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RESUMO

Em Orthoptera o sistema de determina¢do cromossomica sexual X0J3/XX9 ¢ o mais comum,
entretanto ja foram descritos outros sistemas sexuais, tais como neo-XYJ/XX%P e neo-
XiXoYd/X1X1XoX2Q.  Estes  sistemas foram possivelmente originados por rearranjos
cromossomicos como translocagdes Robertsonianas entre o cromossomo X ¢ um autossomo. Nas
quatro espécies pertencentes ao género Dichromatos foi observado o mecanismo de determinagdo
sexual neo-X1X2Y, o qual ¢ derivado dos rearranjos citados anteriormente. Sendo assim, o objetivo
desse trabalho foi analisar os cromossomos da espécie Dichromatos montanus através de técnicas
da citogenética classica e FISH para compreender a evolucdo e composi¢cdo do sistema sexual
multiplo na espécie, bem como dentro do género. As regides heterocromaticas foram restritas as
regides pericentrométicas e ricas em G+C somente em um bivalente. Entretanto, ndo foram
detectadas regides C- positivas no cromossomo Y, e usando a fragdo Cot como sonda ndo foi
observada a presenca de DNA alto ou moderadamente repetitivo neste cromossomo. As regioes
teloméricas foram presentes no termino de todos os autossomos € apenas nas extremidades dos
Cromossomos neo-sexuais nao envolvidos no rearranjo. Sinais de hibridizacdo com a sonda H3
foram obtidas em apenas um bivalente, seguindo assim, o padrdo conservado observado em
Acrididae. J4 os clusters de 18S rDNA form detectados no par 6 € no neo-Xi. Assim, a similaridade
nos dados aqui obtidos entre D. montanus e D. schrottkyi sugerem uma evolucdo cromossomica
correlacionada entre essas espécies. Além disso, essas espécies apresentaram uma divergéncia

cromossomica com base nos marcadores analisados em comparacao com D. lilloanus.

Palavras-chave: cromossomos sexuais, gafanhoto, neo-XY, heterocromatina, Melanoplinae, DNA

repetitivo
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1 INTRODUCAO

1.1 Ordem Orthoptera

A ordem Orthoptera teve origem ha 300 milhdes de anos (HEWITT, 1979) e atualmente
soma mais de 25.000 espécies distribuidas mundialmente, tendo como caracteristicas principais a
capacidade de salto e seus aparelhos estridulatorios (CIGLIANO e LANGE,1998; POCCO et al.,
2010). Esta ordem possui duas subordens principais: Caelifera e Ensifera. A subordem Caelifera
inclui as superfamilias: Acridoidea, que exibe 10.000 espécies, sendo essas gafanhotos e bichos
pau, os quais sdo caracterizados pelas antenas curtas; Tetrigoidea com aproximadamente 1.000
espécies; e Trydactiloides, com 146 espécies. A subordem Ensifera é representada pelos ortdpteros
de antenas longas e constituido pelas superfamilias Gylloidea, Gryllacridoidea, Gryllotalpoidea e
Tettigonioidea somando um total de 9.500 espécies descritas (HEWITT, 1979; CIGLIANO e
LANGE, 1998).

1.2 Familia Acrididae e os Melanoplinae

A superfamilia Acridoidea ¢ composta pelas familias Acrididae, Ommexechidae,
Romaleidae, Tristiridae, Pyrgimorphidae, Pyrgacrididae, Pamphagidae, Lathiceridae,
Dericorythidae, Lithidiidae e Lentulidae, apresentando a grande maioria dos representantes
distribuidos na regido Neotropical (HEWITT, 1979; CIGLIANO e LANGE, 1998). Acrididae ¢ a
familia com maior diversidade, além disso, a subfamilia Melanoplinae ¢ caracterizada também
pelos acridideos do Novo Mundo. Essa subfamilia contém 43 géneros e 232 espécies descritas com
ampla distribuicao geografica, abrangendo desde o Alasca até o Chile e Argentina (CIGLIANO,
2007; CIGLIANO e LANGE, 2007). A familia Melanoplinae ainda € o grupo com maior niimero
de espécies e individuos nos estudos de ortdpteros na regido Neotropical. Muitos desses insetos
exibem importancia agricola por serem pragas em diversas lavouras na América (CIGLIANO,
2007). Dentre as espécies que ocorrem na America do Sul estdo os representantes do género
Dichromatos (D. curupa, D.llilloanus, D. montanus e D. schrottkyi) que estdo melhor representadas
no estado do Parand, no sul do Brasil, leste do Paraguai e noroeste da Argentina (CIGLIANO,

1997; CIGLIANO e LANGE, 2007).



