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RESUMO 

 
 
 
Cromossomos meióticos e mitóticos de Zophobas aff. confusus e Nyctobates gigas 

(Tenebrionidae) foram estudados através de coloração convencional, bandeamento C, 

coloração com nitrato de prata e os fluorocromos CMA3 e DAPI. Zophobas aff. confusus 

apresentou 2n=20 (9+Xyp) e cromossomos meta-submetacêntricos. Nyctobates gigas exibiu 

2n=18 (8+neoXY) e cromossomos metacêntricos, submetacêntricos e acrocêntricos. O 

bandeamento C revelou grandes blocos de heterocromatina constitutiva (HC) 

pericentroméricos em todos os cromossomos de ambas as espécies. Contudo, os resultados 

obtidos com o CMA3 e com o DAPI revelaram variação interespecífica quanto à composição 

da HC. Os dois fluorocromos marcaram a HC de Z. aff. confusus, entretanto o DAPI 

apresentou uma coloração mais brilhante. Os blocos CMA3 pericentroméricos de N. gigas 

foram de tamanhos similares àqueles detectados pelo bandeamento C. Blocos DAPI não 

foram detectados nessa espécie. A coloração com nitrato de prata revelou uma RON 

localizada no bivalente Xyp de Z. aff. confusus e uma RON autossômica em N. gigas. Na 

primeira espécie o bivalente sexual mostrou marcação durante a prófase I da meiose até a 

metáfase I. A prata também marcou as regiões de HC em N. gigas. 
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ABSTRACT 

 

 

The meiotic and mitotic chromosomes of Zophobas aff. confusus and Nyctobates gigas 

(Tenebrionidae) were studied by conventional staining, C-banding, AgNO3 impregnation and 

CMA3 and DAPI fluorochromes. Zophobas aff. confusus presented 2n=20 (9+Xyp) with 

metacentric and submetacentric chromosomes. Nyctobates gigas showed 2n=18 (8+neoXY) 

with metacentric, submetacentric and acrocentric chromosomes. The analysis of constitutive 

heterochromatin (CH) showed similar C-banding patterns in the two species with 

pericentromerics blocks in all chromosomes. However, the results of CMA3 and DAPI 

revealed an interspecific variation. These fluorochromes marked the HC in Z. aff. confusus, 

however the DAPI was stronger than CMA3. The CMA3 blocks in pericentromeric regions of 

the N. gigas were similar in size to those detected by the C-banding. DAPI blocks were not 

detected in this species. The silver staining revealed a NOR located in the sexual bivalent Xyp 

of Z. aff. confusus and an autosomic NOR in N. gigas. In the first species the sexual bivalent 

was stained with silver during the prophase I of the meiosis up to metaphase I. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

 

A ordem Coleoptera compreende cerca de 25.368 gêneros e 357.899 espécies 

distribuídas mundialmente, constituindo-se na maior ordem do reino animal (Costa, 2000). 

Apesar do elevado número de espécies descritas, apenas cerca de 1% foram estudadas 

citogeneticamente até o momento. Em geral, este grupo, particularmente a subordem 

Polyphaga, tem apresentado um alto grau de conservação cariotípica com uma nítida 

predominância do número diplóide 2n=20 (meiofórmula 9II+Xyp) e cromossomos meta-

submetacêntricos. Smith (1950) sugeriu este cariótipo como primitivo para Coleoptera. 

De forma geral, nos coleópteros, a identificação cromossômica individual 

dentro do complemento é dificultada pela similaridade morfológica entre os cromossomos. 

Por sua vez, a análise da heterocromatina constitutiva e das regiões organizadoras de 

nucléolos têm contribuído para uma melhor caracterização da estrutura e dinâmica do 

material genético e das relações filogenéticas existentes nesse grupo. Nesses organismos, o 

principal método utilizado para o estudo da heterocromatina constitutiva é o bandeamento C. 

Por outro lado, o advento de técnicas como coloração por nitrato de prata, fluorocromos base 

específicos e bandeamento com enzimas de restrição têm permitido analisar regiões 

específicas dos cromossomos que não são identificadas por técnicas convencionais. A 

utilização dessas técnicas em Coleoptera ainda é escassa com os estudos existentes restritos 

às famílias Scarabaeidae, Tenebrionidae, Chrysomelidae, Carabidae e Hydrophilidae (Angus, 

1983; Rosek e Rudek, 1992; Plohl et al., 1993; Almeida, 2001; Moura et al., 2003). 

Apesar da grande diversidade de coleópteros existente na Região Neotropical, 

os estudos citogenéticos ainda são limitados (Ferreira et al., 1984; Mesa e Fontanetti, 1984; 

Martins, 1994; Bione, 1999; Almeida et al., 2000; Maffei et al., 2000; Almeida, 2001; Moura 

et al, 2003).  
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1.1 Objetivo Geral 

 

  Caracterizar citogeneticamente as espécies Nyctobates gigas e Zophobas aff. 

confusus (Coleoptera, Tenebrionidae, Tenebrioninae). 

 

 1.2 Objetivos Específicos 

 

1. Analisar cariotipicamente as duas espécies levando em consideração o 

número cromossômico, o mecanismo de determinação do sexo e a morfologia cromossômica; 

2. Identificar o número e a localização das regiões organizadoras de nucléolos 

(RONs) através da coloração com nitrato de prata (AgNO3); 

3. Analisar o padrão de distribuição da heterocromatina constitutiva (HC) 

através da técnica de bandeamento C e a sua composição com o uso dos fluorocromos CMA3 

(Cromomicina A3) e DAPI (4’6-diamidino-2-fenilindol); 

4. Analisar comparativamente os resultados obtidos entre as duas espécies 

frente aos dados da literatura. 
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2.0 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 2.1 Considerações Gerais Sobre a Família Tenebrionidae 

 

  Dentro da subordem Polyphaga, Tenebrionoidea apresenta-se como uma 

superfamília bastante representativa, sendo composta por 27 famílias distribuídas nas regiões 

Paleártica, Neotropical, Afrotropical, Oriental e Australiana (Lawrence et al., 1999). 

  Tenebrionidae é uma família com aproximadamente 20.000 espécies 

distribuídas mundialmente. Devido à sua grande diversidade, alguns de seus representantes 

podem ser confundidos com grupos considerados distantes como Carabidae ou 

Curculionidae. Muitas espécies pertencentes à subfamília Pimeliinae vivem em regiões 

desérticas como o Sudoeste da América do Norte, Norte e Sudoeste da África além da Ásia 

Menor e Central. Algumas Tribos de Tenebrioninae (Opatrini, Blaptini, Heleini) também 

ocorrem preferencialmente em regiões de clima semi-árido. Por sua vez, Lagriinae apresenta-

se um pouco mais cosmopolita, apesar de exibir maior concentração nos trópicos, enquanto 

que as espécies de Diaperinae e Coelometopinae estão bem representadas nas florestas 

tropicais (Lawrence et al., 1999).   

   Os tenebrionídeos são primariamente saprófitas alimentando-se de uma 

grande variedade de animais e plantas em decomposição. Os adultos são quase sempre de cor 

escura com hábitos noturnos; alguns são ápteros e vivem no solo enquanto outros vivem em 

cascas de árvores mortas. As espécies diurnas apresentam quase sempre coloração brilhante 

sendo encontradas freqüentemente em flores ou folhagens ou estão associadas com madeiras 

mortas ou fungos. Larvas de alguns grupos como Pycnocerini, Tenebrionini, Cyphaleini, 

Helopini, Ulomini e Coelometopinae são especializadas em tecido vegetal vivo e madeira 

podre, enquanto que Pimeliinae, Heleini, Opatrini, Blaptini, Eleodini, Apocryphini, 

Crypticini, Ectychini, Diaperini e alguns Amarygmini vivem no solo e se alimentam de 

matéria vegetal em decomposição ou atacam raízes de plantas. As espécies fungíveras 

ocorrem em várias tribos incluindo Bolitophagini, Dysantini, Scaphidemini e Diaperini. Por 
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sua vez, larvas e adultos de alguns tenebrionídeos também podem ser encontrados em areia 

do mar e margens de rios e lagos (Lawrence et al., 1999). 

  Doyen e Tschinkel (1982) realizaram um estudo fenético e cladístico em 335 

representantes de Tenebrionidae levando em consideração 80 caracteres taxonômicos. Os 

resultados revelaram a presença de três ramos principais dentro da família: Lagrioides, 

Tenebrioides e Tentyroides. O ramo Lagrioide (Lagriinae) parece ser o mais primitivo 

podendo ser elevado ao nível de família. Por sua vez, o grupo Tenebrioide inclui todas as 

espécies que possuem glândulas defensivas pareadas e não musculares com abertura entre o 

sétimo e oitavo segmento abdominal. As subfamílias Tenebrioninae, Diaperinae e 

Coelometopinae apresentam-se como suas principais linhagens. Os Tentyrioides são espécies 

sem glândula defensiva e ainda não está claro se esta linhagem é derivada da linhagem 

Tenebrioide ou Lagrioide.   

  Na Região Neotropical existem cerca de 478 gêneros e 4.624 espécies, com 

147 gêneros e 1.234 espécies ocorrendo no Brasil (Costa, 2000). Desses, alguns gêneros 

como Tenebrio, Tribolium, Alphitobius, Palorus e Gnathocerus são mais bem estudados 

biologicamente por apresentar espécies capazes de causar danos consideráveis a produtos 

agrícolas armazenados (Costa et al., 1988). Por outro lado, Nyctobates e Zophobas 

(Tenebrioninae) representam dois gêneros ainda pouco estudados. O primeiro está 

predominantemente distribuído nas regiões Oriental e Neotropical enquanto que Zophobas é 

quase que exclusivamente Neotropical (Baptiste, 2003). 

  Dentro de Zophobas, as espécies Z. atratus e Z. rugipes têm sido estudadas 

quanto à biologia, ciclo de vida, crescimento e tempo de pupação das larvas em populações 

naturais e de laboratório (Tschinkel, 1978; 1981; 1993). Estas espécies estão amplamente 

distribuídas através da América Central, Oeste da Índia, México e parte da América do Sul. 

Por apresentar grande semelhança quanto à forma e tamanho e compartilharem os mesmos 

nichos, como fezes de morcego e madeira em decomposição, Tschinkel (1984) sugeriu que 

estas podem ser variedades de uma mesma espécie.  
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 2.2 Caracterização Cromossômica  

   

  2.2.1 Ordem Coleoptera 

 

  Estudos citogenéticos dentro da ordem Coleoptera representam menos de 1% 

do total das espécies descritas. De forma geral, esses organismos apresentam cromossomos 

metacêntricos de tamanho pequeno ou médio sendo menos acessíveis para análise do que os 

cromossomos de ortópteros e podem apresentar um grau de dificuldade similar aos 

representantes das ordens Odonata, Lepdoptera e Heteroptera. O tamanho dos cromossomos 

está relacionado com a família estudada e a fase na qual foi mensurado, variando de 0,5 a 

6,5µm de comprimento em metáfase espermatogonial (Smith e Virkki, 1978; Petitpierre, 

1996). Entretanto, devido às dificuldades na obtenção de metáfases mitóticas, a maioria das 

análises nesse grupo têm sido realizadas em meiose de indivíduos machos (Petitpierre, 1996). 

  Smith e Virkki (1978) reuniram dados citogenéticos de 2.160 coleópteros onde 

2.000 pertencem à subordem Polyphaga, 159 à Adephaga e 1 (Micromalthus debilis) à 

Archostemata. Posteriormente, Mesa e Fontanetti (1985) descreveram pela primeira vez o 

cariótipo de um representante da subordem Myxophaga (Ytu zeus) o qual apresentou 2n=20. 

