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Resumo

Elementos adicionais e parasitas conhecidos como cromossomos B tem sido descrito em
aproximadamente 15% das espécies eucarioticas. Eles possuem caracteristicas primarias
que definem sua origem, composi¢ao, meios de acumulagao e evolug¢dao, como por
exemplo, os modos irregulares de heranca, incapacidade de pareamento com os
cromossomos do complemento A durante a meiose e acumulagdo de distintos DNAs
repetitivos. Neste trabalho, analisamos a frequéncia e possivel presenga de cromossomo
B e sua composi¢ao molecular, através de técnicas como Banda-C e mapeamento por
Hibridizagdo in situ Fluorescente (FISH), em diferentes populagdes do gafanhoto
Abracris flavolineata. As distintas populagdes analisadas revelaram ocorréncia de um
cromossomo B, exceto em Sta. Barbara/PA. Nenhuma das populagdes apresentou
individuos com dois cromossomos B, como relatado em Rio Claro/SP, sugerindo
diferengas de acumulagdo e transmissdo. As andlises por Banda-C mostraram regides
com padrao C-positivo para a populagdo da Argentina, indicando a natureza
heterocromatica do seu cromossomo B. As demais populagdes revelaram um padrdo C-
negativo para o B, similar a populagdo de Rio Claro/SP, indicando uma aproximagao de
composicdo deste elemento nessas populagdes. O mapeamento por FISH revelou
compartilhamento de sinal do gene U2 snDNA entre o cromossomo B e o maior par
autossdmico, com excecao da Argentina, refor¢gando a possivel origem deste elemento a
partir do par 1 do complemento A. O elemento trasnponivel Afl Jockey-5 mostrou um
sutil sinal proximal no B da Argentina, enquanto para as outras populagdes, apresentou
blocos em ambas extremidades dos bragos. O Afl Gypsy-12 mostrou sinal nas regioes
eucromaticas do B das distintas populacdes, exceto na Argentina. O DNA satélite
AflSat 1 revelou sinal por todo cromossomo B das distintas populagdes. O AflSat 134
apresentou padrdo de blocos centromérico e telomérico para o cromossomo B,
excepcionalmente a populacdo da Argentina revelou marcas por toda sua extensdo. As
analises puderam elucidar questdes sobre as diferentes taxas de acumulagado, evolugdo e
composicdo, além de uma possivel nova variante deste elemento supranumerario no

gafanhoto Abracris flavolineata.

Palavras-chave: cromossomos supranumerarios, DNAs repetitivos, citogenética,

evolucao.
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1.1. DNAS repetitivos

Os genomas eucarioticos apresentam ampla variabilidade por serem compostos
de diferentes quantidades de DNAs repetitivos. Esses elementos representam familias
de diferentes classes com variavel grau de repeticdo, encontrando-se organizadas in
tandem ou dispersas pelo genoma. Dentre as sequéncias repetitivas estdo incluidos os
DNAs satélites (satDNA, microssatélites e minissatélites), familias multigénicas e os
elementos de transposigdo (transposons ¢ retrotransposons) (CHARLESWORTH et al.
1994; LOPEZ-FLORES ¢ GARRIDO-RAMOS 2012). Estas sequéncias repetitivas,
essencialmente as familias multigénicas, estdo envolvidas na codificagdo de importantes
proteinas ¢ RNAs que atuam na organizagao ¢ metabolismo celular, além de estarem
envolvidas na organizagdo ¢ funcionalidade dos centromeros, telomeros, segregacdo
cromossOmica, reparo e replicagdo do DNA, e diferenciagdo dos cromossomos sexuais
(ANLEITNER ¢ HAYMER 1992; KRAEMER e¢ SCHMIDT 1993; MESSIER et al.
1996; MARTINS 2007; LOPEZ-FLORES e GARRIDO-RAMOS 2012).
Adicionalmente, os DNASs repetitivos estdo envolvidos na formagao de heterocromatina
e em processos de regulagio génica (SHAPIRO e STERNBERG 2005; BIEMONT ¢
VIEIRA 2006; FESCHOTTE e PRITHAM 2007).