1.3 Sistema sexual em Orthoptera

O sistema sexual mais comum em Orthoptera ¢ o X0J4/XX9 que é evolutivamente
conservado quando comparado com os mecanismos de determinag¢do sexual presentes em outras
ordens, como Coleoptera, Diptera e Lepidoptera que apresentam diferentes rearranjos
cromossdmicos e geracdo frequente de mecanismos sexuais derivados (WHITE, 1973; HEWITT,
1979; CHARLESWORTH, 1996; YOSHIDO et al., 2013; NGUYEN et al., 2013). Esse
mecanismo sexual sugere que os genes presentes no cromossomo X controlam o desenvolvimento
do sexo feminino, enquanto que os genes presentes nos autossomos controlam o desenvolvimento
do sexo masculino, entretanto esta hipotese necessita de avaliagdes mais precisas
(CHARLESWORTH, 1996; AYLING e GRIFFIN, 2002).

Em individuos do sexo masculino de grilos, tetigonideos e gafanhotos, o cromossomo X ¢
um elemento Unico ndo pareado, apresentando geralmente heteropicnose em toda sua extensdao
durante a divisao meidtica (WHITE, 1973; HEWITT, 1979). A ocorréncia da heteropicnose do
cromossomo X em Orthoptera indica uma condi¢do genética inerte, também demonstrada devido
aos baixos niveis de acetilagdo de histonas, sendo uma modificagdo pos-translacional associada
com silenciamento genético (CABRERO et al., 2007). Seria esperado portanto, que 0 cromossomo
X carregasse um pequeno numero de genes ou regides determinantes do sexo intercaladas em toda
sua extensdo, porém até o momento, ainda nao se sabe se esse cromossomo X apresenta genes que
determinam o sexo ou genes relacionados com a fertilidade dos individuos (PALACIOS-

GIMENEZ et al., 2013).

1.4 Sistema sexual derivado neo — XY

De acordo com estudos moleculares e citologicos realizados em varios grupos de plantas e
animais, as principais etapas durante a evolucdo dos cromossomos sexuais se mostraram
relacionadas ao estabelecimento de genes que determinam o sexo, supressdo da recombinagao,
perda de genes, aumento consideravel da quantidade de elementos repetitivos, amplificacdo da
heterocromatina em regides que ndo sao recombinantes € varios rearranjos estruturais no
cromossomo Y ou W (RICE, 1996; CHARLESWORTH et al., 1994, CHARLESWORTH et al.,
2005; SKALESTKY et al., 2003; STEINEMANN e STEINEMANN, 2005; HOBZA et al.,2007
KEJNOVSKY et al., 2009; MATSUNAGA, 2009).



Muitos estudos sugerem que os cromossomos sexuais neo-XY foram possivelmente
originados por rearranjos cromossomicos como fusdes céntricas ou translocacdes Robertsonianas
(Rb) entre o cromossomo X e um autossomo, sendo modelos experimentais ideais para se estudar
os processos envolvidos na degeneracao do cromossomo Y (CHARLESWORTH et al., 2005;
VELTSOS et al., 2008; CASTILLO et al.,2010b).