Apesar deste grupo apresentar uma ampla conservação quanto ao cariótipo constituído por 

2n=20, números extremos são encontrados. Estes números correspondem a 2n=4 no 

elaterídeo Chalcolepidius zonatus (Ferreira et al., 1984) e 2n=69 no carabídeo Ditomus 

capito (Serrano, 1981). 

  Segundo White (1973) seis tipos de mecanismos sexuais ocorrem em 

Coleoptera: 1) no mecanismo X0, que é originado após perda do y, o cromossomo X migra 

para um dos pólos em anáfase I e se divide equacionalmente em anáfase II. Tem sido 

encontrado em algumas famílias como Carabidae, Lycidae, Cantharidae, Lampyridae, 

Passalidae e Curculionidae; 2) o Xyr (r de “rod-bivalent”) é um sistema raro nesta ordem com 

o cromossomo y muito pequeno em relação ao X; 3) o Xyp é amplamente distribuído na 

subordem Polyphaga e está reportado por Smith e Virkki (1978) em alguns representantes de 

Adephaga. Neste sistema, cuja forma é comparada a de um pára-quedas, o cromossomo X 
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representa o dossel, enquanto que o y, conectado com o X por duas linhas tênues, representa 

o pára-quedista. Geralmente os dois cromossomos são metacêntricos com o y muito pequeno 

e o X com tamanho similar ao dos autossomos; 4) neoXY, os cromossomos sexuais têm o 

mesmo tamanho e provavelmente tiveram origem a partir dos mecanismos Xyp e X0, através 

de uma translocação do cromossomo X para um dos autossomos. Esse mecanismo é 

encontrado em famílias onde o X0 também é freqüente como, Carabidae e Passalidae; 5) XY, 

os cromossomos sexuais são indistinguíveis quanto à forma e o tamanho. Esse mecanismo é 

encontrado em vários crisomelídeos da subfamília Alticinae; 6) mecanismo sexual múltiplo, é 

caracterizado pelo aumento no número de cromossomos sexuais e pode ser originado por 

meio de sucessivas translocações a partir dos mecanismos simples. Esse sistema é 

predominante entre os representantes do gênero Blaps (Tenebrionidae) (Vitturi et al.,1996). 

Das 2.160 espécies listadas por Smith e Virkki (1978), 54% possuíam mecanismo sexual do 

tipo Xyp, 14% X0, 2% XY, 7% neoXY, 2,4% Xyr e 4,2% apresentaram os cromossomos 

sexuais não pareados durante a prófase I. 

  Dentro da subordem Adephaga, Carabidae apresenta-se como uma das 

famílias mais bem estudadas citogeneticamente com cerca de 600 espécies analisadas 

(Serrano e Yadav, 1984; Rozek, 1985; Maddison, 1985; Serrano, 1986; Serrano et al., 1986; 

Rezek, 1988; 1989; Rozek e Rudek, 1992). Esse grupo tem revelado uma grande diversidade 

quanto ao número cromossômico, que varia entre 2n=8 (Graphiterini) e 2n=69 (Harpalini), 

além de diferentes tipos de sistemas sexuais. Entretanto, tem sido observada a ocorrência de 

três grupos cariotípicos dentro desta família: um formado pelas tribos Bembidiini e Trechinni 

com 2n=23 (X0) e 2n=24 (XY), outro representado por Carabini com 2n=28 e o terceiro 

composto por oito tribos incluindo Harpalini com 2n=37 cromossomos (Serrano, 1986). 

 Polyphaga é a subordem mais representativa dentro da ordem Coleoptera sendo, por 

isso, a mais bem estudada do ponto de vista citogenético. O cariótipo mais encontrado e 

aceito como primitivo para esta subordem é 2n=20, Xyp com meiofórmula 9II+Xyp. Apesar 

da grande quantidade de famílias existente neste grupo, algumas como Curculionidae, 

Chrysomelidae, Scarabaeidae, Cerambycidae, Coccinelidae e Tenebrionidae se destacam 
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quanto ao número de espécies analisadas (Smith e Virkki, 1978; Petitipierre, 1988; Yadav et 

al., 1979; Ferreira et al. 1993; Bisoi e Patnaik, 1988; Juan e Petitpierre, 1991a). 

  Ferreira et al. (1993) determinaram a meiofórmula de dezesseis espécies de 

Cerambycidae, sete delas pertencentes à subfamília Cerambycinae, oito à Lamiinae e uma à 

Prioninae. Apenas duas espécies de Cerambycinae (Arcyphoderes hirtipes e Megacyllene 

acuta) e uma de Lamiinae (Hypsioma gibera) apresentaram o cariótipo considerado primitivo 

para Polyphaga, 9II+Xyp. O número cromossômico das demais espécies variou de 5II+Xyp 

(Pachypeza teres) a 17II+Xyp (Pirodes nitidus) com uma certa predominância de 10II+Xyp 

(Coleoxestia sp., Minochroma equestres, Macrophora accentifer, Steirastoma marmoratum, 

Acanthoderes nigricans, Dryocteres scropulosus e Acrocinus longimanus). 

  Atualmente são conhecidas, citogeneticamente, cerca de 326 espécies 

pertencentes a 21 subfamílias de Scarabaeidae. Apesar de apresentar variação numérica de 

2n=12 a 2n=22, essa família mostra-se bastante conservada com relação ao número diplóide 

(2n=20) e mecanismo sexual do tipo Xyp além de apresentar cromossomos metacêntricos, 

submetacêntricos e acrocêntricos (Smith e Virkki, 1978; Yadav et al., 1979; Vidal e Nocera, 

1984; Martins, 1994, Bione, 1999; Moura et al., 2003). A subfamília Coprine é considerada a 

menos conservada quanto ao número modal. Existem evidências de que os cariótipos 

derivados nesta subfamília surgiram através de eventos como perda de cromossomos, 

aumento no tamanho do cromossomo y, decréscimo no número cromossômico por fusão 

autossomo-autossomo ou X-autossomo (Yadav e Pillai, 1977).  

  Petitipierre (1988) reuniu dados de 725 espécies de Chrysomelidae onde foi 

verificada uma ampla variedade no número cromossômico (2n=8 a 2n=64), sendo 2n=24 um 

pouco mais freqüente que os outros. Entretanto, no que diz respeito às subfamílias, observou-

se uma certa conservação com Donaciinae-Cryptocephalinae 2n=30, Chrysomelinae 2n=24, 

Megalopoinae 2n=20, Hispinae-Cassinae 2n=18 e Criocerinae-Eumolpinae 2n=16. O número 

modal 2n=20 tem sido observado no arcaico gênero Timarcha dentro de Chrysomelinae 

(Petitpierre et al., 1991). Em Chrysolina (Chrysomelinae) o número diplóide varia entre 

2n=22 e 2n=47 com predominância de 2n=24 (11II+Xyp), encontrado em mais de 50% das 

espécies analisadas. Entretanto, tem sido observado uma forte correspondência entre o 
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número cromossômico e as plantas hospedeiras de algumas espécies. Dessa forma, as 

espécies de Chrysolina que se alimentam de Lamiaceae exibem 2n=24, de Asteraceae 2n=40, 

de Hypericacea 2n=32/38, de Plantaginaceae 2n=36/40 e de Apiaceae 2n=40/46/47 

(Petitpierre et al., 1991; 2001; Petitpierre, 1999).  

  Por outro lado, os crisomelídeos pertencentes à subfamília Alticinae 

apresentam complemento cromossômico e comportamento dos cromossomos sexuais 

diferentes da maioria dos coleópteros. Os autossomos, na maioria das espécies, formam 10 

bivalentes durante a meiose e o sistema sexual mais frequente é X+y. Os cromossomos 

sexuais apresentam inúmeras irregularidades no emparelhamento, orientação e segregação 

(pré ou pós-reducional) e podem ter tamanhos e morfologia diferentes em espécies 

relacionadas, sugerindo uma formação recente e não estabelecida (Virkki, 1963; 1964; 1967). 

Quanto ao tamanho dos sexuais, a tribo Oedionychini se destaca por apresentar cromossomos 

extremamente grandes, muitas vezes correspondendo a 50% do complemento cromossômico 

total (Smith e Virkki, 1978; Virkki, 1985). 

  

  2.1.2 Família Tenebrionidae 

 
Dentro da família Tenebrionidae, aproximadamente 200 espécies foram 

estudadas citogeneticamente representando apenas 1% da sua diversidade. O número diplóide 

varia de 2n=14 (Diaperis boleti e Scotobius miliaris) a 2n=38 (Blaps gibba) com uma nítida 

predominância do cariótipo constituído por 20 cromossomos (2n=20) encontrado em quase 

65% das espécies analisadas. O sistema de determinação sexual Xyp é o mais freqüente, 

estando presente em 67% das espécies. Outros sistemas simples (XY, X0, Xyr) e múltiplos 

(2XY, 3XY, 4XY e 4X2Y) também são encontrados (Juan e Petitpierre, 1991a). Nessa 

família o conjunto cromossômico é formado, na maioria dos casos, por cromossomos 

metacêntricos e submetacêntricos de tamanhos similares e muitas vezes de difícil distinção 

individual (Petitpierre, 1996; Vitturi et al.,1996). 

Os tenebrionídeos Pachycera coromandelensis e Alphitobius laevigatus 

apresentaram número cromossômico igual a 2n=20 e cromossomos metacêntricos e 

submetacêntricos em sua maioria. Em ambas as espécies o sistema sexual encontrado foi o 
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Xyp constituindo, portanto, a meiofórmula 9II+Xyp. Por sua vez, Holobrachium dentipes 

exibiu 2n=22 com sistema sexual Xyr (Bisoi e Patnaik, 1988). Três representantes da 

subfamília Tentyriinae (Hegeter grancanariensis, Pachychila sublunata e Tentyria grossa) e 

quatro da Tenebrioninae (Misolampus goudoti, Tenebrio molitor, Gonocephalum patruele e 

G. rusticum) foram estudadas por Juan e Petitpierre (1989a). Todas as espécies apresentaram 

número diplóide 2n=20 e sistema sexual Xyp. G. patruele e G. rusticum revelaram apenas 

cromossomos metacêntricos que decrescem gradualmente de tamanho. As outras espécies, 

além de cromossomos metacêntricos, revelaram de um a quatro pares de acrocêntricos. 

Outras seis espécies foram estudadas por Yadav et al. (1994). Rhytinota impolita, 

Gonocephalum yagum, G. bilineatum, Scleron reitteri, Opatroides vicinus e Pseuloblasp 

melly apresentaram 2n=20 e sistema de determinação sexual do tipo Xyp, com predominância 

de cromossomos metacêntricos e submetacêntricos.  

Palmer e Petitpierre (1997) analisaram cromossomicamente duas espécies da 

tribo Milosampini (Misolampus subglader e Coelometopus clypeatus), duas espécies do 

gênero Glabrasida (G. goudoti e G. zapareti) e quatro do gênero Asida (A. glacialis glacialis, 

A. glacialis rustica, A. moraguesi, A. cardonae). Todas apresentaram cariótipo composto por 

2n=20 e sistema sexual Xyp, meiofórmula 9II+Xyp.  

Espécimes de Palembus dermestoides, coletados no Estado de São Paulo, 

apresentaram meiofórmula 9II+Xyp com cariótipo composto por 20 cromossomos 

submetacêntricos e subtelocêntricos. O cromossomo X é um metacêntrico médio enquanto o 

y, também metacêntrico, é o menor do complemento (Almeida et al., 2000). 