Os DNAs satélites sdo sequéncias altamente repetitivas com grande
variabilidade, estando organizadas in tandem com diferentes nimeros de copias nos
genomas eucaridticos, podendo variar entre 1.000 e mais de 100.000 copias de uma
unidade de repeticdo, geralmente com 100-300 pb (pares de bases). Essas sequéncias
repetitivas estdo organizadas em extensos aglomerados, principalmente nas regides
centromérica e telomérica dos cromossomos, sendo o principal componente da
heterocromatina (JOHN e MIKLOS 1979; CHARLESWORTH et al. 1994,
UGARKOVIC e PLOHL 2002; PALOMEQUE e LORITE 2008). Além disso, os DNAs
satélites compreendem um dos componentes mais dindnicos do genoma, sofrendo
rapidas mudangas na composicdo de arranjos e sequéncias em um curto periodo de
evolucdo. A expansdo e encolhimento de satDNAs contribuem significativamente para
o polimorfismo (GARRIDO-RAMOS 2015; PLOHL et al. 2014). Adicionalmente, a
rapida evolugdo destas sequéncias repetitivas pode causar barreiras reprodutivas entre os
organismos, promovendo a especia¢do (PLOHL et al. 2014; FELICIELLO et al. 2014;
MALIK e HENIKOFF 2009).
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Os DNA s satélites apresentam papel funcional na regulacao de genes e genomas,
além de formar o locus do centromero e a heterocromatina da area pericentromérica.
Outras fungdes também sdo sugeridas a estas sequéncias como organizagio
cromossOmica, pareamento ¢ segregacao (PLOHL et al. 2008; PLOHL et al. 2014).
Além disso, os transcritos de DNAs satélites podem estar envolvidos no controle de
alongamento de telomeros, na resposta ao estresse e na regulacdo epigenética do
estabelecimento e manutengdo da heterocromatina e na modulacdo génica (PEZER et al.
2012; BISCOTTI et al. 2015; GRENFELL et al. 2017). Diferentes familias de DNAs
satélites podem estar presentes em uma espécie, por exemplo, existem até¢ 15 familias
em Pisum sativum (MACAS et al. 2007), 62 familias em Locusta migratoria (RUIZ-
RUANO et al. 2016), ou 9 familias dentro do genoma humano (LEVY et al. 2007,
MIGA 2015). No entanto, ha geralmente uma ou algumas familias predominantes de
DNA satélite em cada espécie (MACAS et al. 2007; RUIZ-RUANO et al. 2016; LEVY
et al. 2007; MIGA 2015; MESTROVIC et al. 1998; MRAVINAC et al. 2002;
MRAVINAC et al. 2005).

As familias multigénicas representam um grupo de genes que descende de um
genoma ancestral comum e, portanto, possuem sequéncias de DNA, com notavel
similaridade estrutural e funcional (NEI ¢ ROONEY 2005). Estas sequéncias podem
ocorrer em multiplas copias no genoma, e dentre as mais analisadas em estudos
cromossomicos sdo os genes de RNAs ribossomais (RNAr), snRNA (smal nuclear
RNA) e genes codificadores de proteinas histonicas. A evolugdo combinada ¢ uma
forma de evolu¢do da familia multigénica, na qual todos os genes sdo considerados
como um conjunto € uma muta¢do ocorrendo em uma repeti¢ao se espalham através dos
genes membros inteiros por ocorréncia repetida de cruzamento desigual ou conversao
génica. Outra forma de evolugdo multigénica ¢ a evolucdo do nascimento e morte, a
qual novos genes duplicados sdo mantidos no genoma por um longo tempo, enquanto
outros sdo deletados ou inativos por mutacdes deletérias (NEY e ROONEY 2005).
Estudo com evolugao combinada de genes U2 snRNA em primatas mostraram que as
regides codificantes deste gene sdo muito semelhantes entre si, mas as regides
intergénicas sdo heterogéneas dentro de cada espécie (LIAO et al. 1998; PAVELITZ et
al. 1999).

Os elementos transponiveis diferem-se das outras sequéncias repetitivas
presentes nos genomas eucariotos pela sua capacidade de transposi¢do/movimentagao

para distintas regides, originando novas copias de si mesmo (BIEMONT e VIEIRA
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2006; FESCHOTTE e PRITHAM 2007, WICKER et al. 2007). O comportamento
replicativo de TEs (elementos de transposi¢ao) propicia o acimulo destes elementos no
genoma, no qual sdo considerados como parasitas gendmicos ou DNA egoista. Porém,
sua contribui¢ao para o tamanho do genoma, no processo evolutivo de outras sequéncias
repetitivas e sua capacidade de mutagdo génica e cromossdmica, os tornou fundamentais
na construcao e organizacdo gendmica dos eucariotos (KIDWELL 2002; FESCHOTTE
e PRITHAM 2007). A prevaléncia de longo prazo destes elementos transponiveis nas
populagdes pode ser justificada pelo equilibrio entre a habilidade de auto-propagagao e
a eliminagao da copia gerada pelos efeitos deletérios associados a inativagdo dos genes
onde eles se encontram, como também nas consequéncias negativas da recombinagdo
ectopica e rearranjos cromossomicos que eles promovem (CHARLESWORTH et al.

1994; KIDWELL e LISH 1997).

1.2. Elementos supranumerarios em gafanhoto

Os cromossomos B, também conhecidos como elementos supranumerarios, sao
considerados como um parasita gendmico possivel de ser analisado em nivel citologico,
e estd descrito em aproximadamente 15% das espécies eucaridticas (CAMACHO 2005).
Esses elementos supranumerarios possuem caracteristicas primarias que definem sua
origem, composi¢do, formas de acumulacdo e evolucado, tais como modos irregulares de
heranga, incapacidade de emparelhamento com os cromossomos A durante a meiose
(CAMACHO et al. 2000). Os cromossomos B caracterizam-se por apresentar
mecanismos de acumulagdo, mitdticos e/ou meiodticos, devido principalmente a
segregacao nao mendeliana e se transmitirem com taxas superiores as dos cromossomos
A (JONES 1995; HOUBEN et al. 2013).

