo metacéntrico. Essa
caracteristica sugere a provavel origem a partir de uma Unica fusdo autossémica,
levando a uma reducédo no namero diploide para 21,22 X0:XX. Desde este trabalho,
muitos outros cariétipos foram descritos na familia Romaleidae (Tabela 1). Nos ultimos
anos novos cariétipos de sete espécies foram identificados, com todas as espécies
apresentando o numero cromossémico e sistema sexual tipico da familia (Souza e
Silva-Filha, 1993; Souza e Kido, 1995; Rocha, 1997; Pereira e Souza, 2000; Neto et
al, 2013).

O estudo do cariotipo da espécie Xestotrachelus robustus revelou caracteristicas

distintivas em sua estrutura cromossémica. A andlise citogenética destacou a
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presenca de dois pares de cromossomos meta-submetacéntricos na constituicao
genética dessa espécie. Essa peculiaridade cromossémica sugere implicacdes
potenciais para a biologia e evolugdo de Xestotrachelus robustus, sublinhando a
importancia da compreensdo detalhada de sua genética para insights mais profundos

sobre sua biologia e conservagao (Souza, 2003).

Outro caso intrigante € observado em C. nuptialis, onde estudos revelaram que seis
dos seus cromossomos exibem irregularidades meidticas, indicando possiveis
problemas relacionados a aderéncia cromossémica (Loreto, 2005). Um par especifico,
denominado como L2, manifestou atraso anafasico e a formacado de pontes atipicas
resultantes da unido das cromatides homaologas, localizadas terminalmente. Nessa
regido, foi identificado um bloco de heterocromatina constitutiva (HC) préoximo ao
ponto de aderéncia. Além disso, em algumas células, observou-se um comportamento
peculiar do par tardio, sugerindo a possibilidade de que ele ndo tenha sido incorporado
ao novo nucleo formado. Adicionalmente, a presenca de fragmentos cromossémicos
em algumas células sugere a origem desses fragmentos a partir da separacdo de
células telofasicas. Essas anormalidades meioticas e as caracteristicas especificas do
par L2 destacam a complexidade do processo de divisdo celular em C. nuptialis,
evidenciando potenciais implicacdes para a estabilidade genética e a viabilidade

reprodutiva da espécie (Loreto, 2005).

TABELA 1: Numero cromossdmico, mecanismo de determinacdo do sexo e morfologia
cromossdmica em gafanhotos representantes da familia Romaleidae

No. No.

. . . Sistema A
Espécie cromossomico cromossomico Referéncias
" sexual
(macho) (fémea)
Alcamenes clarazianus 23 24 X0, XX 1
Antandrus viridis 23 24 X0, XX 1
Brasilacris gigas 23 24 X0, XX 2
Chariacris miniacea 23 24 X0, XX 1
Chromacris miles 23 24 XO, XX 1
C. speciosa 23 24 XO, XX 1
C. nuptialis 23 24 XO, XX 3



C. peruviana

Coryacris angustipennis
Diponthus prope
communis

D. clarazianus

D. communis

D. dispar

D. electus

D. maculiferus
Diponthus sp.
Elaeochlora basalis

E. brachyptera

E. trilineata

E. viridicata

E. (? viridicata ?)
Elaeochlora sp.
Tropidacris collaris
Tropidacris cristata grandis
Phaeoparia megacephala
Prionolopha serrata
Procolpia minor
Radacridium nordestinum
R. mariajoseae
Securigera acutangula
Xestotrachelus robustus
Xyleus angulatus
Xestotrachelus robustus
Xyleus attenuatus

X. discoideus

X. (?) gracilis

X. insignis

X. laevipes

X. modestus

Xyleus sp. N° 1

Xyleus sp. N° 2

Xyleus sp. N° 3
Zoniopoda hempeli

Z. iheringi

Z. juncorum

Z. omnicolor

Z. similis

Z. tarsata

Zoniopoda n. sp. N° 1
Zoniopoda n. sp. N° 2

23

23

23

23
22
21
21
21
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
22
23
23
23
23
23
22
23
23
23
23
23
23

24

24

24

24
22
22
22
22
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
22
24
24
24
24
24
22
24
24
24
24
24
24

XO, XX
XO, XX

XO, XX

XO, XX
XY, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XY, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XY, XX
XO, XX
X0, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
XO, XX
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Abila bolivari G. Tos 23 24 XO, XX 1
Phaeoparia n. sp - - - 1

Referencias: Mesa, 1982 (1); Souza e Kido, 1995 (2); Marcos et al, 2013 (3); Pereira e Souza
2000 (4); Rocha et al, 1997 (5); Souza e Silva-Filha 1993 (6); Thunberg, 1824 (7).

2.4 ANALISE DA HC COM FLUOROCROMOS BASE-ESPECIFICOS NA FAMILIA
ROMALEIDAE

A heterocromatina é um componente dos cromossomos eucaridticos que
desempenha um papel fundamental na organizacéo e regulacédo do genoma. Ela se
refere a regibes de cromatina que possuem propriedades estruturais e funcionais
distintas em comparagdo com a chamada eucromatina. As caracteristicas marcantes
da heterocromatina nos cromossomos eucariéticos alimentaram especulacdes sobre

sua natureza ao longo do tempo (Hennig, 1999).

Historicamente, a heterocromatina foi associada a termos como "lixo" devido a
presenca de DNA nao codificante e repetitivo, como DNAs satélites e elementos
transponiveis. No entanto, estudos mais recentes destacam a importancia funcional
da heterocromatina (Pontecorvo, 1944). Por exemplo, a presenca de cOpias mestras
de transposons HeT na heterocromatina do cromossomo X em Drosophila sugere uma

funcao bioldgica na manutencao telomérica.

A heterocromatina desempenha varias fun¢des essenciais no genoma eucariotico. Ela
contribui para a estabilidade genémica, restringindo a atividade de elementos moveis,
isolando o reparo do DNA em regides repetitivas e garantindo a segregacao
cromossOmica precisa. Além disso, a heterocromatina apresenta modificacbes pos-
tradicionais nas histonas, influenciando a regulacao do desenvolvimento e restringindo

a expressao génica especifica (Hennig, 1999).

Os mecanismos de estabelecimento e manutencdo da heterocromatina envolvem
fatores especificos de sequéncia ligados a transcritos, que recrutam enzimas
modificadoras da cromatina. A heterocromatina pode se espalhar ao longo da
cromatina a partir de locais de nucleacéo, e sua propenséao a disseminacao e heranca

€ equilibrada por fatores inibitérios (Allshire, 2017).
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Na citogenética classica, a heterocromatina era detectada por meio do bandeamento
C (Sumner, 1972), uma técnica de coloracdo que utiliza Giemsa para destacar areas
ricas em heterocromatina constitutiva. Essa abordagem permite a distingdo de
cromossomos, pois eles exibem padrbes de bandeamento distintos. Em estudos
citogenéticos em gafanhotos da familia Romaleidae observou-se que a
heterocromatina constitutiva (HC) detectada pelo bandeamento C apresentou intensa
variabilidade de tamanho e localizacdo de blocos quando as espécies foram
comparadas (Tabela 4). De forma geral, existe uma predominancia de HC na regiao
pericentromérica. Contudo, blocos intersticiais e distais sdo muito frequentes. Uma
excecdo foi Radacridium mariajoseae que apresentou poucos blocos de HC (Rocha
et al., 1997).

