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Sumario: A espécie de gafanhoto Metaleptea brevicornis adspersa, pertencente a familia
Acrididae, cujo cariotipo € 2n=23,X0 em machos e 2n=24,XX em fémeas, pode ser
encontrada na América Central e do Sul e em populagbes da Argentina dessa espécie a
ocorréncia de cromossomo B foi descrita. Para identificar a presenca de cromossomo B em
populacbes brasileiras e caracteriza-lo citogeneticamente foram utilizadas técnicas de
analise convencional, bandeamento C e impregnacdo com nitrato de prata. Foram
analisados 79 individuos machos adultos da espécie coletados em oito diferentes
localidades do Para e de Pernambuco. Apenas seis individuos apresentaram 0 cromossomo
B resultando em uma prevaléncia de 7,6%. Foi observado que o cromossomo extra da
espécie tem morfologia metacéntrica e demonstra formato em anel, caracterizando sua
natureza de isocromossomo. Além disso, durante a meiose mostrou-se inicialmente
heteropicndtico e posteriormente isopicnético. Pelo bandeamento C foi observado blocos
pericentroméricos de heterocromatina constitutiva em todos os cromossomos da espécie,
inclusive no cromossomo supernumerario. O fato do cromossomo B de M. b. adspersa
possuir um bloco pericentromérico de heterocromatina constitutiva € uma caracteristica
incomum, embora tenha ocorrido em outras espécies. A impregnacao por nitrato de prata
evidenciou que a espécie possui apenas um par cromossdmico com RONSs, fato comum em
Acrididae.
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INTRODUCAO
Metaleptea brevicornis adspersa pertence a subfamilia Acridinae e familia Acrididae, e
possui distribuicdo global. Esta espécie incide em regiGes da América Central e do Sul, e
no Brasil é amplamente difundida em areas de Floresta tropical e até em ilhas oceénicas
como o arquipélago de Trindade (Carbonell, 1977; OSF). Do ponto de vista cromossémico
Metaleptea b. adspersa possui cariotipo do tipo 2n=23,X0 para machos e 2n=24,XX para
fémeas. Cromossomos B sdo considerados elementos extra e dispensaveis encontrados
dentro do complemento cromossdémico de cerca de 15% dos eucariotos. Cerca de 80% dos
casos de polimorfismos para cromossomos B no reino animal ocorrem em insetos,
principalmente dipteros, coledpteros e ortopteros. Em relacdo a sua natureza, oS
cromossomos B podem mostrar contetidos de heterocromatina constitutiva (HC) variaveis
(Henriques-Gil et al., 1984). Além disso, a presenca de sequéncias de DNA repetitivo,
como DNAr, DNA satélite e elementos de transposicdo parece constituir as principais
fragOes desses elementos (Camacho et al., 2000). O tipo de DNA repetitivo mais
frequentemente encontrado em cromossomos B € o DNAr 45S. Este gene esta localizado
em sitios nos cromossomos chamados de regies organizadoras de nucléolo (RONs). A
visualizacdo fenotipica da transcricdo do RNA ribossomal é o nucléolo, que aparece ligado
as RONs. Como o nucléolo é constituido por proteinas acidas e com alta afinidade por
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prata, a simples utilizacdo da técnica de impregnacdo argéntica é suficiente para visualiza-
lo (Rufas et al., 1982). Neste trabalho, buscamos avaliar as caracteristicas citogenéticas e
populacionais do cromossomo B de Metaleptea b. adspersa oriundos do Para e de
Pernambuco afim de melhor caracterizagdo deste polimorfismo. Além de inferir possiveis
hipdteses evolutivas a respeito do conjunto cromossémico desta espécie comparando-0
com populacdes analisadas anteriormente na Argentina.

MATERIAIS E METODOS
Coletas de exemplares, obtencao e preservacao de material
Ao todo, 79 individuos adultos machos de Metaleptea b. adspersa foram coletados em
distintas localidades do Para e Pernambuco (Tabela 1). Duas coletas foram realizadas em
Belém-PA (Campus UFPA), em meados de 2009/2010 e 2014. Os espécimes receberam
uma overdose de éter e em seguida foram retiradas as gbnadas e uma das patas saltatdrias
de cada um dos gafanhotos para andlise de cariétipo e DNA, respectivamente. Todas as
amostras foram fixadas em uma solucdo de etanol e acido acético (3:1) e estocados em
freezer a -20°C em tubos de eppendorf.
Preparacdo de laminas para analise convencional
As laminas foram obtidas a partir da técnica de esmagamento folicular e coradas com
orceina lacto acética 2% por cerca de cinco minutos. Em seguida, com o auxilio de um
microscopio Otico, foi analisado o cariétipo de todos os individuos para averiguar a
presenca/auséncia de cromossomos B. Células que continham o cromossomo B foram
fotografadas utilizando uma camera digital e montadas em Adobe Photoshop 6.0.
Bandeamento C
O bandeamento C seguiu a técnica de Sumner (1972) com as laminas envelhecidas por
dois dias, sendo submetidas a solucdo de acido cloridrico (HCI 0,1N) por 30 min,
Hidroxido de bério 5% (BaOH,) por 18 seg e solu¢do salina (2x SSC) por 45 min, estes
dois dltimos aquecidos a 60°C. Para corar o material foi usado Giemsa a 2% por 10 min.
Células que continham o cromossomo B foram fotografadas utilizando uma camera digital
e montadas em Adobe Photoshop 6.0.
Impregnacgédo com nitrato de prata
A impregnacdo com nitrato de prata foi realizada em laminas envelhecidas em estufa a
37°C por pelo menos 48h. A técnica seguiu como proposto por Howell e Black (1980) com
poucas modificacdes. As laminas receberam duas gotas da solucdo aquosa de prata (0,59
de AgNOs e 1 ml de 4gua formicada) e uma gota de gelatina. Em seguida, foram cobertas
com laminulas e incubadas em camera Umida aquecida a 70°C por cerca de 2 min. Depois
de analisadas, as células foram documentadas em camera digital e as imagens montadas em
Adobe Photoshop 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dos 79 exemplares obtidos e analisados, apenas seis deles continham o cromossomo extra
em seu caridtipo, resultando em uma prevaléncia total de 7,6% (Tabela 1). Todos os
gafanhotos portadores de cromossomo supernumerario foram oriundos da populacdo de
Belém-PA (campus UFPA) que apresentou uma prevaléncia representativa final de
14,28%. Nenhuma outra populacdo analisada do Pard ou de Pernambuco apresentou
cromossomo B, contudo, essa auséncia pode estar ligada ao reduzido nimero de individuos
coletados e ndo a inexisténcia de fato deste cromossomo em outras populagdes dos dois
estados. Em outras duas espécies de gafanhotos que possuem cromossomo B, foram
obtidas prevaléncias pequenas em diferentes populagdes. A espécie Xyleus d. angulatus
(Romaleidae) apresentou uma prevaléncia de 7,21%, contudo em algumas populagdes de
grande amostragem houve auséncia desse polimorfismo (Machado et al., 2014), ja
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Rhammatocerus brasiliensis (Acrididae) teve prevaléncia de 7,5%, 7,48% e 15,79% em
diferentes populacdes e independente do tamanho da amostra em todas as populacfes de
Pernambuco e da Bahia até entdo estudadas sempre mostraram a presenca do polimorfismo
(Loreto et al., 2008; Oliveira et al., 2011).