Na maioria dos casos, sua origem provavelmente teve inicio a partir da
hibridacdo dos cromossomos A de uma mesma espécie com a de uma espécie
aparentada sugerindo uma hipotese intraespecifica. Esta hipotese ¢ apoiada pela
existéncia de sequéncias de DNA que aparecem nos cromossomos A, que estdo também
contidas nos cromossomos B (CAMACHO 2005).

Desde sua descoberta foram propostos diferentes modelos para explicar a
conservacdo dos cromossomos B nas populagdes. Segundo Camacho et al. (2000), o
que se encontra na maioria dos cromossomos B estudados seria o modelo parasita-

egoista (OSTERGREN 1945; JONES 1995; SHAW e HEWITT 1990), o qual considera
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que a atual frequéncia de cromossomos B ¢ o produto de um equilibrio entre os
mecanismos de acumulacdo, que aumentam a frequéncia e o impacto negativo destes
cromossomos sobre a eficiéncia bioldgica em portadores, que diminuem a sua
frequéncia. Sugerindo assim que o genoma do hospedeiro pode mostrar diferentes
niveis de tolerancia, podendo ser visto como um gendtipo exposto a diferentes graus de
parasitismo (numero de cromossomos B) (CAMACHO 2003). Um genétipo
considerado tolerante poderia ser capaz de portar cromossomos B com uma redugdo da
eficiéncia biologica menor que a dos individuos nao tolerantes. Devido ao cromossomo
B ser mais ou menos estavel, podendo-se evoluir através de varias alternativas,
extinguindo-se por deriva ou selecdo, continuando a ser um parasita, ou integrar-se no
genoma sem adquirir nenhuma fungdo (CAMACHO 2005). Assim, por esses
cromossomos B ndo recombinarem com os cromossomos do complemento A, podem
estar presentes exibindo diferentes niimeros em alguns individuos em determinada
populacdo de uma espécie, seguindo seu proprio caminho evolutivo, através da
acumulacdo de mutagdes exclusivas e ocorréncia de distintas sequéncias
(BEUKEBOOM 1994; CAMACHO 2005; HOUBEN et al. 2014; VALENTE et al.
2016; TRIFONOV et al. 2013). A quantidade de cromossomo B nas diferentes
populacdes depende, além da tolerancia da espécie para os mesmos, dos seus
mecanismos ¢ taxa de acumulagdo, intensidade de efeitos deletérios, deriva genética, ¢
nimero de geragdes transcorridas desde o seu aparecimento (VOLOBUIJEV e TIMINA
1980).

Os cromossomos B podem apresentar tamanho equivalente ao dos cromossomos
do complemento A, porém existem exemplos de cromossomos B maiores que os A,
como também menores, a exemplo dos mini-cromossomos B descritos em varias
espécies. O tamanho dos cromossomos B interfere diretamente em sua estabilidade ao
longo das divisdes celulares, sendo os grandes ou de tamanhos medianos mais estaveis
comparados aos Bs diminutos (CAMACHO 2005). Em relagdo a composicao dos
cromossomos B, a maioria ¢ composta de elementos repetitivos ou heterocromaticos.
Distintas classes de DNAs repetitivos foram encontradas, evidenciando que grande
parte da composicdo desses elementos sdo formadas a partir de sequéncias repetitivas,
como DNAs satélites, elementos transponiveis e as familias multigénicas, que incluem
os DNATr 18S, 5S, DNAsn U2 e genes histonas (BUENO et al. 2013; CABRAL-DE-
MELLO et al. 2010; CAMACHO 2005).
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Os elementos repetitivos mais encontrados nos cromossomos B sdo os genes
ribossomais, DNAs satélites e elementos transponiveis (CAMACHO et al. 2000;
CAMACHO 2005), sendo esses descritos em diversos cromossomos B de diferentes
espécies, tais como Crepis capillaris (Asteraceae), Nasonia vitripennis (Hymenoptera),
Drosophila subsilvestris (Diptera), Zea mays (Poaceae), Secale cereale (Poaceae),
Astyanax scabripinnis (Osteichthyes), dentre outros, podendo os mesmos serem
especificos dos Bs ou compartilhados com cromossomos do complemento A (NUR et
al. 1988; JAMILENA et al. 1994, GUTKNECHT et al. 1995; PUERTAS 2002;
LOPEZ-LEON et al. 2008; MARQUES et al. 2012). Nas espécies Z. mays e em S.
cereale, os cromossomos B compartilham sequéncias de DNA repetitivos com os
cromossomos A, como também s3o observadas outras sequéncias de DNA satélites
especificos dos cromossomos B (PUERTAS 2002).

Analises baseada na quantidade de dois tipos de DNAs repetitivos, um
ribossomal (rDNA) e um satélite (satDNA), no gafanhoto Eyprepocnemis plorans
revelaram quatro variantes de cromossomos B, mostrando para o B1 uma quantidade
igual ou maior de rDNA que o satDNA, enquanto as outras 3 variantes apresentaram
uma quantidade maior de satDNA do que de rDNA (CABRERO et al. 2014).