A técnica de analise de heterocromatina (HC) utilizando fluorocromos especificos,
como CMA (Chromomycin A3) e DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), € amplamente
empregada na citogenética para investigar a organizacéo e distribuicdo de regides
ricas em guanina-citosina (GC) e adenina-timina (AT) nos cromossomos. Esta
abordagem permite a marcacéo seletiva de regides especificas dos cromossomos,
com o CMA preferencialmente se ligando a regides ricas em GC, enquanto o DAPI é
um corante de DNA que se liga as regides cromossdmicas ricas em AT. Essa técnica
possibilita a identificacdo de variacbes na quantidade e na distribuicdo de
heterocromatina em cromossomos, fornecendo informacdes valiosas sobre a
estrutura gendmica. E frequentemente empregada em estudos genéticos,
citogenéticos e evolutivos para compreender melhor a organizacdo do material
genético nos niveis moleculares e cromossémicos (Schweizer, 1976, 1981). O brilho
do fluorocromo é normalmente uma funcao da composicdo do DNA, modificado pela

interacdo com a estrutura do cromossomo (Schweizer, 1981).

A analise da HC, empregando fluorocromos bases especificos (CMA e DAPI), foi
aplicada até o momento em 10 espécies de Romaleideos (Tabela 2). Nesse contexto,
observou-se que, na familia Romaleidae, essas regifes sao predominantemente ricas

em GC, evidenciado pela positividade para CMA+.

De acordo com estudos anteriores sobre Radacridium nordestinum, Phaeoparia

megacephala e Xestotrachelus robustus (Rocha et al., 1997; Anjos et al., 2013;
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Pereira e Souza, 2000; Souza et al., 2003), a analise global de HC com fluorocromos
revelou uma correlagéo entre o tamanho do bloco de HC e o de CMA. Outras espécies,
como Chromacris speciosa, Chromacris nuptialis, Radacridium mariajoseae,
Tropidacris collaris e Tropidacris cristata grandis (Souza e Kido, 1995; Loreto et al,
2005; Rocha et al., 1997; Anjos et al., 2013; Rocha et al., 2015), exibem grandes

blocos de regides CMA positivas.

Em Xyleus d. angulatus, foram identificados grandes blocos de regides ricas em CMA
distribuidos em véarios cromossomos do cariétipo nas regides pericentroméricas e
distal, com uma notavel auséncia de regides DAPI positivas (Souza, et al., 1998;
Souza e Silva-Filha, 1993).

Uma condicdo unica, observada até o momento, ocorre em Zoniopoda tarsata, que
apresenta grandes blocos de regides DAPI positivas e nenhuma regido CMA positiva,
sendo a Unica espécie com predominancia de regioes ricas em AT (Vilardi, 1986).

(TABELA 2) Padrdo da HC com fluorocromos base-especificos na familia
Romaleidae. “*” Homogéneo nos cromossomos; “-” nao foi encontrada essa
informacdo na literatura; “X” n&o possui pares de cromossomos com essa
caracteristica; “T” todos os cromossomos; “G” cromossomo grande; “M” cromossomo

médio; “P” cromossomo pequeno

Referéncias

Espécie CMA, DAPI
Zoniopoda tarsata - G.G.G: X 1;2
Xyleus d. angulatus T * 3;4
Chromacris speciosa M, G, * 5
Chromacris nuptialis M; * 11
R. mariajoseae Ms; X * 6;7
R. nordestinum T * 6;7

Phaeoparia megacephala T X 8
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Xestotrachelus robustus T - 9
Tropidacris collaris M.P.P.. * 10
Tropidacris cristata grandis G.G. * 10

Referéncias: 1-Vilardi(1986b), 2-Paradeda Maria Gracia, Alba Bentos & Alvaro Novello (2008), 3- M.J. Souza, et
al. (1998), 4 -Souza e Silva-Filha (1993), 5-Souza e Kido (1995), 6 Rocha et al. (1997),7- Anjos et al (2013),8-
Pereira e Souza (2000), 9- Souza et al. (2003),10- Rocha et al (2015), 11 — Loreto et al (2005).

2.5 GENES RIBOSSOMAIS: DNAr 18S E 5S

Os DNAs ribossomais (rDNA) constituem sequéncias repetitivas organizadas em
tandem nos genomas eucariotos, desempenhando um papel crucial na sintese do
RNA ribossébmico (rRNA). Essas sequéncias, classificadas como porcdes
heterocromaticas, estdo associadas as familias de DNAs repetitivos, caracterizadas
por sua repeticdo em milhares de cdpias no genoma (Griffiths et al., 2006). A
diversidade de funcbes bioldgicas dessas sequéncias é notavel, dividindo-se entre
codificadoras, com funcdes bem definidas, e ndo codificadoras, cujas sequéncias

podem estar dispersas no genoma ou se repetir em tandem.

Os genes ribossémicos, essenciais para a sintese de rRNA, estdo agrupados em duas
familias multigénicas principais: o rDNA 45S e a familia do rDNA 5S. O rDNA 45S
codifica os rRNAs 18S, 5.8S e 26S/28S, enquanto a familia do rDNA 5S codifica o
rRNA 5S (Martins e Galetti, 2001). A organizacdo do rDNA 45S frequentemente esta
associada as regibes organizadoras de nucléolos (RONSs), detectaveis por

impregnacao com ion prata quando ativas (Howell, 1980).

A estrutura dos genes ribossomais € altamente conservada em todos os eucariotos,
organizando-se em clusters repetidos em tandem. A classe maior do rRNA, composta
pelos genes 18S, 5.8S e 28S, é separada por espacadores nado-transcritos (NTS),

além dos espacadores internos transcritos (ITS1 e ITS2). Esses espacadores
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desempenham um papel crucial na organizacdo das unidades repetidas, contribuindo
para a regulacdo precisa da transcricdo e processamento pds-transcricional desses
genes (Sumner, 2003; Raska et al., 2004).

A transcricdo dos genes ribossomais ocorre a partir de uma unidade precursora
conhecida como 45S, que, por meio de eventos poés-transcricionais, origina as
moléculas maduras de rRNA (Weider et al., 2005). Esses genes ribossomais,
agrupados em sitios cromossdmicos, geralmente correspondem as regides
organizadoras de nucléolos, desempenhando um papel fundamental na formacéo do

nucléolo e na sintese de ribossomos.

A classe menor do rRNA, composta pelo gene 5S, pode ser encontrada em diferentes
areas dentro do genoma. Em eucariotos inferiores, esses genes podem estar
interesparsados com outros genes multicopias, incluindo o rDNA 45S. Nos eucariotos
superiores, como observado em gafanhotos da regido Neotropical, os genes 5S e 45S
frequentemente ocupam diferentes regides do genoma, embora co-localizacdes em
um mesmo cromossomo também possam ocorrer (Drouim e Monez, 1995; Sumner,
2003).

A técnica de impregnacdo com nitrato de prata (AgNO3) tem sido tradicionalmente
utilizada para identificar a localizagcdo das RONs ativas, embora apresente limitacdes
ao identificar apenas as RONs previamente ativas na transcricdo do rRNA. Em
contraste, a técnica de hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH), combinada com
aimpregnacao AgNO3, oferece uma abordagem mais precisa para estudar a atividade

e a localizacdo das sequéncias ribossomais 45S (Sumner, 2003).