Tabela 1. Locais de coletas, nimero de individuos analisados e prevaléncia do cromossomo B da
espécie Metaleptea brevicornis adspersa nos Estados do Para e Pernambuco (Brasil).

Localidade Namero de Individuos  Individuos Prevaléncia
individuos (0B) (1B)
Belém (Campus UFPA) 28 22 6 21,42%
-PA 2009/2010
Belém (Campus UFPA) 14 14 0 0%
-PA 2014
Benevides-PA 10 10 0 0%
Bujard-PA 1 1 0 0%
Inhangapi-PA 10 10 0 0%
Mosqueiro-PA 2 2 0 0%
Santa Barbara-PA 4 4 0 0%
Santa Izabel-PA 2 2 0 0%
Brejo dos Cavalos-PE 8 0 0%
Total 79 73 6 7,6%
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Figura 1: Células obtidas pela técnica convencional. Cromossomo B em anel
heteropicnético (a e b) e isopicnotico (c e d).
O cromossomo B de Metaleptea brevicornis adspersa tem morfologia metacéntrica e se
apresentou em formato de anel ao longo da meiose I, caracterizando sua natureza de
isocromossomo (Figura 1). O cromossomo B mostrou-se heteropicnético positivo nas fases
iniciais da profase | (Figura 1 a e b) e, durante a fase de diacinese e metéfase I, este se
comportou como isopicnotico (Figura 1 ¢ e d), sendo reconhecido principalmente por seu
formato em anel. Foi possivel também, observar uma tendéncia do cromossomo extra de se
deslocar para um dos polos da célula durante a metéafase | (Figura 2). Este comportamento
também foi descrito por Bidau (1986) no isocromossomo B dos individuos desta espécie
coletados na Argentina. Isto pode ser um indicativo de que tanto o cromossomo B de
individuos da Argentina quanto dos individuos do Para (Brasil) se tratam dos mesmos
cromossomos B. Ao observar as laminas tratadas pela técnica de bandeamento C, foi
possivel identificar blocos pericentroméricos de heterocromatina constitutiva em todos os
cromossomos da espécie, inclusive no supernumeréario (Figura 2). Em outros estudos
semelhantes, o cromossomo B acrocéntrico do gafanhoto Rhammatocerus brasiliensis
(Acrididae) mostrou um pequeno bloco de heterocromatina constitutiva pericentromérico.
Por outro lado, o cromossomo B de Xyleus d. angulatus (Romaleidae) contém muita
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heterocromatina constitutiva com varios blocos dispostos ao longo do cromossomo (Loreto
et al., 2008).
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Figura 2: Bandeamento C evidenciando blocos de heterocromatina constitutiva
pericentromérico do cromossomo B.

De forma a averiguar o nimero de RONs ativas no cariétipo da espécie foi utilizada a
impregnacdo de nitrato, contudo, s6 foi possivel observar as RONs em laminas de
individuos sem cromossomo B que mostraram apenas o bivalente P9 como portador de
regides organizadoras de nucléolo (RONs) (Figura 3). Um par de RONSs é considerada a
condicdo mais comum e basal em espécies de gafanhotos da familia Acrididae (Cabrero e
Camacho, 1986).

Figura 3: Impregnacéo por nitrato de prata evidenciagdo o nucléolo. Regido intersticial do
bivalente P9 contendo regides organizadoras de nucléolos (seta).

CONCLUSAO
Segundo as analises citogenéticas realizadas, o cromossomo B de Metaleptea brevicornis
adspersa visto em populagdes do Brasil € o mesmo que foi documentado na Argentina. A
caracterizacdo realizada € relevante para entender melhor o comportamento dos
cromossomos extras e inferir a sua fungdo no genoma desta espécie. Para se ter um melhor
conhecimento sobre a natureza desse cromossomo B e sua distribuicdo é necessario um
maior nimero de espécimes coletados e um estudo molecular mais aplicado.
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