Apesar do cariótipo 2n=20 (9II+Xyp) ser bem conservado nessa família, três 

tribos constituem uma exceção. Dentro da subfamília Pimeliinae, as tribos Akidini e 

Pimeliini apresentam uma redução no número cromossômico. Das 6 espécies de Akidini 

analisadas, pertencentes aos gêneros Akis e Morica, todas exibiram 2n=16 com meiofórmula 

7II+neoXY. Pimeliini apresenta um número maior de espécies estudadas, 22, onde apenas 

duas não apresentam 2n=18. Os sistemas sexuais Xyp e Xyr aparecem quase na mesma 

proporção (Juan e Petitipierre, 1988; 1989b;1990;1991a; Holecova et al., 2002). O Gênero 

Blaps (tribo Blaptini) tem se caracterizado por apresentar espécies com números elevados de 
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cromossomos além de sistemas complexos de determinação do sexo (Lewis e John, 1957; 

Virkki, 1974; Smith e Virkki, 1978; Vitturi et al.,1996). Das 12 espécies estudadas, apenas B. 

judeorum 2n=19 (8II+2X1Y) apresentou número diplóide menor que 30 cromossomos. Por 

sua vez, B. gibba exibiu o maior número cromossômico com 2n=38 (15II+7X1Y) (Vitturi et 

al., 1996). Segundo Virkki (1974) o aumento no número diplóide nessas espécies se deve a 

sucessivas fissões cêntricas envolvendo os autossomos. No que diz respeito aos cromossomos 

sexuais, foi sugerido que a origem dos sistemas múltiplos, encontrados neste grupo, se deve a 

translocações autossomo-cromossomo y. Tendo como base o Xyp, esses rearranjos mantêm 

um número reduzido de ys (geralmente um), enquanto incorporam novos X ao multivalente 

sexual.  

  Tenebrioninae é a subfamília mais bem estudada contendo cerca de metade 

das espécies analisadas nesta família. Apesar de bem conservada quanto ao cariótipo 

9II+Xyp, pode-se observar uma boa quantidade de variações numéricas e mecanismos de 

determinação sexual em algumas tribos. Na tabela 1 estão listados dados citogenéticos dessa 

subfamília. 

 
Tabela 1: Números cromossômicos e sistemas de determinação sexual em representantes da 
subfamília Tenebrioninae (Tenebrionidae). Dados de Juan e Petitpierre, 1991a (1); Juan e Petitpierre, 
1991b (2);Yadav et al., 1994 (3); Vitturi et al., 1996 (4); Palmer e Petitpierre, 1997(5). 
 

Tribo/Espécie No Diplóide Meiofórmula Autor 
Amarygmini    

Holoplobrachium dentipes (FABRICIUS) 22 10+Xyp 1 
Blaptini    

Blaps cribrosa SOLIER 36 9+X1-12Y1-6 1 
gigas LINNAEUS 35 15+4XY 1,2,4 
judaeorum MILLER (S Race) 19 8+2XY 1 
judaeorum MILLER (N Race) 21 9+2XY 1 
lethifera MARSHAN 37 17+2XY 1,2 
lusitanica HERBST 35 15+4XY 1 

 19 8+2XY 1 
mortisaga LINNAEUS 36 16+3XY 1 
mucronata LATREILLE 36 16+3XY 1 
sulcata CASTELNAU 34 15+3XY 1 
tenuicollis SOLIER 36 15+4X2Y 1 
waltli SEIDLITZ 34 15+3XY 1 
wiedemanni SOLIER 25 15+4XY 1 
bedeli torres-salai ESPAÑOL 34 15+XXXY 5 
gibba CASTELNAU 38 15+7XY 4 

Caenoblaps nitida SCHUSTER 35 16+XXY 1 
Coniontini    
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Diastolinus fortipes FAIRMAIRE - 12+Xyp 1 
Crypticini    

Crypyticus gibbulus QUENCEL 20 9+Xyp 1 
Navicularis latihumeralis HAR.LINDBERG 20 9+Xyp 1 

Dendarini    
Isocerus balearicus SCHAUFUSS - 9+Xyp 1 
Phylan abbreviatus OLIVER 20 9+Xyp 1 

gibbulus MULSANT & REY - 9+Xyp 1 
mediterraneus (PIOCHARD) - 9+Xyp 1 
nitidicollis PÉREZ ARCAS 26 12+Xyp 1 
obesus WALT - 9+Xyp 1 
semicostatus MULSANT & REY 26 12+Xyp 1 

Eleodini    
Eleodes armata LECONTE 20 9+neoXY 1 

cordata ESCHSCHOLTZ 20 9+neoXY 1 
dentipes ESCHSCHOLTZ 20 9+neoXY 1 

Helopini    
Nesotes viridicollis SCHAUFUSS 20 9+Xyp 1 

conformis grancanariensis ESPAÑOL - 9+Xyp 1 
gomerensis (WOLLASTON) 20 9+Xyp 1 
piscescens (WOLLASTON) - 9+Xyp 1 
porrectus (WOLLASTON) - 9+Xyp 1,2 
picipens WOLLASTON 20  2 

Misolampini    
Coelometopus clypeatus GERMAR 20 9+Xyp 5 
Misolampus goudoti erichsoni VAULOGER 20 9+Xyp 1,2 

subglaber ROSENHAUER 20 9+Xyp 5 
Opratini    

Pseudolamus seriatoporus FABRICIUS - 9+Xyp 1 
Gonocephalum sp. 20 9+Xyp 1 
Gonocephalum sp. 20 9+Xyp 1 
Gonocephalum sp. 20 9+Xyp 1 
Gonocephalum     

bilineatum (WALKER) 20 9+Xyp 1,3 
dorsogranosum FAIRMAIRE - 9+Xyp 1 
depressum FABRICIUS 20 9+Xyp 1 
elongatum FAIRMAIRE 20 9+Xyr 1 
hoffmannseggi STEVEN 20 9+Xyp 1 
oblongum FABRICIUS 20 9+Xyp 1 
parallelum KASZAB 20 9+Xyp/Xyr 1 
patruele (ERICHSON) 20 9+Xyp 1,2 
rusticum OLIVIER 20 9+Xyp 1,2 
oblitum WOLLASTON 20 - 2 
vagum STEVEN 20 9+Xyp 1,3 

Opatroides vicinus (FAIRMAIRE) 20 9+Xy 1 
 21 9+X1X2 1 
 20 9+Xyp 1,3 
Ammobius rufus LUCAS 20 9+Xyp 1,2 
Scleron sp. 22 10+Xyr 1 
Scleron sp. 20 9+Xy 1 
Scleron asperulum WOLLASTON 20 9+neoXY 1,2 

granutipenne FAIRMAIRE 22 10+Xyp 1 
reitteri GEBIEN 22 10+Xyp 1,3 

Mesomorphus villiger BLANCHARD 19 9+X0 1 
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Clitobius ovatus opacus HAR.LINDBERG - 9+Xyp 1 
Pedinini    

Opatrinus aciculatus LECONTE 20 9+Xyp 1 
validus BURMEISTER 20 9+Xyp 1 

Blapstinus sp. - 9+Xyp 1 
Phaleriini    

Phaleria acuminata KÜSTER 20 9+Xyp 1 
Phaleria variabilis QUED - 9+Xyp 1 

Platynotini   
Pseudoblaps meteeyi MULSANT & REY 20 9+Xyp 1 
Pseudoblaps mellyi  MULSANT & REY 20 9+Xyp 3 
Platynotus excavatus (FABRICIUS) 20 9+Xyp 1 

 - 9+Xyp 1 
punctatipennis MULSANT & REY 20 9+Xyp 1 

Platydemini    
Platydemia impressifrons FAIRMAIRE 20 9+Xyp 1 

Scaurini    
Eulabris sp. 20 9+Xyp 1 
Scaurus punctatus FABRICIUS - 9+neoXY 1 

           striatus FABRICIUS 24 11+neoXY 1,2 
vicinus SOLIER - 11+neoXY 1 

Scotobiini    
Scotobius miliaris (BILLBERG) 14 6+Xyp 1 

muricatos GUERIN 18 8+Xyp 1 
           tritis GUERIN 18 8+neoXY 1 
Tenebrionini    

Tenebrio molitor LINNAEUS 20 9+Xy 1,2 
 20 9+Xyr 1 
 20 9+Xyp 1 

obscurus FABRICIUS 20 9+Xyr 1 
picipes HERBST 20 9+Xyp 1 

Upis ceramboides LINNAEUS 20 9+Xyp 1 
Alobates pennsylvanica DEGGER 20 9+Xyp 1 
Scobates calcaratus FABRICIUS - 8+neoXY 1 
Derosphaerus cribrum FAIRMAIRE 20 9+Xyp 1 
Balopus elongatus HERBST 20 - 1 

Trachyscelini   
Trachyscelis aphadioides LATREILLE 22 10+Xyp 1 

Ulomini    
Alphitobius sp. 20 9+Xyp 1 
Alphitobius sp. 20 9+Xyp 1 

diaperinus (PANZER) 19 9+X0 1 
pliceus OLIVIER 20 9+Xyp 1 

Tribolium anaphe HINTON 18 8+X0 1 
audax HALSTEAD - 9+Xyp+ss 1 
brevicornis LEC. 18 9+X0 1 
castaneum HERBST 20 9+Xyp 1,2 
confusum DU VAL 18 8+neoXY 1 
destructor UYTTENBOOGAART 18 8+neoXY 1 
ferrugineum FABRICIUS 20 9+Xyp 1 
freemani HINTON 20 9+Xyp 1 
madens CHARPENTIER - 9+Xy+ss 1 

Latheticus oryzae WATERHOUSE - 9+Xyp 1 
Sitophagus holoeptoides CASTELNAU 20 9+Xyp 1 
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Gnathocerus cornutus FABRICIUS 20 9+Xyp 1 
maxillosus FABRICIUS 20 9+Xyp 1 

Cynaeus angustus LECONTE 20 9+Xyp 1 
Palorus subdepressus WOLLASTON 20 9+Xyp 1 

 

 

2.3 Heterocromatina Constitutiva (HC) e Sua Distribuição em Coleoptera 

     

A heterocromatina foi originalmente descrita, através de estudos citológicos, 

como uma fração do genoma que permanece visivelmente condensada durante  todo o ciclo 

celular de plantas e animais (Heitz, 1933). Este componente genômico pode ser diferenciado 

em dois tipos. A heterocromatina constitutiva (HC) se caracteriza por apresentar pouca 

densidade de genes, grande quantidade de DNA repetitivo, replicação tardia, baixa freqüência 

de recombinação, localização preferencial na região pericentromérica dos cromossomos de 

eucariotas superiores, além de estar associada a proteínas específicas como a HP1 e as 

SU(VAR)s (Renauld e Gasser, 1997; Wallrath, 1998; Henikoff, 2000; Redi et al., 2001; 

Grewal e Elgin, 2002). Por sua vez, a heterocromatina facultativa é estruturalmente idêntica à 

eucromatina. Ela se distingue da HC por aparecer em cromossomos inteiros ou grupos de 

cromossomos dentro de um cariótipo. Alguns exemplos conhecidos são a inativação de um 

dos cromossomos X de fêmeas de mamíferos e de todo o complemento cromossômico de 

origem paterna de alguns homópteros (John, 1988). Mais recentemente, o termo 

heterocromatina também tem sido usado para descrever diferentes formas de cromatina que 

são estrutural e bioquimicamente distintas (Murzina et al., 1999).  