O actimulo de sequéncias repetitivas nos cromossomos B esta associada
diretamente com a sua natureza heterocromatica ¢ auséncia de recombinacdo com 0s
cromossomos A (BEUKEBOOM 1994; CAMACHO et al. 2000). Entretanto, os DNAs
repetitivos possuem grande influéncia na formacdo dos cromossomos B (GREEN
1999), sequéncias repetitivas localizadas proximas ao centromero poderiam trazer
vantagens para a diferenciacdo dos cromossomos B, como alteracdo nas formas de
impulso meidtico (meiotic drive) e taxas de nao-disjungdo (HENIKOFF e MALIK
2002). Além disso, a proliferacdo de DNAs repetitivos promovendo maior capacidade
de transferéncia de DNA para os cromossomos B de espécies com genomas maiores
poderia estar relacionado ao seu enorme tamanho gendmico, como por exemplo os
gafanhotos Eypropecnemis plorans e Locusta migratoria que apresentam 10.16 Gb ¢
6.3Gb, respectivamente (RUIZ-RUANO et al. 2011; WANG et al. 2014).

Na ordem Orthoptera, a presenca de cromossomos B foi relatada em 191
espécies das 1.601 estudadas do ponto de vista citogenético até o momento, sendo
prevalentes em espécies com cromossomos acrocéntricos. Para este grupo algumas
superfamilias sdo consideradas “hot spots” para a presenca de cromossomos B, entre as

quais destaca-se Acridoidea, com cerca de 14,6% das espécies ja estudadas
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apresentando este polimorfismo (PALESTIS et al. 2010). Neste grupo, apesar de muitos
estudos se restringirem a andlises citogenéticas classicas, ha exemplos de estudados
mais aprofundados. Em Eyprepocnemis plorans, por exemplo, foi realizado o
mapeamento cromossdmico através da hibridizagdo in situ fluorescente (ver, por
exemplo, CABRERO et al. 2003; ABDELAZIZ et al. 2007; LOPEZ-LEON et al.
2008). Nessa espécie os cromossomos B apresentam comportamento mitdtico estavel
(ou seja, todas as células dos individuos apresentam o cromossomo B) e mais de 50
variantes do mesmo foram observadas em diferentes populacdes (BAKKALI 2001;
LOPEZ-LEON et al. 2008). Por exemplo, o mapeamento dos genes ribossomais ¢ do
DNAsat 180-pb indicam a origem multipla e independente do cromossomo B em
populagdes europeias (CABRERO et al. 2003). Além disso, o0 mapeamento do rDNA 5S
indica a origem do cromossomo supranumerario a partir do menor elemento
autossomico (S11) na populagdo do Caucaso (CABRERO et al. 2003), enquanto em
outras populagdes sua origem a partir do cromossomo X foi relatada com o uso de
sondas de rDNA 45S e satDNA (180-pb) (LOPEZ-LEON et al. 1994). Outro exemplo
de gafanhoto estudado ¢é a espécie Locusta migratoria, o mapeamento fisico
cromossomico de DNAs repetitivos realizados demonstrou que sequéncias de genes
ribossomais 45S e 5S ndo estavam presentes nos cromossomos B, no entanto,
sequéncias de genes de histonas H3 e H4 mostraram-se presentes, o que sugere a origem
deste elemento a partir do par cromossomico 8 da espécie, também portador do cluster
de histona (TERUEL et al. 2010).

Entre as espécies sul-americanas melhores estudadas com relagdo a composigao
do cromossomo B, encontram-se como exemplos Rhammatocerus brasiliensis, Xyleus
discoideus angulatus, Dichroplus pratensis, Eumastusia koebelei koebelei e Abracris
flavolineata (ANJOS et al. 2016; BIDAU et al. 2004; BUENO et al. 2013; LORETO et
al. 2008). Na espécie R. brasiliensis, estudos mostraram que o cromossomo B possui
semelhanca com alguns autossomos portadores de DNAr 5S, mas ndo DNAr 458, e
também revelaram que o cromossomo X ndo apresenta ambas as familias de DNAr
(LORETO et al. 2008), indicando origem autossomica. Além da dispersdo do DNAr 5S
no genoma, foram também verificados multiplos locais de genes H3 de histonas,
ocorrendo nas mesmas regides cromossomicas de DNAr 5S, como também no
cromossomo B (OLIVEIRA et al. 2011). Para a espécie Dichroplus pratensis foram

registrados trés tipos distintos de cromossomos B (BIDAU 1987), dos quais um deles
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apresenta DNASs ribossomais compartilhados com o par cromossomico 8 localizados em
uma regido muito proxima, indicando ancestralidade (BIDAU et al. 2004).

Em Xyleus discoideus angulatus foi observada a variagdo de trés tipos de
cromossomos B, com o uso de cromossomo B microdissecado como sonda. O
cromossomo Bl revelou sinais distribuidos por todo cromossomo, B2 indicou sinais
mais evidentes nas regides pericentromérica e distal do cromossomo B e o B3 revelou
sinais distintos na metade distal do brago longo do cromossomo, estas variagdes
sugerem que o cromossomo B ancestral de X. d. angulatus provavelmente sofreu
amplificacdo e dele¢do de sequéncias e rearranjos, como inversoes, que contribuiram
para o surgimento de diferentes morfotipos (BERNARDINO et al. 2017).