Os estudos sobre gafanhotos na regido Neotropical desempenharam um papel
fundamental na compreensdo das regifes organizadoras de nucléolos. Técnicas
avancadas, como a Hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) e a impregnagcdo com
AgNO3, tém sido amplamente utilizadas para caracterizar os marcadores
cromossomicos, especialmente o DNA ribossomal (rDNA) 45S, em diversas espécies.
Essas abordagens permitiram uma identificacdo precisa de variacdes na localizacdo
e numero de sitios de DNAr 45S em diferentes espécies de gafanhotos (Moura et al.,
1996; Cabral et al., 2011).
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Os estudos de mapeamento em gafanhotos, utilizando FISH, tém se concentrado
principalmente em familias como Acrididae, Romaleidae, Proscopiidae e
Ommexechidae. As andlises abrangeram um amplo espectro de espécies, incluindo
69 da familia Acrididae, 9 de Romaleidae, quatro de Proscopiidae e duas de
Ommexechidae, utilizando sondas de rDNA 45S (Cabrero e Camacho, 2008; Oliveira
et al., 2011; Bueno et al., 2013; Silva-Neto et al., 2015; Carvalho et al., 2011). Além
disso, foram mapeados sitios de rDNA 5S em cerca de 48 espécies de Acrididae, seis
de Romaleidae, quatro de Proscopiidae e uma de Ommexechidae, fornecendo
insights sobre variacfes na quantidade e localizacao desses sitios (Loreto et al., 2008;
Cabral et al., 20114a; Oliveira et al., 2011; Bueno et al., 2013; Neto et al., 2015; Souza
et al., 2015).

A marcante variabilidade na quantidade e localizacédo dos sitios cromossdémicos foi
observada em gafanhotos das familias Acrididae, Romaleidae e Proscopiidae. Essa
variacao inclui a presenga de um a oito pares cromossomicos com sitios de rDNA 45S,
localizados em autossomos e/ou no cromossomo X. Além disso, foi constatada a
presenca dessas sequéncias em cromossomos B (Cabrero e Camacho, 2008; Cabral
et al., 2011).

Na familia Romaleidae, a analise da distribuicdo das RONs também foi realizada em
representantes de gafanhotos. Estudos em Xestotrachelus robustus, Chromacris
nuptialis e C. speciosa revelaram variacdes na localizacdo dos sitios de DNAr 45S,
sugerindo a influéncia de eventos como inversdes paracéntricas, amplificacdes de
heterocromatina ou crossing-over desigual na modificacdo da posi¢cdo desses sitios

ao longo da evolucao (Souza et al., 2003; Loreto et al., 2005).

A variabilidade na distribuicdo dos genes ribossomais, tanto entre espécies quanto
intraespecificamente, pode ser atribuida a diferentes mecanismos, incluindo
rearranjos cromossémicos, recombinacdo ectdpica e transposicdo de repeats para
novas regides cromossdmicas. Estudos recentes, como o de Cabrero e Camacho
(2008), analisaram a expresséo e localizacdo cromossdmica do DNAr 45S em varias
espécies de gafanhotos, identificando padrbes consensuais em subfamilias

especificas.
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2.6 GENES HISTONA

Os genes histona desempenham um papel crucial na organizacdo do DNA e na
compactagdo gendmica, sendo fundamentais para a formagdo dos nucleossomos,
gue constituem a estrutura basica do empacotamento do material genético. Estas
pequenas proteinas, presentes em todos 0s organismos eucariéticos, podem ser
divididas em dois grupos principais: as histonas centrais (H2A, H2B, H3 e H4), que
interagem com o DNA para formar os nucleossomos, e a histona ligadora (H1),
responsavel por unir nucleossomos adjacentes, conferindo uma organizacao

tridimensional ao genoma (Sumner, 2003).

Aléem de sua funcéo estrutural, as histonas desempenham papel no controle da
regulacao génica, influenciando diversos processos celulares e a expressao genética.
A organizacdo genética das histonas varia entre diferentes grupos de organismos,
com invertebrados apresentando clusters de genes histona compactos e
frequentemente dispostos em arranjo tandem, enquanto vertebrados exibem uma
organizacao mais espacada ao longo do genoma, indicando divergéncias na evolucao

cromossomica (Thatcher e Gorovsky, 1994).

A conservacao evolutiva das sequéncias génicas, especialmente nas histonas H3 e
H4, torna-as marcadores valiosos para investigacdes sobre a evolu¢do cromossémica
(Zhang et al., 2007). As proteinas H3 e H4, consideradas altamente conservadas
evolutivamente, exibem sequéncias de aminoacidos praticamente idénticas em

distintas espécies, reforcando sua utilidade como marcadores cromossdmicos ideais.

A localizacdo precisa dos genes histona nos cromossomos € importante na
compreensao da evolucéo das espécies, sendo técnicas como a hibridizacéo in situ
por fluorescéncia (FISH) utilizadas para revelar a posicdo exata desses genes.
Estudos em humanos, roedores e invertebrados marinhos forneceram informacgdes
valiosas sobre a distribuicdo espacial desses genes (Kimura, 2013; Deussing, 2017).
Pesquisas em moluscos bivalves, destacaram a preferéncia pela localizacdo

telomérica de genes de histonas, indicando uma possivel associacdo entre a
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organizacdo gendmica e a estrutura cromossémica desses organismos (Satovi¢
vuksi¢, 2021).

Em gafanhotos, a comparacdo das localizacbes dos genes de histona H3/H4 em
Acrididae e Proscopiidae revela padrdes intrigantes na organizacado gendmica desses
grupos de gafanhotos. Em Acrididae, a pesquisa conduzida por Cabrero et al. (2009)
destaca uma notavel conservacdo na localizacdo cromossémica do gene de histona
H3. Em espécies com 2n=23, X0, o sitio € consistentemente encontrado na regido
intersticial do cromossomo 8. Por outro lado, em espécies com 2n=17, X0, resultado
de fusbes céntricas, a localizacdo da histona H3 varia, sendo observada no

cromossomo 3 de diferentes géneros de Gomphocerinae.

No contexto Neotropical, a analise de quatro espécies de Proscopiidae
(Tetanorhynchus silvai, Scleratoscopia protopeirae, Scleratoscopia spinosa e Stiphra
robusta (Cabral, 2011) mostra uma distribuicdo especifica da histona H3. Todas as
espécies compartilham um unico sitio, co-localizado com o gene 5S no cromossomo
4. No entanto, T. silvai se destaca ao exibir sitios mais distantes do centromero,
enquanto nas outras espécies a localizacdo permanece pericentromérica. A
interpretacédo desses dados sugere que a associacao entre a histona H3 e o RNAr 5S
pode representar uma condicdo ancestral entre os artropodes em geral, com
relevancia especial para os Proscopiidae, um grupo de gafanhotos antigo. Esse
padrao de localizacdo dos genes de histona ressalta a importancia dessas moléculas

na estruturacéo e estabilidade do genoma ao longo da evolucao dos gafanhotos.

No caso de Romaleidae, a dispersdo da histona H3 em diferentes pares
cromossOdmicos em varias espécies (Neto et al, 2013; Machado et al, 2014 e Rocha
et al, 2015), destaca uma maior variabilidade na organizacdo gendémica dentro desta

familia de gafanhotos.