Dois tipos de heterocromatina constitutiva, com características próprias, foram 

descritos:  a  α-heterocromatina e a β-heterocromatina. O primeiro é o tipo mais comum da 

HC e consiste de repetições em tandem de uma seqüência simples, correspondendo à 

heterocromatina detectada pelo bandeamento C nos cromossomos dos eucariotas superiores. 

Os blocos de α-heterocromatina podem ser polimórficos, variando consideravelmente de 

tamanho de um indivíduo para o outro. A β-heterocromatina é um tipo raro de 

heterocromatina constitutiva rico em retrotransposons e tem sido observada nos 

cromossomos de Drosophila e do hamster Mesocricetus auratus onde forma fibras de 



 
Lira-Neto, AC (2004)                        Variabilidade Cromossômica nos Tenebrionídeos Nyctobates gigas e... 

 26

cromatina relativamente desorganizadas que replicam tardiamente e se posicionam como uma 

fronteira entre a α-heterocromatina e a eucromatina dessas espécies (Holmquist et al., 1998). 

Apesar da heterocromatina constituir uma significante fração na maioria dos 

genomas de eucariotas, sua função ainda não é muito clara. Num passado recente, acreditava-

se que a heterocromatina era um componente sem função sendo tratado como “lixo 

evolucionário” e, portanto, dispensável ao genoma. Atualmente, devido principalmente ao 

grande número de estudos moleculares, esta visão parece ter mudado. Controle gênico, 

defesa do genoma contra elementos parasíticos, manutenção e auxílio dos papeis 

desempenhados por telômeros e centrômeros, dosagem compensatória, eliminação de DNA e 

endoreplicação diferencial são algumas das funções relatadas na literatura atual (Redi et al, 

2001; Wallrath, 1998; Henikoff 2000; Zuckerkandl e Henning, 1995; Renauld e Gasser, 

1997; Grewal e Elgin, 2002).  

Uma das propriedades mais estudadas da heterocromatina é o silenciamento 

gênico. Este fenômeno é observado quando genes são colocados em justaposição a domínios 

de heterocromatina através de rearranjos cromossômicos ou transposição. Conhecida como 

PEV (Variação por Efeito de Posição), esta propriedade foi descoberta em Drosophila 

quando o gene White+, responsável pela pigmentação vermelha dos olhos e localizado no 

cromossomo X, foi transportado para próximo da heterocromatina centromérica devido a 

uma inversão. Este processo originou diferentes graus de pigmentação nos olhos da prole de 

acordo com a posição do gene em relação à heterocromatina; quanto mais próximo o gene, 

menor o grau de pigmentação. Este fenômeno também tem sido observado em outros grupos 

de organismos como leveduras e mamíferos (Wallrath, 1998; Grewal e Elgin, 2002).   

Estudos citológicos, genéticos e moleculares sobre o silenciamento  gênico 

provocado pelo PEV em Drosophila, indicam dois mecanismos plausíveis: primeiro, 

alterações na estrutura da cromatina que resultam na inacessibilidade do gene aos fatores de 

transcrição e segundo, compartimentalização nuclear. A teoria da compartimentalização 

nuclear assume que os genes residem em lugares específicos do núcleo e que os fatores de 

regulação e transcrição não estão distribuídos uniformemente através do nucleoplasma 

(Wallrath, 1998).  
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O conceito de eqüilocalidade proposto por Heitz (1933) defende que em um 

mesmo cariótipo a distribuição da HC entre os cromossomos não homólogos tende a ser 

eqüilocal, isto é, os blocos de HC em diferentes cromossomos apresentam, de uma forma 

geral, a mesma distância de seus respectivos centrômeros. Segundo Loidl (1983) para cada 

banda intercalar existente no cariótipo, existe um outro cromossomo onde um de seus braços 

coincide em tamanho com a distância do referido bloco até o centrômero do seu 

cromossomo. Sendo assim, os telômeros dos menores braços cromossômicos definem a 

posição das bandas intercalares nos maiores braços de outros cromossomos e braços muito 

pequenos podem corresponder a bandas pericentroméricas ou a nenhuma banda.  

Baseados nestes conceitos, Schweizer e Loidl (1987) propuseram um modelo 

pelo qual o padrão de distribuição da HC em muitas espécies seria o reflexo da disposição 

espacial dos cromossomos no núcleo interfásico mitótico. A heterocromatina seria formada 

nos telômeros e depois transportada para as regiões intersticiais. Como conseqüência da 

migração na anáfase, os cromossomos ficariam alinhados por seus centrômeros, deixando em 

proximidade os telômeros dos cromossomos pequenos com regiões intersticiais dos 

cromossomos maiores. Isto possibilitaria a transferência de HC dos telômeros para regiões 

intersticiais entre cromossomos não homólogos. Na meiose, atuariam os processos de 

homogeneização destas regiões, tanto entre cromossomos homólogos quanto entre não 

homólogos, sendo favorecido pela orientação em bouquet. Excessões a este modelo podem 

ser explicados por eventos posteriores como rearranjos cromossômicos, amplificação e 

transposição da heterocromatina, recombinação meiótica, evolução cromossômica 

independente, entre outros. 

Dentre as técnicas usadas para o estudo da HC, o bandeamento C é a que tem 

sido mais largamente utilizada em plantas e animais. Dados de diferentes espécies de 

eucariotas têm mostrado uma localização preferencial da HC nas regiões pericentroméricas. 

Entretanto, blocos intersticiais ou terminais, quando presentes, podem auxiliar na 

identificação de homólogos ou de cromossomos individuais na análise do cariótipo de uma 

dada espécie (Sumner, 1990).  
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Em Coleoptera, dados sobre a análise da heterocromatina constitutiva ainda 

são escassos. Entretanto, os poucos estudos realizados têm demonstrado uma preferência dos 

blocos de HC pela região pericentromérica podendo ocorrer, em menor freqüência, nas 

regiões intersticiais e teloméricas dos autossomos. Os cromossomos sexuais, por sua vez, 

apresentam um padrão variável podendo exibir bandas apenas na região pericentromérica ou 

ao longo de todo o cromossomo  (Angus 1982, 1983; Drets et al., 1983; Virkki, 1983; Juan et 

al., 1990; Rozek e Rudek, 1992; Juan et al., 1993; Bione 1999; Almeida et al., 2000; Maffei 

et al., 2000; Moura et al., 2003). 

As espécies de Scarabaeidae estudadas com o bandeamento C tem revelado 

um conservado padrão de HC pericentromérica, entretanto bandas adicionais têm sido 

encontradas (Vidal e Nocera, 1984; Bione 1999; Moura et al., 2003). Vidal e Nocera (1984) 

estudaram três representantes da subfamília Coprinae: Glyphoderus sterquilinus, Eucranium 

arachnoides e Anomiopsoides heteroclyta. Os dois primeiros revelaram grande diferença 

quanto ao posicionamento dos blocos de HC, com G. sterquilinus apresentando bandas 

pericentroméricas no par 1 e nos pares 3-8 e nenhuma banda no par 2 e sexuais, enquanto que 

em E. arachnoides todos os cromossomos apresentaram bandas pericentroméricas com os 

pares 4, 6, e 8 e o X exibindo bandas teloméricas adicionais. Por outro lado, em A. 

heteroclyta toda a HC está distribuída pericentromericamente. O bandeamento C em Enema 

pan e Ligyrus ebenus (Dynastinae) revelou blocos de HC pericentroméricos em todos os 

cromossomos. Em L. ebenus o X apresentou-se quase totalmente heterocromático (Vidal e 

Giacomozzi, 1978; Bione, 1999). Por sua vez, Geniates borelli, Macraspis festiva e 

Pelidnota pallidipennis (Rutelinae) exibiram padrão similar com grandes blocos 

pericentroméricos e os Xs quase totalmente heterocromáticos (Bione, 1999). 

Heterocromatina pericentromérica também pôde ser observada nos melolontíneos 

Phyllophaga (Phytalus) vestita, Phyllophaga (Phyllophaga) aff. capillata e Lyogenys fuscus 

(Moura et. al., 2003).  

Em Carabidae os blocos de HC também estão predominantemente distribuídos 

na região pericentromérica, no entanto, esta família apresenta uma certa variabilidade quanto 

à presença de bandas adicionais teloméricas ou intersticiais. Harpalus affinis apresentou um 
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interessante padrão com proeminentes blocos pericentroméricos e bandas intersticiais em 

alguns dos cromossomos. O par 18 e o cromossomo X mostraram-se inteiramente corados 

(Rozek e Maryanska-Nadachowska, 1991). Outros dois carabídeos (Acupalpus elegans e 

Bembidion minimun) tiveram seu cariótipo estudado com o badeamento C. Foi observado que 

A. elegans possui um padrão de bandas C composto por blocos pericentroméricos em quase 

todos os cromossomos. Os pares 1, 4, 11, 12, 16, e 17 foram heteromórficos quanto a 

localização dos segmentos C positivos. Os pares 10, 13 e 19, assim como o braço longo dos 

pares 14 e 15 foram completamente C positivos. O cromossomo X revelou um grande bloco 

de HC ao redor do centrômero que se estendia ocupando o braço curto e metade do braço 

longo enquanto que o Y foi totalmente heterocromático. Em B. minimum o bandeamento C 

revelou blocos localizados nas regiões terminal e subterminal ocorrendo, na maioria dos 

cromossomos, em ambos os braços (Rozek e Rudek, 1992). Quatro espécies do gênero 

Trechus (T. latus, T. pilinensis, T. pulchellus e T. quadristriatus) exibiram, na maioria dos 

cromossomos, bandas pericentroméricas. Entretanto, o par 1 em T. pilinensis também 

apresentou uma banda terminal e nenhuma marcação em T. quadristriatus. Por sua vez, em T. 

latus o cromossomo X apresentou-se totalmente eucromático (Rozek, 1998a). 

 Proença et al. (2002) estudaram dois representantes do gênero Odontocheila 

(Cicindelidae). A análise com o bandeamento C em O. confusa e O. noticordis revelou 

blocos de HC localizados pericentromericamente em todos os cromossomos. Em O. 

noticordis os pares 5 e 6 apresentaram, adicionalmente, bandas terminais.  

Os coccinelídeos Epilachna paenulata e Eriopis connexa revelaram, através 

do bandeamento C, bandas pericentroméricas em todos os cromossomos. Em E. paenulata a 

HC representa cerca de 15% do complemento total do conjunto haplóide (Drets et al,. 1983; 

Maffei et al., 2000). Na família Hydrophilidae, Helophorus grandis e H. aquaticus 

apresentaram bandas pericentroméricas com exceção do cromossomo B observado em H.  

grandis que revelou um grande bloco de HC em posição intersticial (Angus, 1982; 1983). No 

meloídeo Epicauta atomaria e nos crisomelídeos Paranaita opima, Omophoita magniguttis e 

O. sexnotata foram verificados blocos C positivos na região pericentromérica de todos os 
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cromossomos do complemento. Os crisomelídeos, por sua vez, exibiram blocos adicionais de 

HC nos cromossomos sexuais (Almeida et al., 2000; Almeida, 2001).  

A família Tenebrionidae, entretanto, tem sido um pouco mais estudada quanto 

à distribuição e a composição da HC. A grande quantidade de HC e DNA satélite, 

encontrados em diferentes espécies desta família, caracteriza esses organismos como modelo 

para estudo da estrutura, função e evolução desses componentes genômicos (Petitpierre, 

1996). Em várias espécies o DNA satélite analisado, até o momento, corresponde a mais de 

50% do genoma e apresenta-se formado por seqüências monoméricas que variam de 100-360 

pares de bases (Mestrovic et al., 2000). Estas seqüências têm se revelado altamente ricas em 

pares de base AT: 63% em Misolampus goudoi (Pons et al.,1993), 68% em Tenebrio 

obscurus (Ugarkovic et al., 1994), 70,5% em Tribolium freemani (Juan et al., 1993) e 73% 

em Tribolium confusum (Plohl et al., 1993). 