A espécie sul-americana de gafanhoto Abracris flavolineata, apresenta o
cariotipo 2n = 23, X0 (macho) e 2n = 24, XX (fémea) com presenga de um ou dois
cromossomos B submetacéntricos, como reportado, exclusivamente, na populagdo de
Rio Claro/SP, variando temporalmente a frequéncia entre 13.5% e 31.5% nos machos
(MILANTI et al. 2017). A origem do cromossomo B nesta espécie € indicada a partir do
par cromossdmico 1 portador de sitios de DNAsn U2, que também ocorre em multiplas
copias no B (BUENO et al. 2013). Além do gene de DNAsn U2, o cromossomo B de A.
flavolineata esta enriquecido de distintos microssatélites (MILANI et al. 2014), um
DNA satélite centromérico (MILANI et al. 2017) ¢ dois elementos transponiveis
similares a Mariner, sendo que um encontra-se distribuido por todo o cromossomo,
enquanto o outro concentra-se no brago longo (PALACIOS-GIMENEZ et al. 2014).

Apesar de estudos sobre cromossomos B em ortopteros serem numerosos, ainda
ha escassez em trabalhos relacionados com mapeamento fisico cromossémico que
visam elucidar os distintos padrdes de origem e diversificagdo desses elementos
supranumerarios, principalmente com enfoque em gafanhotos sul-americanos. As
analises populacionais propostas neste projeto, com auxilio de mapeamento fisico
cromossodmico com distintas classes de DNA repetitivos sao importantes para os estudos
de evolucao cromossdmica, composi¢do gendmica, origem e também na andlise espacial

dos cromossomos supranumerarios em gafanhotos.
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2.1.

Geral

Verificar a frequéncia e possivel presenga de cromossomos B e novas variantes,

em distintas populagdes do gafanhoto Abracris flavolineata.

2.2.

Especificos

Verificar a presenga, prevaléncia e frequéncia de cromossomos B em distintas
populagdes de Abracris flavolineata, como Posadas/Misiones/Argentina, Santa
Barbara do Para/PA, Santa Izabel/PA, Ananindeua/PA, Cabo/PE e comparar
esses dados a populagdo de Rio Claro/SP;

Amplificar por PCR e realizar o mapeamento citogenético de diferentes
sequéncias de DNA repetitivos, incluindo DNAs satélites (AflSat 1,
AflSat_134), familia multigénica (gene U2 snDNA) e elementos transponiveis
(Afl_Gypsy-12 e Afl Jockey-5);

Utilizar os marcadores de DNAs repetitivos obtidos a partir da populagdo de Rio
Claro/SP em experimentos de FISH, a fim de verificar possiveis variantes do

cromossomo B, auxiliando no entendimento da sua dindmica evolutiva espacial.
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Espécimes machos adultos e todo o material obtido de Abracris flavolineata
coletados nas regides de Posadas/Misiones/ARG (Argentina) 27°25” S, 55°56° O (14
individuos); Santa Barbara do Pard/PA (Pard) 1°13°27 S, 48°17°38” O (76
individuos); Santa Izabel/PA (Pard) 1°17°55>° S, 48°09°38° O (22 individuos),
Ananindeua/PA (Pard) 1°21°57 S, 48’22’19 O (14 individuos), Cabo/PE
(Pernambuco) 8°17°15°” S, 35°2°7”> O (19 individuos) e Rio Claro/SP (Sao Paulo)
22°24°45°° S, 47°31°28> O (37 individuos), foram utilizados nas andlises. Os foliculos
testiculares foram fixados em solugdo Carnoy modificada (3:1, Etanol:Acido acético)
para as analises cromossomicas. Os individuos inteiros de Rio Claro/SP foram
armazenados em etanol 100% para extracdo de DNA, onde tiveram os tecidos extraidos
através do kit “Wizard® Genomic DNA Purification Kit” (Promega). As laminas foram
obtidas a partir da técnica classica de espalhamento e coradas com Giemsa 5% para
analises convencionais de presenca de Bs em células de meiose obtidas de exemplares
das diferentes populagdes. Posteriormente, células foram utilizadas para experimentos
de Banda C de acordo com Summer (1972) e FISH. Pelo menos 15 metafases, de cada
individuo, foram analisadas para descrever os padroes de distribuigao cromossdmica das

sequéncias repetitivas isoladas.

3.1. Isolamento de DNASs repetitivos

O DNAs genomicos de individuos de Rio Claro/SP foram utilizados como
molde para amplificagdo por PCR (reacdo em cadeia da polimerase) com primers
previamente desenhados de distintas sequéncias de DNAs repetitivos, incluindo U2
snDNA (pequeno DNA nuclear) (Bueno et al.,, 2013), DNAs satélites AflSat 1 e
AflSat 134 e elementos transponiveis Afl Gypsy-12 e Afl Jockey-5 (Milani et al., em
preparagao).

Em seguida as amostras de PCR foram fracionadas através de eletroforese em
gel de agarose 1,5% para identificacdo de bandas que foram purificadas pelo kit
ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit (Zymo Resarch Corp., The Epigenetics
Company, USA) de acordo com as recomendagdes dos fabricantes, e reamplificadas por
PCR para posterior uso como sondas para hibridizagao in situ fluorescente (FISH).