2.7 HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH) EM GAFANHOTOS DA
FAMILIA ROMALEIDAE.

A hibridizac&do in situ fluorescente (FISH) representa um marco significativo na
investigacdo da localizagéo precisa de sequéncias de acidos nucléicos (DNA e RNA)

em organismos eucarioticos, abrangendo diversas estruturas como citoplasma,
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organelas, cromossomos e nucleo. A metodologia teve suas raizes estabelecidas por
Gall e Pardue em 1969, quando, por meio do uso pioneiro de sondas de RNA
radiomarcadas, conseguiram mapear com precisdo sequéncias especificas de DNA
no anfibio Xenopus laevis. Inicialmente, as hibridiza¢des in situ utilizavam sondas
marcadas com radiois6topos, mas desvantagens como a instabilidade dessas
moléculas, resolucédo limitada e os riscos associados a radioatividade impulsionaram
avancos. Levsky e Singer, em 2003, destacaram a necessidade de métodos mais
seguros e vantajosos, catalisando o desenvolvimento continuo da técnica. Dessa
forma, a hibridizag&o in situ evoluiu ao longo do tempo, permitindo o mapeamento de
sequéncias de DNA satélite e genes de cépia Unica, consolidando-se como uma
ferramenta crucial na investigacdo molecular (Gall e Pardue, 1969; Levsky e Singer,
2003). A FISH, baseada em sondas marcadas por fluorocromos, permite a localizagéao
da molécula-alvo hibridizada com a sonda através de um microscopio equipado com
luz ultravioleta e filtros adequados (Safer et al., 1982). Dois métodos de marcacao sao
empregados na FISH: a marcacéo direta, na qual nucleotideos da sonda séo ligados
diretamente a fluorocromos, e a marcacao indireta, na qual os nucleotideos séo
acoplados a uma molécula marcadora, como biotina e digoxigenina, que sao
detectadas por anticorpos conjugados a fluorocromos (Schwarzacher e Harrison,
2001). A escolha da sonda € critica na FISH, podendo ser sequéncias teloméricas,
centromeéricas, genes ribossomais 45S e 5S, DNA altamente repetitivo, genes de
copia Unica, segmentos cromossOmicos, bracos cromossémicos ou até mesmo o
genoma total (Schwarzacher, 2003). A FISH tem uma ampla gama de aplicacdes,
incluindo a interpretacdo de rearranjos cromossémicos, identificacdo de segmentos
ou cromossomos homodlogos e homologos, mapeamento génico, determinacdo de
grupos de ligacdo, além de fornecer subsidios para o entendimento da estrutura,
funcao, evolucdo e organizacdo molecular da cromatina e dos cromossomos (Trask,
1991; Schwarzarcher e Harrison, 2000; Levsky e Singer, 2003). Na citogenética, a
FISH destaca-se na melhoria da caracterizacdo do cari6tipo, permitindo a deteccéo
de marcadores citolégicos por meio da localizacdo cromossémica de sequéncias de
DNA em diversas espécies (Lopez et al., 1999; Cabrero et al., 2003a; Abdelaziz et al.,
2007). A técnica tornou-se essencial na construgdo de mapas fisicos de
cromossomos, analise de estruturas e rearranjos cromossdmicos, bem como no

estudo abrangente da estrutura, funcdo e evolugao de cromossomos e genomas (Neto
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et al., 2013). Entre as principais sequéncias estudadas, particularmente em
gafanhotos, destacam-se as familias multigénicas de DNA ribossomal e histona
(Lépez et al., 1999; Cabrero et al., 2003; Abdelaziz et al., 2007).

A técnica de FISH vem sendo utilizada em uma gama de estudos, visando a
localizacdo cromossdmica das mais variadas sequéncias de DNA. Nos gafanhotos da
familia Romaleidae a técnica de FISH é amplamente utilizada para visualizacdo de
sequéncias repetitivas, como as das familias multigénicas DNA ribossomal e Histona
(Neto et al., 2013). Atualmente 9 espécies de gafanhotos da familia Romaleidae
tiveram seus cromossomos mapeados pela técnica de FISH. As sondas mais
utilizadas nesses estudos séo as de DNA ribossémico 18s e 5s, e as sondas de DNA
de histonas, sendo elas, as sondas H3 e H4 (Tabela 3). Em relagdo as sondas de
DNA ribossomal (rDNA), elas desempenharam um papel crucial nos estudos
envolvendo gafanhotos Romaleideos. Os resultados revelaram que as espécies
analisadas possuem de um a trés sitios dessa sequéncia, destacando uma notavel
diversidade em termos de localizacdo. Cinco espécies apresentam exclusivamente
um sitio para o rDNA 18s. Chromacris speciosa e Chromacris nuptialis possuem o 18s
no cromossomo M6 (Anjos et al.,, 2013), Brasilacris gigas no cromossomo M9,
Xestotrachelus robustus no cromossomo M5 (Neto et al., 2013) e Radacridium
mariajoseae no cromossomo X (Anjos et al., 2013). Duas espécies possuem dois
sitios para o 18s: Tropidacris collaris nos cromossomos pequenos P10 e P11 e
Tropidacris cristata grandis nos cromossomos M5 e M6 (Rocha et al., 2015). Outras
duas espécies apresentam 3 sitios: Xyleus d. angulatus nos cromossomos G3, M4 e
X (Machado et al., 2011; Souza, 1998) e Radacridium nordestinum nos cromossomos
G2, P9, P10 (Anjos et al., 2013). No que diz respeito ao DNA ribossomal 5s, foram
estudadas apenas seis espécies, evidenciando variacdes na quantidade e localizacao
dos sitios de forma semelhante ao rDNA 18s. Duas espécies apresentam apenas um
sitio para o 5s: Chromacris nuptialis, com a sequéncia marcada no cromossomo M7 e
Brasilacris gigas no cromossomo G4 (Neto et al., 2013). Duas espécies possuem dois
sitios para o 5s, sendo Chromacris speciosa e Xestotrachelus robustus, com sitios 5s
nos cromossomos M4 e M7 (Neto et al., 2013). Uma espécie apresenta trés sitios para
0 5s: Radacridium mariajoseae, com marcagdes nos cromossomos G1, G2 e X, e
apenas uma espécie exibe quatro marcac¢des, com Radacridium nordestinum

apresentando marcac¢des nos cromossomos G2, G3, M4 e M5 (Anjos et al., 2013). As
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sondas de genes de histona produziram resultados semelhantes aos do rDNA em
termos de numero e variedade de localizagdo dos sitios. Em relacdo as sondas H3/H4,
gue por estarem localizadas no mesmo sitio séo descritas como uma Unica sequéncia,
nove espécies foram estudadas, com a sequéncia para H3/H4 encontrada nos
cromossomos M5 em Radacridium mariajoseae e Radacridium nordestinum, G2 em
Chromacris speciosa, Chromacris nuptialis e Xestotrachelus robustus (Neto et al.,
2013; Rocha et al., 2015), no cromossomo M9 em Brasilacris gigas (Neto et al., 2013),
nos cromossomos G2, M4 e X em Xyleus d. angulatus (Machado et al., 2011) e nos
cromossomos M6, P10, P11 em Tropidacris collaris (Anjos et al., 2013). Tropidacris
cristata grandis apresentou um caso interessante, pois as sondas do gene da histona
H3 hibridaram nas regides pericentroméricas da maioria dos cromossomos, exceto
em dois pares de tamanho médio e em dois pares pequenos (G1, G2, M3, M4, M5,
M6, M7, X) (Anjos et al, 2013).

(TABELA 3) Padréo de genes ribossomais e histonas por hibridizacéo in Situ (FISH)
na familia Romaleidae. “*” Homogéneo nos cromossomos; “-” nao foi encontrada

essa informacdo na literatura; “x” ndo possui pares de cromossomos com essa
caracteristica; “T” todos os cromossomos; “G” cromossomo grande; “M” cromossomo

meédio; “P” cromossomo pequeno

Espécies 18S 5S H3/H4 Referéncias
G3, M4, - G2, M4, X 1,2
Xyleus d. angulatus X
Chromacris speciosa M6 M4, M7 G2 3,4,5
Chromacris nuptialis M6 M7 G2 5
- - X Gl1, G2, X, M5 6
Radacridium mariajoseae M5
- . G2, P9, G2, G3, M5 6
Radacridium nordestinum P10 M4, M5
Xestotrachelus robustus M5 M4, M7 G2 5
. . . P10, - M6, P10, P11 7
Tropidacris collaris P11
. L . M5, M6 - G1, G2, M3, M4, M5, 7
Tropidacris cristata grandis M6 M7, X
Brasilacris gigas M9 G4 M9 5

Referéncias: 1 - Machado et al, 2011; 2- Souza, 1997, 3-Souza e Kido, 1995, 4- Loreto et al, 2005, 5 - Neto et al,
2013; 6 - Anjos et al, 2013, 7 - Rocha et al, 2015.
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e analisar de forma comparativa o nimero e a distribuicdo de sitios de DNA genes
ribossomais 45S e de Histonas H3 nos cariotipos de espécies de gafanhotos pertencentes a
familia Romaleidae.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Identificar o nimero e a localizacdo dos sitios de DNAr e Histona H3 em cada
espécie por meio de FISH;

e Analisar comparativamente os resultados, somados aos da literatura, a fim de
propor um entendimento sobre a organizacdo e 0s mecanismos evolutivos que

atuam nessas sequéncias repetitivas de DNA nesta familia.
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4. CAPITULO I:

Mapeamento cromossdmico de genes ribossomais e histona H3 em
gafanhotos da familia Romaleidae.