Juan e Petitpierre (1989a) analisaram o padrão de bandas C de sete espécies de 

Tenebrionidae (Hegeter grancanariensis, Pacchyla sublunata, Tentyria grossa, Misolampus 

goudoti, Tenebrio molitor, Gonocephalum patruele e Gonocephalum rusticum). Todas 

apresentaram proeminentes blocos de HC na região pericentromérica de todos os 

cromossomos. Misolampus goudoti apresentou adicionalmente pequenas bandas teloméricas, 

enquanto que em G. patruele o cromossomo X mostrou-se quase totalmente heterocromático. 

Nestas espécies também foi observada uma acentuada diferença na quantidade da 

heterocromatina corada pelo bandeamento C, com percentuais que variaram de 

aproximadamente 25% em Pacchyla sublunata e Gonocephalum rusticum até 58% em 

Misolampus goudoti.  

Em Tribolium confusum e Tenebrio obscurus foram descritos grandes blocos 

de HC na região pericentromérica de todos os cromossomos do complemento. 

Adicionalmente, T. obscurus apresentou bandas teloméricas fracamente coradas. Em T. 

confusum os blocos de HC chegam a representar entre 40 e 45% do comprimento total dos 

cromossomos (Plohl et al., 1993; Urgakovic et al., 1994).  

Cromossomos mitóticos de Palembus dermestoides apresentaram blocos de 

HC na região pericentromérica de todos os autossomos e do X, enquanto que o yp não 
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apresentou nenhum bloco. Em alguns cromossomos, também foram detectadas bandas na 

região telomérica (Almeida et al., 2000). 

Vitturi et al. (1996) estudaram através do bandeamento C duas espécies do 

gênero Blaps. Em B. gigas foram detectadas bandas na região pericentromérica de todos os 

autossomos e cromossomos sexuais. Blaps gibba apresentou blocos de HC na região 

pericentromérica de todos os autossomos. O par 1 também apresentou bandas intersticiais 

enquanto que os pares 9 e 12, bandas distais. O uso desta técnica também permitiu a distinção 

de alguns dos cromossomos sexuais dentro dos sistemas múltiplos destas espécies. 

Em Tenebrio molitor blocos de HC foram detectados na região 

pericentromérica de todos os cromossomos. Além disso, cinco pares exibiram bandas distais 

enquanto que o X e quatro pares de autossomos, bandas proximais. O cromosso y apresentou-

se totalmente heterocromático. O uso da endonuclease de restrição Alu I revelou um padrão 

muito semelhante ao do bandeamento C, com proeminentes blocos de heterocromatina na 

região pericentromérica de todos os cromossomos. Por sua vez, o tratamento com Eco RI 

apresentou um padrão reverso ao do bandeamento C com as regiões intersticiais e terminais 

dos cromossomos levemente coradas. A boa resolução obtida através do uso desta 

endonuclease, permitiu a descoberta de um heteromorfismo referente ao par 9 causado, 

provavelmente, por a uma inversão pericentromérica (Juan et al., 1990). 

As técnicas que utilizam corantes fluorescentes têm contribuído de forma 

significativa para um estudo mais preciso das regiões heterocromáticas coradas pelo 

bandeamento C. Esses fluorocromos permitem qualificar esse material quanto à composição 

de pares de bases e estão divididos em dois grupos principais. O primeiro é formado por 

aqueles específicos para regiões ricas em AT como Quinacrina, Hoechst 33258 e o 4’6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI) e o segundo grupo, pelos que mostram afinidade para GC 

como Cromomicina A3 (CMA3) e Mitramicina (MM) (Schweizer, 1976). 

Em Scarabaeidae poucas espécies foram estudadas com a tríplice coloração 

CMA3/DA/DAPI. As bandas C de Thorectes intermedius foram positivas para CMA3 e 

homogêneas para DAPI. Macraspis festiva mostrou uma HC predominantemente neutra, 

enquanto Geniates borelli e Pelidinota pallidipennis, apresentaram uma HC rica nos pares de 
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bases GC e AT, respectivamente. Em todas as espécies houve marcação das regiões 

organizadoras de nucléolos ativas com CMA3 (Vitturi et al., 1999; Bione, 1999). Por sua vez, 

Phyllophaga (Phytalus) vestita, Phyllophaga (Phyllophaga) aff. capillata e Lyogenys fuscus 

também apresentaram diferenças quanto à composição da HC. Em Phyllophaga (Phytalus) 

vestita tanto o DAPI quanto o CMA3 coraram a HC. Em Phyllophaga (Phyllophaga) aff. 

capillata a HC mostrou-se homogênea para o DAPI e apresentou bandas CMA3 positivas em 

um dos autossomos e no bivalente sexual. Por outro lado, L. fuscus apresentou sua HC 

fortemente marcada pelo DAPI e nenhuma marcação com o CMA3 (Moura et al., 2003).  

O uso da dupla coloração DAPI/DA em cromossomos mitóticos de Tribolium 

confusum induziu uma forte marcação fluorescente nas regiões pericentroméricas de todos os 

cromossomos, correspondendo assim ao padrão de HC identificado nesta espécie (Plohl et 

al., 1993). Em Tenebrio molitor, apesar da grande quantidade de bases A-T em seu DNA 

satélite, tanto o CMA3 quanto o DAPI revelaram pequenas marcações correspondentes aos 

blocos de heterocromatina observados pelo bandeamento C (Juan et al., 1990). 

 

2.4  Regiões Organizadoras de Nucléolos (RONs) 

 

As regiões organizadoras de nucléolos (RONs) são sítios cromossômicos onde 

estão localizados os genes para transcrição do RNA ribossomal (RNAr), o qual é sintetizado 

e processado em pré-ribossomos existentes no nucléolo e mais tarde se tornarão parte de 

ribossomos maduros localizados no citoplasma. Nos eucariotos são conhecidos quatro tipos 

diferentes de RNAr designados pelos seus respectivos coeficientes de sedimentação: 5S, 

5,8S, 18S e 28S. Com exceção do 5S, todos os outros são transcritos pelos genes localizados 

nas RONs. Esses genes estão arranjados em tandem formando unidades transcricionais que 

originam um RNAr 45S precursor das formas 5,8S, 18S e 28S (Sumner, 1990). 

Toda a estrutura do nucléolo interfásico está organizada ao redor das RONs. A 

transcrição dos genes que compõe a RON gera duas estruturas que são encontradas em todos 

os nucléolos: o componente fibrilar denso e o componente granular. O primeiro contém RNA 

pré-ribossomal recém sintetizado e uma coleção de proteínas, enquanto que o segundo é 
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composto por partículas pré-ribossomais quase completas destinadas ao citoplasma. Um 

terceiro componente, o centro fibrilar, é normalmente observado no nucléolo da maioria dos 

metazoários mas geralmente não está presente nos eucariotas inferiores. Quando presente, o 

centro fibrilar é circundado pelo componente fibrilar denso e é exatamente na região 

limitante entre estas duas estruturas onde se encontra a zona de transcrição dos genes de 

DNAr (Olson et al., 2000). 

  A morfologia do nucléolo pode variar bastante de acordo com o tipo celular e 

o estado fisiológico da célula. Isto depende, de fato, do balanço entre a síntese de RNAr, a 

produção e acumulação de proteínas nucléolares e o transporte das subunidades ribossomais 

(Goessens et al., 1986). De acordo com o arranjo e a quantidade de seus componentes, três 

tipos principais de nucléolo podem ser visualizados: 1- o nucléolo em forma de anel tem um 

centro fibrilar localizado centralmente que é circundado por uma pequena zona de 

componente fibrilar denso e outra de componente granular; 2- o nucléolo com nucléolonema 

é formado por uma rede tri-dimensional de fibras do componente fibrilar denso com centros 

fibrilares que podem ou não estar presentes. O componente granular está presente quase 

sempre em pequenas quantidades ao redor do conjunto; 3- o nucléolo compacto consiste de 

vários centros fibrilares circundados por uma camada de componente fibrilar denso e 

embebidos em grandes áreas de componente granular (Schwarzacher e Wachtler, 1983). 

O número e a distribuição das RONs podem variar entre espécies diferentes ou 

dentro da mesma espécie. Estes padrões determinam quais cromossomos fazem parte da 

organização nucleolar auxiliando na caracterização cromossômica  de diferentes espécies ou 

táxons. Nos casos onde mais de uma RON está presente no mesmo complemento nem 

sempre estão todas ativas em uma mesma célula. O processo de ativação pode ser ao acaso 

ou pode existir uma ativação diferencial que produz tipos distintos de RONs. No gafanhoto 

Pycnogaster cucullata foram observados dois tipos distintos de RONs: as denominadas 

RONs primárias se apresentam ativas em todas as células das gônadas de todos os indivíduos, 

enquanto que RONs secundárias parecem ser dispensáveis estando ativas apenas em algumas 

células de alguns indivíduos (Santos et al., 1990). 
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A presença de RONs inativas ou estritamente latentes, que nunca mostram 

atividade transcricional, tem sido descrita em algumas espécies (Juan et al., 1993;  Santos et 

al., 1990). Um exemplo extremo foi observado no gafanhoto Stauroderus scalaris. Nessa 

espécie a análise dos cístrons ribossomais com sondas de DNAr mostrou a presença de 

grande quantidade de DNAr na região pericentromérica de todos os cromossomos. 

Entretanto, uma única RON ativa foi detectada no complemento estando localizada no par G3 

(Lópes-León et al.,1999). Mecanismos complexos podem estar envolvidos na expressão dos 

genes de DNAr. A regulação pode ser afetada por fatores como a presença de cromossomos 

extras (Bs) e segmentos supernumerários, interação entre tipos de RONs, tipo celular e estado 

de desenvolvimento, entre outros (Cabrero et al.,1986; Lópes-León et al.,1999; Zatsepina et 

al., 1996). 

Durante a mitose, a síntese de RNA (incluindo a síntese de RNAr) cessa e o 

nucléolo normalmente desaparece. Na prófase, o componente fibrilar denso desaparece e o 

componente granular é disperso no fluido nuclear, na metáfase, contudo, algum material 

granular pode permanecer associado aos cromossomos. Em alguns casos esse material pode 

formar uma bainha em volta dos cromossomos (Pawelez e Risueño, 1982). O material dos 

centros fibrilares pode ser reconhecido em alguns tipos celulares, através da mitose, sempre 

ligado aos cromossomos. Na telófase, novos nucléolos são formados em loci específicos 

sobre os cromossomos. Primeiro, o componente fibrilar denso surge adjacente ao centro 

fibrilar enquanto que componente granular aparece um pouco mais tarde (Sumner, 1990). Por 

sua vez, a meiose apresenta algumas vantagens no estudo do nucléolo e sua relação com as 

RONs. Neste tipo de divisão celular os genes ribossomais permanecem ativos, na maioria das 

vezes, até o final do paquíteno ou início do diplóteno, além dos cromossomos apresentarem-

se menos condensados que em metáfase mitótica (Wachtler e Stahl, 1993).  

A técnica de coloração com nitrato de prata (AgNO3) desenvolvida por 

Goodpasture e Bloom (1975) tem sido largamente usada para identificar RONs ativas durante 

as divisões mitóticas e meióticas em diferentes organismos. Estudos sobre a localização das 

RONs em Coleoptera ainda são escassos. Contudo, os dados obtidos têm indicado que um par 
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de autossomos organizador de nucléolos pode estar amplamente distribuído nessa ordem 

(Drets et al.,1983; Virkki, 1983; Postiglioni e Brum-Zorrilla, 1988). 