Embora o sistema sexual X0 seja bastante frequente em Orthoptera varias espécies com
sistemas sexuais derivados de diferentes tipos, tal como neo-XYJ/XXP e neo-
X1 XY A/X1 XXX, Q, além do sistema mais comum X0J4/XXQ foram observadas (WHITE,
1973; JOHN e FREEMAN, 1976; HEWITT, 1979; MESA et al., 1982; MESA et al., 2001, MESA
et al., 2002; BIDAU E MARTI, 2001; VELTSOS et al., 2008, VELTSOS, 2009; CASTILLO et
al., 2010a; CASTILLO et al., 2010b, FERREIRA ¢ MESA, 2010). O surgimento
de sistemas sexuais derivados no grupo ¢ bastante frequente em representantes da subfamilia
Melanoplinae (CASTILLO et al., 2010a; CASTILLO et al., 2010b). Dentre estes ganfanhotos ja
foram descritos os sistemas cromossOmicos sexuais neo-XY para algumas espécies Sul-
Americanas, como por exemplo Dichroplus silveiraguidoi (CARDOSO et al., 1974; SAEZ ¢
PEREZ-MOSQUERA, 1977), D. maculipennis, D. vittigerum, Zygoclistron nasicum, Z.
falconicum, Z. trachysticum (MESA et al., 2001) e em espécies do género Ronderosia (CASTILLO
etal., 2010a). Adicionalmente sistemas sexuais do tipo neo-X;X>Y foram observados por exemplo
nos representantes de Dichromatos (PALACIOS-GIMENEZ et al., 2013). A nomenclatura para a
diferenciagdo dos bracos cromossdmicos nos neo-cromossomos sexuais XY foi proposta por White
(1973). Nesta terminologia o neo-X metacéntrico ¢ derivado dos bracos XL (late, antigo) e XR
(recente, recente), onde o XL corresponde ao cromossomo X do antigo sistema sexual X0 e o XR
¢ o resultado da fusdo do autossomo. Desta forma, o cromossomo homologo ao brago XR passou
a ser denominado como neo-Y, apresentando uma morfologia acro-telocéntrica e restrito a
linhagem masculina (WHITE, 1973; HEWITT, 1979).

Ha uma possibilidade de que alelos antagdnicos sexuais se acumulem em machos,
podendo surgir novos mecanismos de compensagdo de dose como resposta ao acumulo de alelos
femininos no cromossomo X (HEWITT, 1979; RICE, 1996). Quando este novo mecanismo de
compensagao se expandir por todos os individuos da espécie, varias transformagdes podem ocorrer
nos autossomos incorporados ao novo sistema cromossOmico sexual, como exemplo, a

heterocromatinizacao do neo-Y e alteracdes na distribuicao de quiasmas entre os ex-homologos



autossdmicos ou até uma segunda fusdo Rb Y-A, originando um sistema complexo de tipo neo-
XiX2Y (MESA et al., 2001; FERREIRA e CELLA, 2006; FERREIRA e MESA, 2010).

Na ocorréncia desses sistemas complexos de cromossomos sexuais multiplos neo-X;X2Y,
os bracos do cromossomo metacéntrico neo-X; sdo denominados como descrito anteriormente para
o sistema cromossdmico de determinagdo sexual neo-XY, a0 mesmo tempo em que 0 cromossomo
neo-Y metacéntrico ¢ formado pelos bragos YL e YR, o mesmo compartilha homologia com os
bracos XR e com o neo-X», respectivamente (WHITE, 1973). Exemplos de mecanismos
cromossomicos de determinagio sexual neo-X;X>Y foram observados em varias espécies como
por exemplo Paratylotropidia brunneri (WHITE, 1941), P. morsei (WHITE, 1953), Ronderosia
dubius (MESA e MESA, 1967, CASTILLO et al., 2010b) ¢ espécies do género Dichromatos
(CASTILLO et al., 2010a; FERREIRA e MESA, 2010).

Com base nestas evidéncias, a divergéncia morfoldgica progressiva do neo-Y em
Orthoptera ¢ resultante da perda de homologia, redu¢do da recombinagdo, heterocromatinizagao e
de rearranjos estruturais, além de mostrarem que o neo-Y diferenciado apresenta caracteristicas de
cromossomo sexual com heteropicnose positiva durante as primeiras etapas da meiose (SAEZ,
1963; MESA, 1964; WHITE, 1973; HEWITT, 1979; MESA et al., 2001; CASTILLO et al.,
2010a). Contudo, diferente de outros organismos como em espécies de Drosophila
(CARVALHO, 2002; STEINEMANN e STEINEMANN, 2005; CARVALHO e CLARK, 2013),
humanos (SKALESTKY et al., 2003; CARVALHO e CLARK, 2013) e plantas (NICOLAS et al.,
2003; NAVAJAZ-PEREZ et al.; 2005; MATSUNAGA, 2009; KEJNOVSKY et al., 2009;
KEJNOVSKY et al., 2013) a diferenciagdo molecular do neo-Y decorrente das modificacdes
moleculares, passam a ser desconhecidas em Orthoptera.