O manuscrito a seguir sera
submetido a revista Genetics
and Molecular Biology,
publicada no Brasil



32

Mapeamento cromossdmico de genes ribossomais e de histona em gafanhotos da familia
Romaleidae.

NASCIMENTO, J. D. P.}; LORETO, V.}; NASCIMENTO, T.2,

! Departamento de Genética, Centro de Biociéncias/CB, Universidade Federal de

Pernambuco/ UFPE.Recife, Pernambuco, Brasil

2 Departamento de Botanica, Centro de Biociéncias//CB, Universidade Federal de
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PALAVRAS-CHAVE: FISH, Heterocromatina, Citogenetica, Gafanhoto
RESUMO

A familia Romaleidae, composta por ~437 espécies, € predominantemente encontrada em
regibes neotropicais. A maioria dessas espécies compartilha um numero conservado de
cromossomos [2n = 23 em machos (X0) e 2n = 24 em fémeas (XX)]. Este estudo teve como
objetivo a identificacdo e comparacdo do nimero e da distribuicdo dos loci de DNAr 45S e
histona H3 nos caridtipos de quatro espécies dos géneros Agriacris, Prionolopha, Epiprora e
Phaeoparia (Romaleidae), utilizando hibridizacéo in situ fluorescente com sondas especificas.
As espécies analisadas exibiram um cariotipo conservado em nimero, tipico de Romaleidae. A
coloracdo diferencial CMA/DAPI revelou blocos de heterocromatina constitutiva (HC) ricos
em GC (CMA") nas regibes pericentroméricas de pares cromossdmicos especificos em todas
as especies. Apdés aFISH, os loci de DNAr 45S foram identificados nas regibes
pericentroméricas dos pares cromossdmicos S10 em Agriacris auripennis, M7 em Prionolopha
serrata e Epiprora hilaris, e M6 em Phaeoparia megacephala. A sonda H3 foi mapeada nas
regibes pericentroméricas do cromossomo S9 de Agriacris auripennis, M9 de Prionolopha
serrata e Phaeoparia megacephala, e M7 de Epiprora hilaris. Os resultados sugerem uma
similaridade no nimero de loci de DNAr 45S e sitios de H3, mas apontam para diferencas em
suas localizacBes, sugerindo a ocorréncia de rearranjos cromossémicos e apontando para

variagdo na evolugdo cromossémica do grupo.
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INTRODUCAO

A familia Romaleidae possui mais de 437 espécies, distribuidas em 80 géneros e 3
subfamilias: Romaleini, Aucacrinae e Trybliophorinae. Sua distribuicdo é restrita para a regido
Neotropical, com representantes da Argentina ao México (Carbonell, 1977, Braga et al., 2015).
O Brasil possui cerca de 168 representantes de gafanhotos desta familia, com 0s mesmos
podendo ser encontrados em todas as regides do pais, principalmente no Norte e Nordeste. No
nordeste do Brasil, mais de 15 espécies foram relatadas, entre elas destaca-se o género
Radacridium, a espécie Xyleus discoideus angulatus e o género Brasilacris, que € monotipico
e encontrado exclusivamente nesta regido (Carbonell, 2003; Souza e Kido, 1995). Assim, a
familia Romaleidae consiste em gafanhotos de diferentes cores e variados tamanhos, que podem
ser alados, bragquipteros e macrdpteros. Alguns de seus representantes sdo descritos como 0s
maiores gafanhotos na natureza em termos de tamanho, corpo e biomassa (Triplehor e Johnson,
2011).

Romaleidae tem em sua maioria espécies com cariotipo conservado apresentando 2n = 23,
X0 em machos e 2n = 24, XX em fémeas, com a maioria dos cromossomos sendo acrocéntricos
(Mesa et al., 1982). No entanto, algumas espécies dos géneros Xyleus e Zoniopoda (Mesa et
al., 1982) mostram variacdes nesse numero em decorréncia de polimorfismo para cromossomo
B e em Xestotrachelus robustus cromossomos com morfologias diferentes foram observados:

os pares P9 e P10 sdo meta- submetacéntricos (Souza et al., 2003).

O genoma dos Romaleideos, como de outros eucariotas possui grande abundancia de DNA
repetitivo, sendo estes satélites, minissatélites e microssatélites, e DNA repetitivo disperso no
genoma, como transposons e retrotransposons (Martins, 2004). A familia multigénica de RNA
ribossomal, é constituida de sequéncias de DNA repetidas em tandem, formando as regides
organizadoras do nucléolo (RONs). Essa familia multigenicas ainda tem o DNAr 5S, este ndo
é transcrito pela mesma RNA polimerase que os outros genes de DNAr (Drouin e S4, 1995;
Barzotti et al, 2000). Genes de DNAr tem sido extensivamente estudado em varios grupos de
organismos, incluindo gafanhotos. Com o advento da técnica de Hibridizacdo In Situ
Fluorescente (FISH) foi possivel detectar sitios adicionais de DNA ribossomal, que ndo era
possivel através da impregnacao por nitrato de prata. Até o presente momento a técnica de FISH
foi utilizada em nove espécies, sendo elas Xyleus d. angulatus, Chromacris speciosa,

Chromacris nuptialis, Radacridium mariajoseae, Radacridium nordestinum, Xestotrachelus
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robustus, Tropidacris collaris, Tropidacris cristata grandis e Brasilacris gigas (Souza et al.,
1998, 2003; Neto et al., 2013).

Os genes que codificam as Histonas sdo também organizados em sequéncias repetitivas
em tandem (Barzotti et al, 2000). Mais recentemente, esses genes tém sido estudados através
da técnica de FISH em vérios grupos de organismos vertebrados e invertebrados, podendo o
gene de histona estar presente em apenas um (bivalve) ou mais de um autossomo (humano)
(Albig et al., 1996; Zhang et al., 2007). Entre os genes desta familia, H3 e H4 tém sido
extensivamente explorados em estudos citogenéticos que buscam entender sua alta conservagdo
nos gafanhotos e em outros organismos. Trinta e cinco espécies de gafanhotos da familia
Acrididae ja tiveram seus cromossomos mapeados para 0s genes de histonas H3 e H4, e todos
elas possuem 0s genes em s6 um par cromossémico (Cabrero et al., 2009). Algumas espécies
de Romaleidae tiveram o gene H3/H4 mapeados, entre elas podemos citar Xyleus d. angulatus
(Machado et al., 2014), Brasilacris gigas, Chromacris nuptialis, C. speciosa e Xestotrachelus
robustus (Neto et al., 2013).