As condigoes da reagdo de PCR partiram de uma desnaturagdo do DNA inicial a
94°C por 5 min., seguido por 30 ciclos a 94 °C por 30s, 53°C-60 °C por 30s e 72°C por

5 min.
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3.2. Ensaios citogenéticos

Os fragmentos de PCR obtidos dos diferentes DNAs repetitivos foram marcados
com Biotina 11-dUTP (Invitrogen) ou Digoxigenina 11-dUTP (Roche) através da Nick
translation ou PCR. A FISH seguiu basicamente o protocolo descrito por Pinkel et al.
(1988), com adaptagdes propostas por Cabral-de-Mello et al. (2010) e as sondas foram
detectadas usando anti-digoxigenin-Rhodamine (Roche) ou alexafluor-488 (Life
Technologies). Todas as preparacdes foram contracoradas com DAPI (4°,6-Diamidine-
2’-phenylindole) e montadas com meio de montagem VECTASHIELD (Vector,
Burlingame, CA, USA). As imagens foram capturadas utilizando uma camera digital
refrigerada DP70 acoplada a um microscopio Olympus BXS51 equipado com uma
lampada de fluorescéncia e filtros apropriados e posteriormente pseudocoloridas e

otimizadas com brilho e contraste pelo programa Adobe Photoshop CS6.
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A frequéncia de cromossomo B em machos de Abracris flavolineata das
distintas popula¢des analisadas revelou ocorréncia em todas as populagdes, exceto na
populagdo de Santa Barbara do Pard/PA que nenhum individuo apresentou cromossomo
B. Nenhuma das populagdes apresentou individuos com dois cromossomos B, como
relatado em Rio Claro/SP, sugerindo diferencas de acumulacdo e transmissao (Tabela
1).

As regides cromossdmicas C-positivas, que correspondem a heterocromatina
constitutiva, foi observado em regides pericentroméricas que se estendiam aos bragos
curtos dos cromossomos do complemento A. O cromossomo B nas distintas populagdes
foi C-negativo, como descrito por Bueno et al. (2013), destacando-se a populagdo da
Argentina que apresentou o cromossomo B heterocromatico, com padrao C-positivo

(Figura 1).

Tabela 1. Prevaléncia de cromossomo B em individuos machos de Abracris

flavolineata.
Populacéo Individuos (n) Frequéncia
OB 1B 2B Total
Posadas/Misiones/ ARG 13 1 0 14 7.14%
Cabo/PE 15 4 0 19 21.05%
Santa Izabel/PA 21 1 0 22 4.54%
Santa Barbara do Para/PA 76 0 0 76 0.0%
Ananindeua/PA 12 2 0 14 14.28%
Rio Claro/SP 32 4 1 37 13.5%

0B, sem cromossomo B; 1B, 1 cromossomo B; 2B, 2 cromossomos B.

O mapeamento por FISH revelou presenca de sinais do gene U2 snDNA no
cromossomo B e no maior par cromossomico do complemento A (par 1) em todas as
populacdes analisadas, com excec¢do da populagdo da Argentina que apresentou sinal

apenas no par 1 (Figura 2; Tabela 2). O DNA satélite AflSat 1 apresentou sinais
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centroméricos em todos os pares do complemento A e um sinal pequeno centromérico
no cromossomo B da populagdo de Rio Claro/SP. No entanto, para as demais
populagdes, o sinal desse satélite se estende por todo o cromossomo B, sendo mais
evidente para a populacdo de Posadas/ARG. O AflSat 134 revelou sinal proximal para
todos cromossomos do complemento A, com excecao dos pares 9 e 11 para todas as
populagdes, exceto para Cabo/PE que apresentou somente sinal intersticial no par 5 e
proximal no par 8. Todas as populagdes apresentaram o mesmo padrio de blocos
centromérico e teloméricos para o cromossomo B, excepcionalmente a populacao de
Posadas/ARG apresentando marcas por toda sua extensao (Figura 2; Tabela 2).

O elemento transponivel Afl Gypsy-12 revelou sinais fracos e espalhados em
todos os cromossomos do complemento A de Rio Claro/SP. Para as outras populacdes
os sinais espalhados tornaram-se menos evidentes, mostrando uma maior amplificagao
no genoma de Rio Claro/SP (Figura 2). Em relagdo aos cromossomos B, Afl Gypsy-12
apresentou um sinal em todas as populagdes, exceto para a populacdo da Argentina. Ja
para o elemento transponivel Afl Jockey35, os sinais ndo clusterizados no complemento
A de todas as populagdes mostraram-se bem menos amplificados, revelando apenas
blocos em ambas extremidades dos bragos do cromossomo B das diferentes populagdes
analisadas, com exce¢do a populacao de Posadas/ARG que mostrou um pequeno sinal

proximal (Figura 2).
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Figura 1. Bandas-C em células de meiose de individuos machos de Abracris

flavolineata em diferentes populagoes.
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Tabela 2. Localizagdo cromossomica de cada DNA repetitivo analisado nas diferentes

populacdes de Abracris flavolineata.