Dentre as espécies com sistema multiplo neo-Xi1X>Y em gafanhotos estdo as quatro
espécies representantes do género Dichromatos. Todas as quatro espécies do género foram
estudadas por técnica classica de coloragdo convencional, entretanto somente duas D. lilloanus e
D. schrottkyi foram estudadas mais profundamente com caracterizagao por técnicas citogenéticas
diferenciais e moleculares (PALACIOS-GIMENEZ et al., 2013). Para melhor caracteriza¢do dos
padrdes de origem e evolugdo dos sistema sexual no género € necessario caracterizar as outras duas

espécies por técnicas que revelem a composi¢ao especifica dos cromossomos sexuais.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Caracterizar os cromossomos da espécie Dichromatos montanus por técnicas de
citogenética classica e hibridizagao in situ florescente (FISH) para entendimento da composicédo e

evolucao do sistema sexual multiplo da espécie.

2.2 Objetivos especificos e metas

Realizar a coloragdo convencional para entender a organizagdo dos cromossomos sexuais.

Localizar e caracterizar a heterocromatina constitutiva por bandeamento C e
fluorocromos base-especificos, buscando entender os possiveis tipos de sequéncia presentes no
sistema sexual multiplo da espécie.

Realizar a hibridizacdo in situ fluorescente com distintas sondas para entender a
composicao do cromossomo sexual multiplo.

Analisar os dados de maneira comparativa com outras espécies do género para

entendimento da evolucao dos sistemas sexuais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material bioldgico e pontos de coleta

Os espécimes de Dichromatos montanus foram coletados em Parais6polis-MG. Os
individuos machos foram anestesiados sendo dissecados os testiculos. Estes foram preservados em
etanol: acido acético (3:1, v:v) e estocados em freezer -20°C. Tanto as pernas dos individuos

machos como as fémeas foram dissecadas e preservados em alcool 100% para a extracdo de DNA.

3.2 Preparo de laminas, coloracio convencional e bandeamento-C e CMA3/DAPI

As laminas foram preparadas por espalhamento de parte do testiculo em acido acético 45%.
A colorag¢io convencional foi realizada com Giemsa 8%. Para o bandeamento-C e CMA3/DAPI as
laminas foram confeccionadas como descrito acima e incubadas em 0,2M HCI, por 10 minutos, a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram lavadas em dgua destilada e tratadas com hidroxido
de bario 5%, por 1 minutos, a 60 °C e em 2xSSC, pH 7,0, por 10 minutos, a 60 °C. As ldminas

foram tratadas com fluorocromos: 0,5 mg/mL CMA;, por 1,5 h, distamicina por 30 minutos e 2

ug/mL DAPI, por 30 minutos. Em seguida foram montados com a composicado de glicerol/tampao

Mcllvaine (pH 7,0) 1:1, mais 2,5 mM MgCl.

3.3 Extracio de DNA, isolamento de familias multigénicas e telomeros

Os musculos das pernas de cada espécime foram utilizados para a extragdo de DNA. Esta
foi realizada utilizando a metodologia descrita por Sambrook e Russel (2001). As familias
multigénicas (rDNA 18S, gene de histona H3) foram isoladas por meio de PCR utilizando-se
primers especificos desenhados para insetos. Para o DNAr 18S e gene de histona H3 foram
utilizados os primers descritos por Cabral-de-Mello et al. (2010) e Teruel et al. (2010). As PCRs
foram realizadas em 10 x PCR de Buffer Rnx, 0,2 mM de MgCl», 0,16 mM de dNTPs, 2 mM de
cada par de primers, 1 U de DNA Polymerase Taq Platinum (Invitrogen, San Diego, CA, USA) e
50-100 ng/ul de DNA dependendo da amostra. A sonda telomérica foi obtida por PCR usando os
primers (TTAGG)5 e (CCTAA)S como descrito por [jdo et al. (1991).
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3.4 Obtencao da fracio Cot