Apesar de poucos estudos citogenéticos terem sido realizados em representantes da familia
Romaleidae, algumas analises indicam que este grupo apresenta diversidade cariotipica, em
relacdo ao nimero cromossémico, como Diponthus baculiferos, D. electus e D. dispar, que
possuem numero diploide igual a 21 X0 e 22 XX (Mesa et al., 1982, Neto et al, 2013) e
variabilidade na composicdo das sequéncias repetitivas (Tabela 1). Desta forma, estudos
cromossdmicos em mais representantes desta familia sdo de grande importancia para a
compreensdo, ndo s6 da composicao das sequéncias repetitivas nestes organismos, mas tambem
para o estudo da evolu¢do cromossdmica do grupo e sua organizacdo gendmica. Nesse sentido
0 presente estudo busca compreender a evolucdo cromossémica do grupo, através da
identificacdo e comparacdo do nimero e distribuicdo dos genes ribossomais 45S e Histona H3

no cariotipo de gafanhotos representantes da familia Romaleidae.

METODOLOGIA

1.1. COLETA E ARMAZENAMENTO DO MATERIAL

Para o presente trabalho foram utilizados 75 individuos machos de quatro espécies de
gafanhotos da familia Romaleidae. Sendo 21 individuos representantes de Prionolopha serrata
(tribo Romaleini), coletados na cidade de Santa Barbara (Latitude: 01° 13' 25" S Longitude: 48°
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17'40" W (DMS)), no Par4, entre 2009 e 2010; 24 representantes de Agriacris auripennis (tribo
Romaleini), coletados em lIgarassu (Latitude: 7° 50' 4" S Longitude: 34° 54' 23" W(DMS)),
Pernambuco, em 1993; 18 individuos representantes de Epiprora hilaris (tribo Phaeoparini)
coletados em Santa Isabel (Latitude: 1° 17' 58" S Longitude: 48° 9' 40" W(DMS)), no Parg, em
2009 e 12 individuos representantes de Phaeoparia megacephala (tribo Phaeoparini), coletados
em Recife (Dois Irmaos)( Latitude: 29° 34' 56" S Longitude: 51° 5' 40" W(DMS)),
Pernambuco, em 1995.

Os gafanhotos foram capturados com a ajuda de uma rede entomolégica e colocados em
sacolas plasticas apropriadas, nas quais elas foram transportadasas para o laboratorio. A
identificacdo taxonémica dos individuos foi realizada pelo Prof. Carlos S. Carbonell da
Universidade de Montevidéu, Uruguai. Os individuos machos foram sacrificados com éter, para
a retirada de seus testiculos, sendo estes fixados em Carnoy (solu¢do com etanol e &cido acético
3:1). O material foi estocado a -20°C para posterior preparagao de laminas. Apos a dissecacéo,
os individuos foram colocados na estufa a 37°C por um periodo de oito dias e, entdo, guardados
na colecdo entomoldgica do Laboratério de Genética e Citogenética Animal e Humana
(LGCAH). Alguns espécimes foram armazenados no freezer para futura extracdo de DNA. De
forma a elucidar a correta identificacdo dos pares cromossémicos portadores dos sitios de DNAr
e Histona H3 foram empregadas as técnicas de coloragdo convencional e analise com

fluorocromos.
1.2. PREPARACAO DE LAMINAS PARA COLORACAO CONVENCIONAL

Para a analise convencional, as laminas foram preparadas com um ou mais foliculos
testiculares através da técnica classica de esmagamento. O foliculo foi colocado na lamina,
adicionou-se uma gota de &cido acético 60% e posteriormente o material foi corado com orceina

lacto-acética a 2%, para observacdo das células em microscépio de luz.
1.3. PREPARAGAO DE LAMINAS PARA COLORACAO CMA/DAPI.

Para a analise CMA/DAPI e FISH, as laminas foram preparadas com um ou mais
foliculos testiculares através da técnica classica de esmagamento do material entre lamina e
laminula. O foliculo foi colocado na lamina, adicionou-se uma gota de &cido acético 60% e
esmagado. Posteriormente as laminas foram imergidas em nitrogénio liquido por 5 minutos
para retirada das laminulas e deixadas para secarem em temperatura ambiente por 10 minutos.

Em seguida foram adicionadas as laminas 8l de CMA. As laminas coradas com CMA foram
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mantidas em cdmara Umida escura por 1 hora. Em seguida foi retirado a laminula e 0 excesso
de corante com um jato de &gua destilada e adicionado 8 pl de DAPI e meio de montagem. As
laminas foram guardadas ao abrigo da luz por trés dias em temperatura ambiente até 0 momento

de analise em microscépio de fluorescéncia.
1.4. EXTRACAO DE DNA

O DNA foi extraido a partir do musculo da pata de dois individuos de cada espécie. O masculo
foi misturado ao tampéo de lise, proteinase K e SDS 10%. O material macerado em nitrogénio
liquido foi colocado a 65°C por 24 horas. Posteriormente, ocorreu a adicdo de NaCl 5M. O
sobrenadante foi descartado e, entdo, acrescentado isopropanol. O DNA permaneceu durante
uma hora a — 20°C. O sobrenadante foi descartado novamente e o pellet lavado com etanol a
70%. Depois da secagem do DNA, o mesmo foi ressuspendido com TE e estocado a — 20°C. A

presenca de DNA foi confirmada mediante eletroforese.
15. OBTENQAO DAS SONDAS PARA FISH

A sonda de DNAr 35S de Triticum aestivum (equivalente ao DNAr 45S de insetos) foi
obtida a partir do clone Pta71 (Gerlach e Bedbrook, 1979 ) e marcada diretamente por Nick
translation com alexafluor-488 dUTP enquanto que a sonda para o gene da Histona H3, foi
obtida por PCR a partir do DNA genémico da espécie usando primers universais para a
sequéncia: F-1 (5°- ATATCCTTRGGCATRATRGTGAC -3%) e R-1
(ATGGCTCGTACCAAGCAGACVGC -3’), e marcada diretamente com Cy3 dUTP também

por Nick translation.
1.6. HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH).

As laminas contendo as preparaces citologicas, previamente fotografadas com
CMA/DAPI de cada individuo foram limpas com fixador Carnoy e submetidas a uma série
alcodlica. Em seguida foram tratadas com solugdo de pepsina por 20 min a 37 °C em camara
Umida pré-aquecida, pds fixadas com paraformaldeido a 4%, desidratadas em série alcodlica: 3
min em etanol 70% e 3 min em etanol 100% e em seguida hibridizadas, utilizando um mix de
hibridizacdo composto por Formamida, Dextrano Sulfato, SSC, DNA bloqueador, Sonda e
dH20. A hibridizacdo ocorreu também a 75°C durante 5 min e as laminas foram deixadas
overnight para a renaturagdo. A documentacdo fotogréfica da FISH foi realizada utilizando
sistema de captura de imagens com camera digital acoplada a microscopio (sistema Leica). As

imagens das células capturadas pelo programa CW4000 foram montadas no Adobe Pothoshop.
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RESULTADOS

Agriacris auripennis, Prionolopha serrata, Epiprora hilaris e Phaeoparia
megacephala,apresentaram cariétipo com 2n = 23,X0 (macho). Em Agriacris auripennis e
Epiprora hilaris os cromossomos foram acrocéntricos e puderam ser organizados em trés
pares grandes (G1-G3), cinco médios (M4-M8) e trés pares pequenos (P9-P11) (Figura 1a,
1c), J& Prionolopha serrata e Phaeoparia megacephala possuem autossomos acrocéntricos e
puderam ser organizados em trés pares grandes (G1-G3), seis médios (M4-M9) e dois
pequenos (P10-P11) (Figura 1b, 1d). O cromossomo X nas quatro espécies é de tamanho

médio.

(FIGURA 1) Coloracéo convencional em células meiéticas de diferentes espécies de Romaleidae. Agriacris
auripennis (metafase I) (a), Prionolopha serrata (metafase I) (b), Epiprora hilaris (dipléteno) (c) e Phaeoparia
megacephala (metafase ) (d) apresentam cariétipo com 2n= 23,X0 (macho).