Populagdes DNA Posicdo cromossomica detectada por FISH

repetitvo 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 B X

AflSat 1 c ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢

AflSat 134 P p P P P P P P - p - ct p
Sao Paulo —

U2 snDNA i - - - - - - - - - - i -
Rio Claro

Afl Gypsyl2 ncl ncl ncl nel ncl ncl ncl ncl ncl ncl nel ip ncl

Afl JockeyS - - - - - - - - - - - id -

AflSat 1 c ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ncc

AflSat 134 - - - - i - - c - - - ct -
Pernambuco —

U2 snDNA i - - - - - - - - - - i -
Cabo )

Afl Gypsyl2 - - - - - - - - - - - ip -

Afl Jockeys - - - - - - - - - - - id -

AflSat 1 c ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ nclec

AflSat_134 P p P P P P P P - p - ct p
Para —

U2 snDNA i - - - - - - - - - - i -
Sta Isabel )

Afl Gypsyl2 - - - - - - - - - - - ip -

Afl JockeyS - - - - - - - - - - - id -

AflSat 1 c ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ncc

AflSat 134 P P P P P P P P - p - ct p
Para —

. U2 snDNA i - - - - - - - - - - i -

Ananideua .

Afl Gypsyl2 - - - - - - - - - - - ip -

Afl JockeyS - - - - - - - - - - - id -

AflSat 1 c ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ nclec
Argentina — AflSat_134 P p P P P P P P - p - ncl p
Misiones / U2 snDNA i - - - - - - - - - - - -
Posadas Afl Gypsyl2 - - - - - - - - - - - - -

Afl Jockeys - - - - - - - - - - - p -

c= centromérico; i= intersticial; d= distal; p= proximal; t= telomerico; ncl= néo clusterizado.
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Figura 2. Mapeamento por FISH de DNAs repetitivos em células meidticas de
foliculos com presenca de cromossomo B em individuos machos de Abracris

flavolineata de diferentes popula¢des. Barra =5 pm.
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Os cromossomos B podem atingir frequéncias altas em populagdes naturais,
dependendo tanto da tolerancia da espécie a esses elementos adicionais, como na forca
do mecanismo de acumulagdo destes cromossomos (CAMACHO 2005). Plantas de
milho foram encontradas com 34 cromossomos B (JONES e REES 1982), outro
exemplo ¢ a espécie de cebolinha Allium schoenoprasum que foi relatada tolerando até
20 cromossomos B em seu genoma (BOUGOURD et al. 1995). Nos ortdpteros, como
no gafanhoto Eyprepocnemis plorans ¢ possivel encontrar individuos com até trés
cromossomos B em populag¢des naturais (CAMACHO et al. 1997), em Xyleus dicoideus
angulatus, observou-se uma variagdo de zero a dois cromossomos B nos individuos de
populacdes naturais de Pernambuco e Ceara (BERNARDINO et al. 2017).

Para a espécie de gafanhoto Abracris flavolineata, a ocorréncia de cromossomo
B mostrou-se variavel entre as populagdes. A presenga de um ou dois cromossomos foi
relatada na populagdo de Rio Claro/SP, com frequéncia de 13.5% (MILANI et al.
2017). Porém, as distintas populagdes naturais de A. flavolineata analisadas neste
trabalho apresentaram ocorréncia de apenas um cromossomo B, com frequéncia de
7,14% (um individuo) para a populacdo de Posadas/ARG, enquanto que para Cabo/PE
foi a maior, com prevaléncia de 21,05% (quatro individuos). Excepcionalmente, a
populacdo de Santa Barbara do Pard/PA ndo apresentou presenca de cromossomo B em
nenhum de seus individuos, sugerindo diferenga de acumulacao e transmissao.

De acordo com Camacho et al. (2000), a flutuagdo da frequéncia e acimulo de
cromossomos B nessas popula¢des naturais pode ser explicada por fatores seletivos
variados, tais como diferencas na taxa de parasitismo, tolerancia da espécie, deriva
genética e intensidade de acumulacdo de cromossomos B entre as populagdes.
Adicionalmente, as caracteristicas do ambiente local, associadas ao possivel isolamento
reprodutivo, causadas por processos de vicaridncia (e.g. surgimento de uma barreira
natural), também poderiam influenciar a variagdo da frequéncia do cromossomo B.

A natureza tipicamente heterocromatica do cromossomo B, revelada por banda-
C, demonstra a acumulagdo geral de DNAs repetitivos, uma vez que a regido da
heterocromatina constitutiva ¢ geralmente composta por blocos de satélites (BIGOT et
al. 1990; CHARLESWORTH et al. 1994), similarmente como observado na populagio
de Posadas/ARG, em que o cromossomo B revelou um padrao totalmente C-positivo e
enriquecido de DNA satélite (Figura 2; Tabela 2), indicando sua natureza

heterocromatica.
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No entanto, as demais populacdes analisadas (Cabo/PE, Santa Izabel/PA e
Ananindeua/PA) apresentaram um padrao C-negativo, indicando baixa acumulagdo de
DNAs repetitivos, similar a populagdo de Rio Claro/SP (BUENO et al. 2013). Além
disso, este padrdo sugere uma nao homogeneizagdo do complemento A com o
cromossomo B em Abracris flavolineata, podendo indicar uma origem recente desse
cromossomo sem o acumulo de DNAs repetitivos (BUENO et al. 2013). Estes
resultados sugerem uma aproximagdo de composicdo no cromossomo B dessas
populagdes, se distanciando da populagdo de Posadas/ARG que mostrou o padrao mais
diferenciado. Estes dados também podem indicar origem independente do cromossomo
B da populagdo da Argentina e a natureza heterocromatica do mesmo sugere que ele ¢
mais antigo, pois acumulou mais DNASs repetitivos.