A técnica de cinética de reassociagdo (Cot) foi realizada de acordo com Zwick et al. (1997)
com modificagdes. Cerca de 10ug de DNA foram dissolvidos em 0,3 M de NaCl e degradados por
DNAse durante um minuto e trinta segundos. Os fragmentos gerados foram conferidos por
eletroforese em gel de agarose a 1%. Em seguida, as amostras foram desnaturadas a 95°C por 10
minutos e submetidas ao gelo por 10 segundos, sendo submetidas a uma temperatura de
reassociacao de 65°C por 25 minutos. O material foi tratado com S1 nuclease durante 8 minutos a
37°C. Finalmente, o DNA foi purificado em fenol:cloroférmio (1:1, v:v), sendo o resultado da

fracdo Cot confirmado em eletroforese em gel de agarose 1%.

3.5 Hibridizacio in situ fluorescente

As sequéncias de DNAs repetitivos de DNAr 18S, H3, repeticao telomérica e fragdo Cot
foram marcadas com digoxigenina 11-dUTP (Roche, Mannheim, Germany) através da PCR ou
com biotina 14-dATP (Invitrogen) através da Nick translation, seguindo recomendagdes do
fabricante. A hibridizagéo in situ fluorescente (FISH) foi realizada usando o protocolo descrito por
Pinkel et al. (1986), com modificagdes propostas por Cabral-de-Mello et al. (2010). As sondas
foram detectadas usando anti-digoxigenin-Rhodamine (Roche) ou streptavidina alexa fluor-488
(Invitrogen). Todas as preparagdes foram contracoradas com DAPI e montadas com meio de
montagem Vectashield (Vector, Burlingame, CA, USA). As fotografias e sinais foram observados
utilizando um microscépio Olympus BX61 equipado com uma ldmpada fluorescente e filtros
adequados. As imagens foram fotografadas usando uma camera digital DP70 em escala de cinza.
Adicionalmente, as imagens foram pseudo-coradas em azul (cromossomos), vermelho ou verde

(sinais), sobrepostas e otimizadas em brilho e contraste usando Adobe Photoshop CS2.



12

4 RESULTADOS

A espécie Dichromatos montanus apresentou nimero diploide 2n=21 e sistema sexual
multiplo neo-X;X,YJ. Os cromossomos autossdmicos foram caracterizados como acrocéntricos.
Os cromossomos sexuais apresentaram as seguintes morfologias: X1 metacéntrico, X2
acrocéntrico ¢ Y metacéntrico. O maior elemento do sistema sexual ¢ o cromossomo X1. Na
metafase I, os cromossomos neo-sexuais foram observados na orientagdo convergente tipica de um
trivalente Robertsoniano, com o braco XR associado distalmente ao braco YL do cromossomo neo-
Y e ao bragco YR do cromossomo neo-Y distalmente associado ao cromossomo neo-X, (Figura 1a).

Por meio do bandeamento C foram observados blocos C-positivos correspondentes a

heterocromatina constitutiva na regido pericentromérica de todos os autossomos. Porém, nos
Cromossomos sexuais, apenas o neo-Y ndo apresentou regides heterocromaticas, enquanto que no
neo-X; e neo-X; esses blocos foram evidentes nas regides pericentroméricas (Figura 1b). Quando
submetidas a coloragao sequencial CMA3/DA/DAPI essas regides hetorocromaticas apresentaram
riqueza em bases C+G apenas no par 5 e no centromero do neo-X; (Figura 1c-d).
Com relagao a distribui¢do das regides repetitivas, a técnica da fragdo Cot evidenciou marcagdes nas
regides centroméricas de alguns autossomos (Figura le). J4 nos cromossomos sexuais foram
observados sinais de hibridizagdo apenas no centrdmero dos cromossomos neo-X; € neo-Xo. (Figura
le). Dentre as familias multigénicas, as regides da H3 foram localizadas na regido pericentromérica
do par 5 (Figura 2c¢), enquanto que sinais de marcagio para o cluster de 18S rDNA foram observados
no par 6 na regido pericentromérica e no centromero do neo-X; (Figura 2b).