A coloracao sequencial CMA/DAPI mostrou blocos de heterocromatina constitutiva (HC)
ricos em GC (CMAY) na regido Pericentromérica de 3 pares cromossomicos, sendo um médio
(M8) e dois pequenos (P9 e P10) em Agriacris auripennis (Figura 2c). Prionolopha serrata
apresenta 4 pares de cromossomos com regies CMA positivas, os pares M4, M7 e M9 além
do cromossomo X (Figura 2a). Epiprora hilaris apresentou apenas uma regido CMA positiva,
localizada na regido Pericentromérica de um cromossomo médio (M7) (Figura 2b). Phaeoparia
megacephala, apresentou regides CMA positiva em todos 0S seus cromossomos, com essas

regides estando localizadas majoritariamente na regido Pericentromeérica dos cromossomos,



38

(Figura 2d). Todas as quatro espécies estudadas no presente trabalho ndo apresentaram regifes
DAPI positivas.

(FIGURA 2) Coloragéo sequencial CMA/ DAPI identificando as regides CMA3* em Prionolopha serrata (Dipl6teno)
(M4, M7, M9 e X) (a), Epiprora hilaris (Metafase I) (M7) ( b), Agriacris auripennis (Paquiteno) (M8, P9 e P10) (c) e
Phaeoparia megacephala (Paquiteno) (Todos) (d).

Apos a FISH, a sonda de DNAr 35S marcou um Unico sitio na regido Pericentromérica do
cromossomo médio (M7) em Prionolopha serrata (Figura 3a) e em Epiprora hilaris (Figura
3b), um sitio no cromossomo pequeno (P10) em Agriacris auripennis (Figura 3c) e no
cromossomo médio (M6) em Phaeoparia megacephala (Figura 3d). Por sua vez, a sonda de
histona H3 foi mapeada e marcada na regido Pericentromérica do cromossomo pequeno (P9)
em Agriacris auripennis e no cromossomo médio (M9) em Prionolopha serrata, em Epiprora
hilaris marcou na regido Pericentromérica do cromossomo médio (M7), ja em Phaeoparia

megacephala marcou na regido Pericentromérica do cromossomo médio (M8).
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(FIGURA 3) Hibridizacdo in situ fluorescente ando sondas DNAr35S (verde) e H3 (verelho)
em Prionolopha serrata (Dipléteno) (35s: M7, H3: M9) (a), Epiprora hilaris (Metafase 1)(35s: M7, H3: M7)

(b), Agriacris auripennis (Paquiteno) (35s: P10, H3: P9) ( c) e Phaeoparia megacephala (Paquiteno) (35s: M6, H3:
M8) (d).

DISCUSSAO

A pesquisa abrangente sobre quatro espécies de gafanhotos Agriacris auripennis, Prionolopha
serrata, Epiprora hilaris e Phaeoparia megacephala, proporcionou uma compreensao
aprofundada da organizacdo cromossémica e distribuicdo de heterocromatina constitutiva (HC)
nestas espécies. Os resultados revelaram um cariétipo consistente em todas as espécies, com 2n
=23, X0, indicando 22 autossomos e um cromossomo sexual X.

A morfologia detalhada dos cromossomos destacou caracteristicas distintas entre as espécies.
Agriacris auripennis e Epiprora hilaris exibiram cromossomos acrocéntricos organizados em
trés pares grandes, cinco medios e trés pares pequenos. Por outro lado, Prionolopha serrata e
Phaeoparia megacephala possuiam autossomos acrocéntricos, organizados em trés pares
grandes, seis médios e dois pequenos. O cromossomo X, em todas as espécies, apresentou

tamanho médio.
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O estudo focado na familia Romaleidae, especialmente nas quatro espécies mencionadas,
trouxe informagbes cruciais sobre a organizagdo cromossémica. O cariétipo comum em
machos, 2n = 23, X0, é caracteristico da familia, com cromossomos acrocéntricos, incluindo 2-
4 grandes, 5-7 médios e 2-3 pequenos (Mesa et al., 1982). Essa conformidade cromossémica é
observada em varias espécies, como Brasilacris gigas, Chromacris speciosa e Xestotrachelus
robustus (Neto et al., 2013), Xyleus discoideus angulatus (Carvalho, 2008; Souza e Kido,
1995), Procolpia minor (Mesa et al, 1982), Radacridium nordestinum (Rocha et al, 1997) e
Tropidacris collaris (Souza, 2012).

A andlise a nivel de tribos na familia Romaleidae revelou variacbes consideraveis. Espécies
como Agriacris auripennis e Prionolopha serrata, pertencentes a tribo Romaleini, diferem na
distribuicdo e tamanho dos cromossomos em comparagdo com outros gafanhotos da mesma
tribo, como por exemplo Chromacris nuptialis e C. speciosa (Loreto et al., 2005) e Agriacris
jucunda (Mesa et al., 2004). O mesmo padrdo se aplica a Epiprora hilaris e Phaeoparia
megacephala, pertencentes a tribo Phaeoparini, com Phaeoparia megacephala apresentando 6
pares médios e dois pequenos, por enquanto Epiprora hilaris possuem 5 médios e dois
pequenos.

No que diz respeito ao numero de blocos de heterocromatina constitutiva (HC) ricos em GC,
observou-se uma diversidade na distribuicdo entre as diferentes espécies. Agriacris auripennis
e Prionolopha serrata, por exemplo, apresentaram 3 e 4 pares, respectivamente. Essa
variabilidade é comum em gafanhotos da familia Romaleidae e em outras familias, como
indicado por diversos estudos (Souza et al., 1998; Pereira e Souza, 2000; Souza et al., 2003;
Anjos et al., 2013; Rocha et al., 2015).

Por outro lado, Epiprora hilaris e Phaeoparia megacephala se destacam por apresentarem 0s
extremos de variacdo. E. hilaris exibe regido CMA positiva em apenas um par, enquanto P.
megacephala apresenta blocos em todos os seus cromossomos. Além disso, a localizacdo das
regibes CMA positivas revelou diversidade quanto a localizacdo cromossémica podendo estar
presente exclusivamente em autossomos ou em autossomos e N0 cromossomo X, como Visto
em A. auripennis e P. megacephala.

Nossos resultados estdo em concordancia com outros estudos na literatura, que destacam a
presenca expressiva e heterogénea de regides CMA positivas em gafanhotos da familia
Romaleidae. Essa familia exibe uma notavel variabilidade no tamanho e na localizacdo de
blocos de heterocromatina, com uma predominancia geral na regido Pericentromérica.

Entretanto, blocos intersticiais e distais sédo frequentes, como evidenciado em Xyleus d.
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angulatus, Phaeoparia megacephala e Xestotrachelus robustus, nos quais todos os blocos de
HC mostraram ser ricos em GC (Souza et al., 1998; Pereira e Souza, 2000; Souza et al., 2003).
A heterogeneidade e a expressiva presenca de HC rica em GC nas espécies estudadas podem
ser explicadas por eventos de rearranjos cromossomicos, amplificacdo, replicacbes multiplas,
cruzamento desigual, acumulo e eliminagdo (John, 1988), além da acdo dos elementos
transponiveis, determinantes genéticos da formagdo da heterocromatina em diferentes
organismos (Grewal e Jia, 2007).