Células paquitênicas de Epicauta atomaria (Meloidae) mostraram que o 

nucléolo está associado ao sétimo par de autossomos. No tenebrionídeo Palembus 

dermestoides, observou-se a existência de duas RONs localizadas no terceiro e quarto pares 

de autossomos. Em ambas as espécies o bivalente sexual Xyp também mostrou-se corado 

pelo nitrato de prata (Almeida et al., 2000). Quatro carabídeos pertencentes ao gênero 

Trechus (T. Latus, T. pilisensis, T. pulchellus e T. quadristriatus) e dois ao gênero Bembidion 

(B. lamprus e B. properans) apresentaram, em células mitóticas, uma RON autossômica ativa 

(Rożek, 1998a, 1998b). 

Em Blaps gigas (15II+X1X2X3X4Y) a coloração por AgNO3 revelou um 

grande nucléolo associado ao sistema sexual múltiplo durante o início da diacinese. Na 

metáfase I foram observados sinais de prata nos braços longos dos cromossomos X3 e X4 e 

nas extremidades de X1 e X2. O cromossomo Y apresentou marcações nas suas extremidades 

de ligação com X3 e X4 durante a formação do multivalente sexual. Por sua vez, Blaps gibba 

(15II+X1X2X3X4X5X6X7Y) apresentou 7-8 pequenas marcações dispersas em seu 

multivalente sexual indicando a existência de proteínas argilofílicas em todos os seus 

componentes. Foi sugerido que o envolvimento de vários cromossomos X no multivalente 

sexual destas espécies se deve, provavelmente, a trocas de seqüências terminais de DNAr 

entre o Y e alguns autossomos (Vitturi et al.,1996). 

Existe controvérsia quanto à típica configuração em pára-quedas do Xyp de 

besouros da subordem Polyphaga ser ou não devido à presença de nucléolo. John e Lewis 

(1960) estudaram o comportamento do bivalente sexual Xyp durante a meiose em Tenebrio 

molitor (Tenebrionidae) e duas espécies de coccinelídeos, Adalia bipunctata e Coccinella 

septempunctata. Estes autores sugeriram que a associação inicial dos cromossomos Xp e yp, 

nessas espécies, deve-se à presença de segmentos compostos por heterocromatina 

constitutiva. Contudo, a manutenção e a segregação regular deste bivalente são assegurados 

pela presença de um persistente nucléolo que serve como co-orientador neste processo.  
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Por sua vez, Drets et al. (1983) estudaram detalhadamente a formação do Xyp 

em Epilachna paenulata (Coccinellidae). Nos estágios iniciais da meiose I o “dossel” do 

“pára-quedas”, formado pelo bivalente sexual, corresponde aos segmentos heterocromáticos 

pareados dos cromossomos X e y, enquanto que o “pára-quedista” representa os segmentos 

eucromáticos de ambos os cromossomos. Apenas no final da metáfase I, bem próximo à 

anáfase I, o “dossel” e o “pára-quedista” passam a corresponder ao  Xp e yp, respectivamente. 

Nessa espécie a RON está localizada num par de autossomos e a coloração com nitrato de 

prata não detectou nenhum material nucleolar associado ao bivalente sexual, indicando que 

Xyp é mantido devido a associações terminais de natureza heterocromática. Esta hipótese foi 

reforçada pelos resultados obtidos por Postiglioni e Brum-Zorrilla (1988) com Chelymorpha 

variabilis (Chrysomelidae). Neste caso, apesar do bivalente sexual Xyp corar-se com prata 

durante a metáfase I, a RON nesta espécie não está associada aos cromossomos sexuais mais 

sim a um par de autossomos, como evidenciado pela reação positiva ao fluorocromo acridina 

orange e ao nitrato de prata. 

Os contatos terminais entre cromossomos pode variar de muito fracos até 

extremamente resistentes (Virkki, 1989). Portanto, esta variação pode afetar o pareamento 

cromossômico durante a meiose. Se o Xyp contém apenas pontos fracos de ligação 

cromossômica, sujeitos ao estresse durante a descondensação-recondensação do cromossomo 

X e durante a prometáfase, mesmo uma pequena força adesiva pode ser decisiva. Estudos do 

desenvolvimento do Xyp em espécies que apresentam RON autossômica, pertencentes à 

família Curculionidae, revelaram a presença de substâncias que possuem afinidade pela prata 

no lúmen do Xyp. A persistência destas substâncias no final da prófase até a anáfase I, sugere 

que estas podem ter função aderente sendo responsáveis por uma disjunção normal desses 

cromossomos (Virkki et al., 1990; 1991). 

O uso da técnica de Hibridização in Situ Fluorescente (FISH) em espécies de 

plantas e animais tem permitido a localização e o mapeamento de seqüências espécificas de 

DNA como, por exemplo, os genes que transcrevem RNAr. Esta técnica tem sido usada em 

conjunto com a coloração por nitrato de prata na análise das RONs em algumas espécies de 

Coleoptera. Os resultados obtidos com sondas de DNAr podem diferir dos da coloração por 
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nitrato de prata por revelar o número de cromossomos que carregam as RONs independente 

do estado de ativação dessas, isto é, enquanto que a AgNO3 marca apenas regiões de DNAr 

ativas, a FISH marca tanto regiões ativas quanto inativas. A aplicação de ambos os métodos é 

de particular interesse em besouros da subordem Polyphaga na tentativa de esclarecer o tipo 

de associação existente no sistema sexual Xyp (Juan et al., 1993; Galían et al., 1995; 

Petitpierre, 1996). 

Duas espécies de Tenebrionidae, Misolampus goudoti e Tenebrio molitor, 

ambas com 2n=20 e sistema de determinação sexual Xyp, foram analisadas através de FISH 

com sonda de DNAr de Drosophila melanogaster. Misolampus goudoti apresentou, em 

metáfases mitóticas, dois sítios ribossomais localizados em um par de autossomos e um em 

núcleos paquitênicos. Em T. molitor foram observadas seis sítios localizados em diferentes 

autossomos e nos cromossomos X e yp. Entretanto, em T. molitor a coloração pelo nitrato de 

prata marcou apenas o bivalente sexual revelando que apenas as RONs localizadas nestes 

cromossomos estavam ativas na intérfase anterior (Juan et al., 1993).  

Em Gymnopleurus sturmi (Scarabaeidae) foram observados cístrons 

ribossomais nas regiões heterocromáticas dos pares 18 e 22 com os sinais de hibridização 

apresentando-se polimórficos quanto ao tamanho (Colomba et al., 2000a). Outros três 

escarabeídeos: Phyllophaga (Phytalus) vestita, Phyllophaga (Phyllophaga) aff. capillata e 

Lyogenys fuscus tiveram os dados obtidos com a coloração por nitrato de prata confirmados 

pela FISH. A primeira espécie apresenta uma RON autossômica enquanto que nas outras 

duas o cromossomo X é o organizador nucleolar (Moura et al., 2003). Geniates borelli, 

Macraspis festiva, Palidnota pallidpennis e Strategus surinamensis hirtus também tiveram os 

dados de AgNO3 confirmados pela FISH revelando RONs ativas no cromossomo X. 

Entretanto em Lygirus ebenus foram observados dois sítios de RNAr localizados no X e em 

um par de autossomos. Nessa espécie a coloração com nitrato de prata marcou somente o par 

autossômico indicando a atividade apenas desta RON (Moura, 2002). No coccinelídeo Olla 

v-nigrum FISH combinada com AgNO3 revelou uma RON localizada no bivalente sexual 

Xyp (Maffei et al., 2001). 
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A coloração com nitrato de prata em células mitóticas do geotrupídeo 

Thorectes intermedius (2n=20+XY) revelou marcações em todos os cromossomos do 

complemento inclusive nos sexuais (Vitturi et al., 1995). Na tentativa de explicar este padrão, 

os autores apresentaram duas hipóteses não exclusivas: 1- o cariótipo de T. intermedius 

apresenta uma grande quantidade de RONs; 2- a AgNO3 cora, nesta espécie, outras regiões 

cromossômicas diferentes das RONs. Vitturi et al. (1999) constataram que estas regiões 

reagem positivamente ao bandeamento C e ao fluorocromo base-específico CMA3, além 

disso, seis exemplares machos foram estudados com FISH. Destes, quatro exibiram um forte 

sinal de mesmo tamanho e intensidade no braço curto dos pares 1 e 3. O quinto espécime 

apresentou quatro marcações com uma considerável variação no tamanho do sinal, enquanto 

o exemplar restante exibiu células com um ou quatro sinais. Esses resultados indicam que 

nessa espécie a AgNO3 marca, além das RONs, as regiões de heterocromatina constitutiva. 

Por sua vez, a FISH revelou a ocorrência de inter- e intraindividual polimorfismo no número 

e dimensão das RONs. Uma condição similar foi observada em Dorcus parallelipipedus 

(Lucanidae). Nessa espécie a AgNO3 marcou as regiões de heterocromatina constitutiva e as 

regiões terminais de alguns autossomos, enquanto que a FISH apresentou marcações nas 

regiões teloméricas do par dois. Esta parece ser uma condição comum para representantes de 

superfamília Scarabaeiodea sendo observada em 11 espécies (Colomba et al., 2000b).  

  O uso da FISH em representantes da família Carabidae tem revelado diferentes 

padrões de marcações. Em Cincidela melancolica (9II+XXXY) os resultados revelaram que 

os genes de DNAr estão localizados em um cromossomo X e no cromossomo Y. Em 

contraste, Cincidela paludosa (7II+X0) apresentou uma RON localizada em um par de 

autossomos enquanto que Megacephala euphratica (15II+X0) possui RONs localizadas em 

três pares de autossomos. Nessas espécies os resultados obtidos com FISH estão de acordo 

com aqueles obtidos pela coloração com nitrato de prata (Galían et al., 1995). O uso de 

sondas 18S-28S nas espécies Cincidela cardinalba, C. sp e C. gillesensis exibiu marcações 

em dois dos quatro cromossomos sexuais. Em Megacephala whelani, hibridização durante 

mitose e meiose, mostrou que os genes de RNAr estão localizados em três pares de 

autossomos (Galían e Hudson, 1999). Dezenove espécies pertencentes ao gênero Zabrus 
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(2n=47-63) foram estudadas com sondas 18S. Nessas espécies observou-se variação tanto no 

número de cromossomos que exibem RONs (2-12) quanto na intensidade dos sinais que 

podem marcar de pequenos pontos a até braços cromossômicos inteiros (Sanches-Gea et al., 

2000). Por sua vez, em Odontocheila confusa e Odontocheila noticordes (Cincidelidae) a 

FISH revelou a presença de sítios ribossomais em apenas um par de autossomos. Estes 

resultados estão de acordo com os obtidos pela coloração com nitrato de prata indicando que 

nestas espécies todas as RONs estão ativas (Proença et al., 2002). 
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Resumo: Exemplares machos dos tenebrionídeos (Tenebrioninae) Zophobas aff. 
confusus e Nyctobates gigas coletados no Estado de Pernambuco, Brasil, foram 
estudados através de coloração convencional, bandeamento C, coloração com 
nitrato de prata (AgNO3) e os fluorocromos base específicos CMA3 e DAPI. 
Zophobas aff. confusus apresentou 2n=20 (9+Xyp) enquanto que Nyctobates gigas 
exibiu 2n=18 (8+neoXY). O bandeamento C revelou grandes blocos 
pericentroméricos de heterocromatina constitutiva (HC) em todos os autossomos 
das duas espécies, exceto no par 8 de N. gigas no qual nenhum bloco C positivo 
foi observado. Os cromossomos sexuais de ambas as espécies mostraram-se quase 
totalmente heterocromáticos. As duplas colorações CMA3/DA e DAPI/DA 
marcaram a HC em Z. aff. confusus. Entretanto, a marcação com DAPI mostrou-
se mais intensa. Por sua vez, N. gigas possui blocos de HC CMA3 positivos e 
DAPI homogêneos. A coloração com AgNO3 também revelou resultados distintos 
para as duas espécies com Z. aff. confusus apresentando uma RON localizada no 
bivalente sexual Xyp e N. gigas, uma RON autossômica.  
 