Considerando a composi¢do molecular do cromossomo B, estes geralmente
apresentam sequéncias repetitivas de DNA, tais como familias multigénicas, DNAs
satélites e elementos transponiveis (CAMACHO 2005; JONES et al. 2008; HOUBEN
et al. 2013). Nossos resultados revelaram um compartilhamento de sinal do gene U2
snDNA no par 1 do complemento A com o cromossomo B, nas regides eucromaticas
(C-negativas) nas diferentes populacdes, como relatado para a populagdo de Rio
Claro/SP, reforcando que a possivel origem do cromossomo B em Abracris flavolineata
esta relacionada ao maior par autossomico (par 1) (BUENO et al. 2013). Entretanto, o
cromossomo B da popula¢do de Posadas/ARG nao revelou sinal de compartilhamento
do gene U2 snDNA com complemento A. Isto pode ser explicado pela natureza
heterocromatica do cromossomo B desta populagdo, evidenciando uma possivel variante
de cromossomo B para esta espécie.

Os elementos transponiveis (TEs) possuem a capacidade de movimentacao
dentro do genoma, influenciando seu actmulo e geracdo de polimorfismos
(DOOLITTLE e SAPIEZA 1980; ORGEL e CRICK 1980). Estes elementos sio
geralmente encontrados em regides heterocromaticas, com baixa densidade génica
(DIMITRI et al. 2003), entretanto, como observado em E. plorans (MONTIEL et al.
2012) e para os TEs Afmarl e Afmar2 (PALACIOS-GIMENEZ et al. 2014), o elemento
transponivel Afl Gypsy-12 revelou sinal em regides eucromaticas dos cromossomos B
das distintas populagdes, exceto para a populacdo da Argentina, além de revelar sinais
fracos e espalhados nas regides eucromaticas dos cromossomos do complemento A de
Rio Claro/SP. Esta similaridade no padrdo de distribuicdo pode ser um recurso comum

nas regides eucromaticas dos cromossomos de gafanhotos, como também, pela
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mobilidade e amplificagdo de elementos transponiveis neste grupo, como sugerido por
Palacios-Gimenez et al. (2014). Para o elemento transponivel Afl Jockey-5, os sinais
ndo clusterizados foram menos amplificados pelos cromossomos do complemento A,
apresentando-se em blocos em ambas extremidades dos bragos do cromossomo B, com
excecao da populagao da Argentina, que teve um pequeno sinal proximal.

Os DNAs satélites sdo sequéncias altamente repetitivas com ampla variabilidade
estrutural, estando predominantemente acumuladas em regides centroméricas e
teloméricas dos cromossomos (LOPEZ-FLORES e¢ GARRIDO-RAMOS 2012;
CHARLESWORTH et al. 1994). O mapeamento por FISH revelou para o DNA satélite
AflSat 1 sinal centromérico no cromossomo B para todas as populacdes, sendo mais
evidente em Posadas/ARG e apenas um pequeno sinal no B de Rio Claro/SP. Contudo,
observando de forma geral, o DNA satélite AflSat 134 apresentou blocos de sinais
agrupados nas regides centromérica e telomérica dos cromossomos B das diferentes
populagdes, padrdo observado no B de Rio Claro/SP (MILANI et al. 2018, em
preparacdo). Diferentemente, a populacdo da Argentina apresentou para o AflSat 134
sinais por toda extensdo do cromossomo B. Estes dados refor¢am a ocorréncia de uma
variante distinta de cromossomo B na populacdo da Argentina.

Este padrio observado entre as distintas populacdes e Rio Claro/SP, com
exce¢do de Posadas/ARG, pode indicar uma aproximagdo na composi¢do molecular
deste elemento supranumerario nessas populagdes, sugerindo origem comum. Além
disso, o padrdo diferenciado observado na populacao de Posadas/ARG pode sugerir que
o cromossomo B desta popula¢do seja uma nova variante, com diferente origem das

demais populacdes.
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As andlises, realizadas neste trabalho, puderam elucidar questdes sobre as
diferentes taxas de acumulagdo, distribuicdo geografica, evolu¢do e composicdo do
cromossomo B. Os resultados mostraram uma possivel similaridade da composicdo e
origem do cromossomo B das distintas populagdes com o B de Rio Claro/SP. Além de
apresentar na populacao de Posadas/ARG uma nova provavel variante, com diferente
origem, do elemento supranumerario no gafanhoto Abracris flavolineata.

O préximo passo deste trabalho ¢ aprofundar os estudos acerca da composi¢ao
desses cromossomos B e verificar a ocorréncia de fluxo génico entre as populacdes para
entender com maior precisdo a dindmica geografica do cromossomo B em A.

flavolineata.
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