Quanto a coloracdo DAPI, as espécies examinadas neste estudo seguem um padrdo comumente
encontrado em gafanhotos da familia Romaleidae, que ndo apresentam nenhuma regido de HC
DAPI positiva. Em muitos insetos, especialmente gafanhotos, as regides de HC marcadas com
fluorocromos geralmente sdo ricas em GC, como observado em outras espécies como
Chorthippus parallelus e C. p. erythropus (Bella et al., 1993), Podisma pedestris e P. ignatii
(Bella et al., 1990), Xyleus d. angulatus (Souza et al., 1998) e Rhammatocerus brasiliensis
(Loreto et al., 2008). No entanto, uma condicdo Unica, observada até 0 momento, ocorre em
Zoniopoda tarsata, que apresenta grandes blocos de regides DAPI positivas e nenhuma regiao
CMA positiva, sendo a Unica espécie com predominancia de regides ricas em AT (Vilardi,
1986; Paradeda, 1989).

Em relacdo ao gene ribossomal 45S, as espécies apresentam um Unico sitio. Esse padrdo de
distribuicdo também é encontrado em outros gafanhotos da familia Romaleidae, como vistos
nos estudos de Loreto et al. 2005 e Souza et al. 2003. Além da familia Romaleidae, outras
familias possuem estudos citogenéticos de mapeamento do DNAr 45S que corroboram com a
hipdtese de que nos gafanhotos o padrao de distribuicdo ancestral deste gene € em apenas um
anico sitio. Cabral et al (2011) verificou esta distribuicdo em quatro gafanhotos da familia
ancestral Proscopiidae que apresentaram apenas uma localizagdo do DNAr 45S no sétimo par
cromossdmico, com este Unico par como o portador original do cluster DNAr 45S e 0s sitios
extras presentes em duas espécies como um padrdo derivado. Outros estudos corroboram com
a hipdtese de que o DNAr 45S se espalhou pelo genoma dos gafanhotos no decorrer da
evolucdo. Em um estudo com 47 espécies de Acrididae e duas espécies de Romaleidae, Cabrero
e Camacho observaram que em 32,7% delas os sitios de DNAr 45S estavam em um Unico par,
em 37,7% o sitio estava localizado em dois pares cromossdmicos, e em 30,6% o cluster DNAr
45S estava em multiplos pares de cromossomos. A alta disseminacdo do loci de DNAr 45S nos

diferentes clados de gafanhotos pode ser explicada por rearranjos cromossomicos, tais como
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translocacfes ou inversdes, recombinacdo ectdpica e transposicdo de algumas sequéncias de
DNAr 45S para novos locais no mesmo ou em diferentes cromossomos, evento observado em

diferentes porgdes do genoma (Sczepanski et al. 2013, Barbosa et al. 2015).

Apesar das quatro espécies apresentarem apenas um sitio de DNAr 45S, estes estdo
localizados em pares cromossomicos distintos. Agriacris auripennis apresentou o DNAr 45S
no cromossomo pequeno(P10) Prionolopha serrata e Epiprora hilaris apresentaram o sitio no
cromossomo M7, ja Phaeoparia megacephala apresentou um sitio no cromossomo M6. Na
familia Romaleidae a localizagdo ancestral do loci do DNAr 45S é provavelmente no
cromossomo médio seis (M6), com outros gafanhotos desta familia apresentando essa mesma
configuracdo, como € o caso de Chromacris nuptialis e C. speciosa (Neto et al., 2013). A
presenca deste sitio em um cromossomo medio (M7) em Prionolopha serrata e Epiprora hilaris
e pequeno (P10) em Agriacris auripennis, possivelmente ocorreu mais tardiamente na historia
evolutiva dessa familia, pelos mesmos mecanismos que permitiu esse loci se disseminar de um

para variados loci no genotipo dos gafanhotos.

As quatro espécies investigadas exibiram um Unico sitio para o gene da histona H3. Esse
achado esta em consondncia com estudos anteriores realizados em diferentes familias de
gafanhotos, como Proscopiidae (Cabrl et al., 2011), Acrididae (Cabrero et al., 2009), e algumas
espécies de Romaleidae (Neto et al., 2013). Na familia Romaleidae, observou-se, conforme
documentado por Neto et al. (2013), Machado et al. (2014) e Rocha et al. (2015), uma notavel
diversidade na disposicdo genbmica entre diversas espécies, evidenciando uma maior
variabilidade na organizacdo gendmica dentro dessa familia de gafanhotos. E importante
destacar que a localizacdo do gene H3 foi preservada de maneira significativa nas espécies
Prionolopha serrata e Agriacris auripennis, ambas pertencentes a tribo Romaleini, com o gene
posicionado no cromossomo 9 em ambas as espécies (par M9 de Prionolopha serrata e par P9
em Agriacris auripennis). Em contrapartida, Epiprora hilaris e Phaeoparia megacephala,
pertencentes a tribo Phaeoparini, apresentaram divergéncias na localizacdo do gene histona H3,
com Epiprora hilaris situado no par médio (M7) e Phaeoparia megacephala apresentou o sitio

no par médio (M8).

Considerando que houve colocalizacdo do sitio de Histona H3 com o sitio do DNAr 45S
em Epiprora hilaris, isto indica que houve translocacéo de uma das marcas durante a evolucao,
ou o sitio de DNAr mudou de posi¢do ou a H3 mudou de posi¢do pois colocalizacdo é um

padrdo raro entre as espécies de Romaleidae e de outros gafanhotos em geral.
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A determinagdo do sitio ancestral do gene de histona H3 na familia Romaleidae
permanece como uma questdo em aberto, demandando estudos mais abrangentes envolvendo
um maior nimero de espécies dessa familia para uma elucidagdo mais precisa. Apesar de se
encontrar em um Unico sitio na familia Romaleidae, como evidenciado em Chromacris
nuptialis, C. speciosa, Xestotrachelus robustus e Brasilacris gigas (Neto et al., 2013), a
variacdo do cromossomo em que esse sitio foi localizado € notavel. Por exemplo, em
Chromacris nuptialis, C. speciosa e Xestotrachelus robustus, o sitio estava presente no
cromossomo G2, enquanto em Brasilacris gigas, estava localizado no cromossomo M9, além
dos pares 7, 8 e 9, conforme evidenciado nas espécies examinadas neste estudo. Uma possivel
explicacdo para essa alta variabilidade de cromossomos distintos portando o gene de histona
H3 é a associacdo deste gene com sequéncias repetitivas, especialmente elementos
transponiveis, os quais podem contribuir para a dispersao dos genes das histonas em diferentes

cromossomos (Sczepanski et al., 2013; Barbosa et al., 2015).

As variacdes entre as espécies, tanto na presenca de regibes CMA+ quanto na localizagéo
especifica de sitios de DNAr 45S e genes de histona H3, apontam para uma notavel diversidade
cariotipica dentro da familia Romaleidae. Esses resultados contribuem significativamente para

0 entendimento da organizagdo genémica e evolucdo cromossdmica nesse grupo de gafanhotos.

O estudo destaca a importancia de ampliar as pesquisas citogenéticas dentro da familia
Romaleidae, explorando mais representantes para uma compreensdo abrangente da diversidade
biologica. A utilizacdo de técnicas avancadas, como FISH, demonstra ser crucial para obter
informacGes detalhadas sobre a localizacéo precisa de genes especificos, abrindo perspectivas

para futuras investigacdes sobre a evolugdo gendmica desse grupo de insetos.
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5. CONCLUSAO

Todas as espécies aqui estudadas apresentam caridtipos caracteristicos da familia
Romaleidae, havendo alguma diferenca entre as espécies em relacdo a organizagdo desse
cariotipo.

A anélise do CMA/DAPI evidenciou que a heterocromatina das espécies possui blocos
ricos em CG localizados na regido Pericentromérica e auséncia de blocos de
heterocromatina ricos em AT.

Os sitios de DNAr 45S e H3 foram localizados em apenas um Gnico par cromossémico
cada em Agriacris auripennis, Prionolopha serrata e Phaeoparia megacephala. Ambos o0s

sitios estdo no mesmo cromossomo de Epiprora hilaris.
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