Palavras Chave: Coleoptera, Tenebrionidae, Heterocromatina, RONs, 
Fluorocromos. 
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INTRODUÇÃO  

 
 

  A ordem Coleoptera compreende cerca de 25.368 gêneros e 357.899 espécies, 

constituindo-se na maior ordem do reino animal. Dentro da subordem Polyphaga, a família 

Tenebrionidae destaca-se por apresentar cerca de 20.000 espécies distribuídas mundialmente. 

Por sua vez, registros dessa família na Região Neotropical apontam a existência de 

aproximadamente 478 gêneros e 4.624 espécies, desses 147 gêneros e 1.234 espécies 

ocorrem no Brasil (Costa, 2000).  

Em comparação ao grande número de coleópteros descritos taxonomicamente, 

poucas são as espécies analisadas do ponto de vista cromossômico. Nesta ordem tem sido 

observado um alto grau de conservação cariotípica com uma nítida predominância do número 

diplóide 2n=20 (meiofórmula 9+Xyp) e cromossomos meta-submetacêntricos. Smith e Virkki 

(1978) sugeriram este cariótipo como primitivo para Coleoptera. Entretanto, variações 

numéricas foram observadas com 2n=4 no elaterídeo Chalcolepidius zonatus (Ferreira et al., 

1984) e 2n=69 no carabídeo Ditomus capito (Serrano, 1981) representando, respectivamente, 

o menor e o maior número cromossômico encontrados até o momento. 

As análises da heterocromatina constitutiva e das regiões organizadoras de 

nucléolos têm contribuído para uma melhor caracterização da estrutura e dinâmica do 

material genético e das relações filogenéticas em Coleoptera (Petitpierre, 1996; Rozek, 1998; 

Almeida et al., 2000). Nesses organismos o principal método utilizado para o estudo da 

heterocromatina constitutiva é o bandeamento C. Contudo, o uso de técnicas mais refinadas 

que utilizam fluorocromos base específicos e bandeamento com enzimas de restrição têm 

permitido uma análise mais detalhada desse tipo de cromatina (Plohl et al., 1993; Colomba et 

al., 2000; Mestrovic et al., 2000; Lorite et al., 2001). Com relação às regiões organizadoras 

de nucléolo (RONs), a coloração com nitrato de prata tem contribuído de forma significativa 

na detecção e localização de RONs ativas em diferentes espécies (Galían, 1995; Maffei et al., 

2001a; Maffei, et al., 2001b).  

Recentemente, a técnica de hibridização in situ fluorescente (FISH) com sonda 

de DNAr tem sido usada para o mapeamento cromossômico de sítios ribossômicos de 
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diferentes espécies de Coleoptera. Essa técnica permite localizar RONs, independente do seu 

estado de ativação. Adicionalmente, o uso de AgNO3 e FISH combinados possibilitam uma 

análise mais completa dessas regiões cromossômicas (Proença et al., 2002; Moura et al., 

2003). Entretanto, a maior parte das análises citogenéticas nessa ordem foram realizadas 

através da coloração convencional. A utilização de técnicas mais modernas está praticamente 

restrita a algumas espécies pertencentes às famílias Scarabaeidae, Tenebrionidae, 

Chrysomelidae, Carabidae, Hydrophilidae e Cincidelidae (Angus, 1983; Plohl et al., 1993; 

Rosek, 1998; Lorite, 2001; Proença et al., 2002; Moura et al., 2003).  

Apesar da grande diversidade de coleópteros existente na Região Neotropical, 

poucas espécies foram estudadas citogeneticamente (Drets et al.,1983; Postiglioni e Brum-

Zorrila, 1988; Mesa e Fontanetti, 1984; Maffei et al., 2000; Moura et al, 2003). Neste 

trabalho representantes brasileiros de Nyctobates gigas e Zophobas aff. confusus foram 

analisados através da coloração convencional, bandeamento C, fluorocromos base específicos 

e coloração com nitrato de prata. Os resultados obtidos representam uma primeira 

caracterização cariotípica nos gêneros Zophobas e Nyctobates.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

  Cromossomos meióticos e mitóticos de cinco exemplares machos de 

Nyctobates gigas e quinze de Zophobas aff. confusus (Tenebrioninae) foram analisados neste 

trabalho. Os exemplares foram coletados, respectivamente, na Reserva Biológica de 

Tapacurá (São Lourenço da Mata) e na localidade de Vila Velha (Município de Itamaracá) no 

Estado de Pernambuco, Brasil. Zophobas aff. confusus foi encontrado associado a fezes de 

morcego, enquanto que N. gigas habita cascas de árvores mortas. 

  Os indivíduos foram anestesiados com éter para a retirada dos testículos sendo 

alguns exemplares tratados com colchicina 0,2% por um período de 6-9 horas. Os testículos 

foram fixados com etanol e ácido acético (3:1). As preparações citológicas foram obtidas 

através da técnica clássica de esmagamento de folículos testiculares. Para a coloração 

convencional foi utilizada a orceína lacto-acética 2%. O bandeamento C foi feito segundo 
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Sumner (1972). O material foi tratado com HCL 0,2 N por 30 minutos, hidróxido de bário a 

5% por 30 segundos e 2 x SSC por 45 minutos. Nas duas últimas soluções a temperatura foi 

de 60oC. Duplas colorações com CMA3/DA e DAPI/DA foram feitas segundo Schweizer et 

al. (1983).  Para a CMA3/DA as lâminas foram coradas com Cromomicina A3 (CMA3) por 

uma hora e Distamicina A (DA) por quarenta minutos, enquanto que a coloração com 

DAPI/DA foi feita com vinte minutos de 4’6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e quarenta 

minutos de Distamicina A (DA). A coloração com nitrato de prata seguiu a metodologia 

descrita por Rufas et al. (1987), sendo as lâminas submetidas a um pré-tratamento com 2 x 

SSC a 60oC por 10 minutos e coradas com nitrato de prata (1g/ml) a 70-80oC.  

  As lâminas foram fotografadas com microscópio Leica DMLB equipado com 

epifluorencência. Para as lâminas coradas convencionalmente, foi utilizado o filme Kodak 

Imagelink ASA 25 e para as fotomicrografias com fluorescência usou-se o filme T-MAX 

ASA 400 da Kodak. As cópias fotográficas foram feitas em papel Kodak Kodabrome Print 

F3. 

 

RESULTADOS 

 
  As duas espécies estudadas neste trabalho apresentaram diferenças quanto ao 

número diplóide e ao sistema de determinação do sexo. Metáfases espermatogoniais 

permitiram visualizar o número cromossômico e a morfologia dos cromossomos de ambas as 

espécies. Zophobas aff. confusus apresentou 2n=20 (Fig 1a) com meiofórmula 9+Xyp (Fig 

2a-b), enquanto que N. gigas exibiu 2n=18 (Fig 1b), com meiofórmula 8+neoXY (Fig 2c). O 

cariótipo de Z. aff. confusus é constituído por cromossomos metacêntricos e  

submetacêntricos com pouca diferença de tamanho. O cromossomo X é metacêntrico, 

enquanto que o y é puntiforme (Fig 1a, 2e-f). Por sua vez, N. gigas apresentou um cariótipo 

composto por cromossomos muito pequenos que decrescem gradativamente de tamanho 

sendo formado por três pares metacêntricos, três submetacêntricos, dois acrocêntricos. O 

neoX é submetacêntrico enquanto que o neoY é acrocêntrico (Fig 1b, 2d). Em metáfases I de 

Z. aff. confusus pôde-se observar o pseudobivalente Xyp em formato característico com o 

cromossomo X formando o “dossel” e o y o “pára-quedista” (Fig 2a-b). Em N. gigas a 
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identificação do bivalente sexual neoXY nem sempre foi possível devido a sua similaridade 

em forma e tamanho aos bivalentes autossômicos. No entanto, algumas células em metáfase I 

permitiram a identificação deste bivalente devido ao heteromorfismo existente entre os 

cromossomos neoX e neoY (Fig 2c). Em células paquitênicas, o neoXY apresentou, muitas 

vezes, um segmento despareado (Fig 4a, c). Esta região sem homologia deve corresponder ao 

cromossomo X que foi fusionado a um par de autossomos durante a formação do neoXY.       

  O padrão de distribuição da heterocromatina constitutiva (HC), revelado pelo 

bandeamento C, mostrou grandes blocos localizados na região pericentromérica de todos os 

cromossomos de Z. aff. confusus (Fig 3a-b) e N. gigas (Fig 4a-b), exceto o par 8 de N. gigas 

no qual nenhum bloco de HC foi observado. Os cromossomos sexuais das duas espécies 

apresentaram-se quase que totalmente heterocromáticos, exceto o yp de Z. aff. confusus.  

  O uso das duplas colorações CMA3/DA e DAPI/DA em Z. aff. confusus e N. 

gigas, revelou padrões distintos quanto à composição de pares de bases da HC. Na primeira 

espécie tanto o CMA3 quanto o DAPI marcaram as regiões de heterocromatina constitutiva 

coradas pelo bandeamento C. Entretanto, a marcação com o flurocromo DAPI (DAPI++) foi 

mais brilhante do que a obtida com o CMA3 (CMA3
+), indicando uma predominância de 

pares de bases AT (Fig 3e-f). Por sua vez, N. gigas exibiu fortes marcações CMA3 positivas 

(CMA3
++) em todos os cromossomos do complemento, exceto o par oito, indicando uma HC 

rica em GC (Fig 4e-f). Nessa espécie, a coloração com DAPI foi homogênea em todos os 

cromossomos (DAPIN) (Fig 4g). 

  A coloração com nitrato de prata também revelou resultados diferentes para as 

duas espécies estudadas. Em Zophobas aff. confusus foi possível visualizar uma massa 

amorfa, correspondente ao nucléolo, no bivalente Xyp até o paquíteno (Fig 3c). No entanto, 

esse bivalente apresentou seu lúmen marcado com AgNO3 até metáfase I (Fig 3d). Em N. 

gigas pôde-se observar uma forte marcação em um bivalente autossômico o que sugere a 

presença de uma RON ativa neste par (Fig 4c). Nessa espécie a AgNO3 também marcou as 

regiões correspondentes à heterocromatina constitutiva (Fig 4d). 
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DISCUSSÃO 

 
  Em geral, a ordem Coleoptera apresenta um alto grau de conservação com 

relação ao número diplóide 2n=20, sistema de determinação sexual Xyp e cromossomos 

metacêntricos e submetacêntricos. Entretanto, variações numéricas dentro de famílias e 

subfamílias têm sido relatadas na literatura. Diferentes rearranjos estruturais tais como fusões 

Robertsonianas e em tandem, fissões e cromossomos B podem ser responsáveis por essas 

variações (Smith e Virkki, 1978; Vidal e Nocera, 1984; Petitpierre et al., 1991). 

  As duas espécies estudadas nesse trabalho diferiram quanto ao número 

diplóide, à morfologia cromossômica e ao sistema sexual encontrados. O cariótipo 

encontrado em Zophobas aff. confusus, composto por 20 cromossomos meta-

submetacêntricos de tamanho similar e sistema sexual Xyp com o yp diminuto, corresponde 

ao considerado como modal para essa ordem (Smith e Virkki, 1978) sendo também 

encontrado em 63% das espécies de Tenebrionidae estudadas (Juan e Petitipierre, 1991). Por 

sua vez, Nyctobates gigas exibiu uma redução de um par de cromossomos no número 

diplóide (2n=18) e sistema sexual neoXY, além de 2 pares de cromossomos acrocêntricos. 

Essa redução ocorreu, provavelmente, devido a uma fusão X-autossomo que originou o 

sistema neoXY como observado nos tenebrionídeos pertencentes à Tribo Akidini 

(Pimeliinae). Essa Tribo constitui uma exceção dentro de Tenebrionidae por apresentar 

7+neoXY em todas as espécies estudadas (Juan e Petitipierre, 1991).  

A clássica formação do sistema neoXY é derivada de uma fusão de um X 

acrocêntrico com um autossomo também acrocêntrico. Contudo, esse sistema também tem 

sido encontrado em grupos onde o cromossomo X é predominantemente metacêntrico como 

em Heteroptera (Bressa et al., 1999; Nokkala e Nokkala, 1999). Nos coleópteros, ambos os 

sistemas Xyp e XO podem servir como estágios iniciais para a formação do neoXY. 

Entretanto, esse sistema é mais encontrado em famílias onde o XO aparece com maior 

freqüência como Carabidae e Passalidae (Smith e Virkki, 1978).  

Em Coleoptera a técnica mais utilizada para o estudo da heterocromatina 

constitutiva (HC) é o bandeamento C. Apesar dos dados sobre a análise da HC nesse grupo 

ainda serem escassos, os poucos estudos realizados têm demonstrado uma predominância de 
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blocos nas regiões pericentroméricas dos cromossomos podendo ocorrer, com menor 

freqüência, em regiões intersticiais e teloméricas (Angus 1983; Drets et al., 1983; Virkki, 

1983; Juan et al., 1990; 1993; Rozek e Rudek, 1992; Almeida et al., 2000; Maffei et al., 

2000; Moura et al. 2003). 

 Zophobas aff. confusus e Nyctobates gigas apresentaram padrão similar 

quanto à distribuição da HC com grandes blocos localizados na região pericentromérica dos 

autossomos. Com relação aos cromossomos sexuais, os neoX e neoY de N. gigas e o Xp de Z. 

aff. confusus mostraram-se quase totalmente heterocromáticos. A ocorrência do cromossomo 

X quase totalmente heterocromático tem sido relatada em outras espécies estudadas como 

Gonocephalum patruele (Tenebrionidae), Phyllophaga (Phytalus) vestita (Scarabeidae), 

Harpalus affinis (Carabidae) e mais cinco espécies pertencentes à família Scarabaeidae (Juan 

e Petitpierre, 1989; Rozek e Maryanska-Nadachowska, 1991; Moura, 2002; Moura et al., 

2003). Por outro lado, em Trechus latus (Carabidae) o cromossomo X apresenta-se 

completamente eucromático (Rozek, 1998a). A não marcação do yp de Z. aff. confusus pelo 

bandeamento C também foi observada em outras espécies de coleópteros como 

Gymnopleurus sturmi (Scarabaeidae), Palembus dermestoides (Tenebrionidae) e Epicauta 

atomaria (Meloidae) (Almeida et al., 2000; Colomba et al., 2000). Nesses casos, a falta de 

marcação pode ser devido ao minúsculo tamanho dos blocos de HC no yp dessas espécies. 

Por outro lado, o uso da FISH tem auxiliado o estudo da HC deste cromossomo como 

demonstrado por Juan et al. (1993) que confirmaram a presença de DNA repetitivo no yp de 

algumas espécies de Coleoptera. 

A grande quantidade de HC encontrada nas espécies aqui estudadas representa 

uma característica marcante dentro da família Tenebrionidae. Na maioria das espécies onde 

este tipo de cromatina foi quantificado, os valores chegam a quase 50% do genoma com o 

maior valor (58%) sendo observado em Misolampus goudoti (Juan e Petitpierre, 1989; Plohl 

et al., 1993; Pons et al., 1997). Esse padrão de HC tem permitido o uso desses organismos 

como modelo para estudo da estrutura, função e evolução da heterocromatina constitutiva e 

seus componentes (Petitpierre, 1996). 
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O uso dos fluorocromos base específicos CMA3 e DAPI nas duas espécies 

aqui analisadas revelou variação interespecífica quanto à composição de pares de bases da 

HC. Apesar destes blocos terem sido marcados pelos dois fluorocromos em Z. aff. confusus, a 

marcação com o DAPI foi mais brilhante (DAPI++) quando comparada com o CMA3 

(CMA3
+) indicando uma predominância de pares de bases AT. O estudo da composição da 

HC em Tenebrionidae através dos fluorocromos CMA3 e DAPI e do seqüênciamento do 

DNA satélite presente nessa HC tem revelado uma riqueza de pares de bases AT em todas as 

espécies analisadas (Juan et al., 1993; Plohl et al., 1993; Pons et al., 1993; Ugarkovic et al., 

1994; Pons et al., 1997: Mestrovic et al., 2000). Por sua vez, N. gigas não seguiu este padrão. 

Nessa espécie o CMA3 revelou uma forte marcação (CMA3
++), enquanto o DAPI evidenciou 

uma coloração homogênea (DAPIN), indicando uma grande quantidade de bases GC na 

composição de sua heterocromatina. Esse mesmo tipo de padrão tem sido encontrado em 

outras espécies pertencentes a Scarabaeiodea como Thorectes intermedius (Geotrupidae) e 

Gymnopleuros sturmi, (Sacarabaeidae) (Vitturi et al., 1999; Colomba et al., 2000). No 

escarabeídeo Phyllophaga (Phyllophaga) aff. capillata o DAPI foi homogêneo e o CMA3 

marcou apenas o bivalente sexual Xyp e um dos bivalentes autossômicos onde está localizada 

a RON (Moura et al., 2003).  

  Estudos sobre a localização das regiões organizadoras de nucléolos (RONs) 

em Coleoptera ainda são escassos. Contudo, os dados obtidos têm indicado que um par de 

autossomos organizador de nucléolos pode estar amplamente distribuído nessa ordem (Drets 

et al.,1983; Virkki, 1983; Postiglioni e Brum-Zorrilla, 1988; Rozek, 1998; Colomba et al., 

2000; Moura et al., 2003). Esse padrão também foi observado em Nyctobates gigas. 

Entretanto, Zophobas aff. confusus apresentou uma RON ativa presente no bivalente Xyp. Por 

outro lado, N. gigas mostrou marcações positivas com nitrato de prata (AgNO3) em todos os 

cromossomos do complemento. Essas regiões, também positivas para o bandeamento C, são 

brilhantes após coloração com CMA3 indicando que nessa espécie a AgNO3 marca toda a 

heterocromatina e que este material genômico consiste de seqüências de DNA ricas em pares 

de bases GC. Padrão semelhante foi descrito em Thorectes intermedius (Vitturi et al., 1999). 

Em Z. aff. confusus o nucléolo está presente até o final do paquíteno, entretanto, o Xyp 
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apresenta marcação com prata até a metáfase I. Esse comportamento também tem sido 

observado em algumas espécies de coleópteros independente da RON estar ou não associada 

ao Xyp (Postiglioni e Brum-Zorrilla, 1988; Moura et al., 2003). 

  Apesar de pertencerem à mesma família, subfamília e tribo as duas espécies 

aqui estudadas diferiram quanto ao número cromossômico, sistema sexual, composição da 

HC e localização das RONs. Os resultados obtidos com Z. aff. confusus estão de acordo com 

os mais encontrados para Tenebrionidae, enquanto que o cariótipo de N. gigas apresenta 

como principal diferença o número diplóide 2n=18 e o sistema de determinação do sexo 

neoXY. Apesar de muito conservada cromossomicamente, essa família possui algumas tribos 

e gêneros com características cromossômicas derivadas, por isso torna-se necessário o estudo 

de mais representantes do gênero Nyctobates para uma melhor inferência sobre a evolução 

cariotípica deste grupo. 
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Figura 1: Metáfases espermatogoniais coradas convencionalmente: a) Zophobas aff. 
confusus (2n=20, Xyp) e b) Nyctobates gigas (2n=18, neo XY). 
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Figura 2: Células meióticas de Zophobas aff. confusus (a, b, e, f) e Nyctobates gigas (c, d) 
coradas convencionalmente. a) diacinese; b) metáfase I; c) metáfase I; d) metáfase II; e) 
metáfase II com o y e f) metáfase II com o X. As setas em a e b indicam o bivalente sexual 
Xyp enquanto que em c, o bivalente sexual neoXY. 
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Figura 3: Células meióticas de Zophobas aff. confusus após bandeamento C (a, b), coloração 
com nitrato de prata (c, d), CMA3 (e) e DAPI (f). Células em paquíteno (a, c, e, f) e metáfase 
I (b, d). As setas indicam o Xyp. A cabeça de seta em C indica a RON. 
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Figura 4: Células meióticas e mitóticas de Nyctobates gigas após bandeamento C (a, b), 
coloração com nitrato de prata (c, d), CMA3 (e, f) e DAPI (g). Células em paquíteno (a, c, d, 
e, f, g) e metáfase espermatogonial (b). As setas em a e c indicam o bivalente neoXY. As 
cabeças de seta em c e d apontam a RON. 
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5.0 CONCLUSÕES 

 

 
  No presente trabalho foram estudados, pela primeira vez, os tenebrionídeos 

Zophobas aff. confusus e Nyctobates gigas. A partir dos resultados obtidos com diferentes 

técnicas citogenéticas, chegamos às seguintes conclusões: 

 

1. As duas espécies diferiram quanto ao número cromossômico e sistema sexual 

encontrados. Zophobas aff. confusus exibiu o cariótipo modal para Coleoptera 

(2n=20; 9+Xyp), enquanto que N. gigas apresentou redução de um par de 

cromossomos e sistema sexual neoXY (2n=18; 8+neoXY). Essa redução se deve 

provavelmente a uma translocação X-autossomo que deu origem ao neoXY; 

2. Como na maioria dos tenebrionídeos estudados através do bandeamento C, essas 

espécies também revelaram grandes blocos pericentroméricos de heterocromatina 

constitutiva (HC) em todos os autossomos. Entretanto, os cromossomos sexuais 

apresentaram-se quase que totalmente heterocromáticos;  

3. A análise da composição da HC através dos fluorocromos CMA3 e DAPI revelou 

resultados distintos para as duas espécies. A HC de Zophobas aff. confusus marcou 

mais intensamente com o DAPI, indicando uma maior riqueza de pares de bases AT. 

Por sua vez, em N. gigas a HC CMA3 positiva indica uma forte riqueza de pares de 

bases GC; 

4. Quanto ao estudo das RONs, Z. aff. confusus e N. gigas também apresentaram 

resultados distintos. A primeira espécie exibiu uma RON localizada no bivalente 

sexual Xyp enquanto que a segunda revelou uma RON autossômica, estando de 

acordo o padrão mais encontrado para Coleoptera. A marcação do bivalente sexual  

pela prata até a metáfase I em Z. aff. confusus indica que o material nucleolar pode 

estar envolvido com a correta segregação desse bivalente.  
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  6.1 Instruções Para Genetics and Molecular Biology 
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  6.2 Instruções Para a Caryologia 
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