Em busca de evidéncias citogenéticas de possiveis fusdes cromossdmicas envolvendo a
origem do sistema sexual multiplo, realizamos a marcagdo das regides teloméricas. Estas foram
localizadas nos terminais de todos os autossomos, enquanto que no neo-X;X>Y foram evidentes

apenas nos terminais dos cromossomos, ou seja nos telomeros atuais (Figura 2a).
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5 DISCUSSAO

Embora o nimero cromossdmico 2n=237/24%, com sistema cromossdmico de
determinacgdo sexual X0J4/XXQ seja o mais frequente na familia Acrididae, existem algumas
espécies com mecanismos cromossomicos sexuais derivados. As espécies com essa caracteristica
sdo observadas geralmente na regido Neotropical, a qual apresenta uma grande abundancia e
diversidade de membros da subfamilia Melanoplinae, onde os mecanisms sexuais derivados sao
frequéntes. Essa subfamilia apresenta em pelo menos 50 espécies com mecanismos cromossomicos
de determinagio sexual derivado dos tipos neo-XY /XX 2 e neo- X1 X, Y3/X1 X1 XX, 9 (MESA
et al.,1982; CASTILLO et al.,, 2010b). Um dos exemplos de representantes da subfamilia
Melanoplinae com distinto mecanismo de determinag¢do cromossOmica sexual ¢ a espécie aqui
estudada, Dichromatos montanus. Neste trabalho, além da confirmac¢do do niimero cromossomico,
detectamos que o sistema de determinagdo sexual em D. montanus foi similar ao observado em
espécies do mesmo género, como, D. lilloanus e D. schrottkyi (PALACIOS-GIMENEZ et al.,
2013). A alta frequéncia destes neo-sistemas esta relacionado nesta subfamilia com fusdes centricas
entre autossomos € cromossomos sexuais, inversoes e perda da recombinagdao (MESA et al., 1982;
CASTILLO et al., 2010a; FERREIRA ¢ MESA, 2010). Em D. montanus os cromossomos neo-
sexuais apresentaram a mesma origem e formagdo das espécies de mesmo género (PALACIOS-
GIMENEZ et al., 2013), porém o cromossomo neo-X; foi o maior elemento € o ndo o Y como
relatado na descricdo citogenética das demais espécies do género, sugerindo amplificagdo
diferencial de elementos repetitivos, causando a diferenca de tamanho dos cromossomos
observados nas espécies. Além disso, confirmamos a hipotese de que fusdes centricas sdo
originarias de quebras cromossomicas duplas com a perda de sequéncias teloméricas (WHITE,
1978; PALACIOS-GIMENEZ et al., 2013). Isso foi possivel devido a presenga de sinais
teloméricos apenas nos terminais dos cromossomos neo-X envolvidos no rearranjo.

A distribui¢do dos blocos C-positivos nas regides pericentroméricas dos autossomos da
espécie foi semelhante ao ja descrito em outras espécies de gafanhotos (SANTOS et al 1983; JOHN
etal 1985; CASTILLO et al 2010). Nos cromossomos sexuais, a heterocromatina restrita as regioes
pericentroméricas dos cromossomos neo-X indicam a ndo disseminacdo de segmentos

heterocromaticos apos sua origem. Entretanto, a ndo ocorréncia de regides heterocromaticas no
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neo-Y ¢ interpretado como evidéncias da perda de pressdo de selecdo nas regides ndo recombinadas
durante sua diferenciagdo resultando em uma alta taxa de diversificagdo genética do cromossomo
neo-Y (PALACIOS-GIMENEZ et al., 2013). Dados similares foram obtidos com a hibridizagio da
fracdo Cot, sugerindo que a maioria do DNA repetitivo presente na espécie foi representada na
fragdo Cot. Esses dados também enfatizam a ndo dispersdo acentuada de DNAs repetitivos nos
Cromossomos sexuais, assim como ja observado para a espécie D. schrottkyi (PALACIOS-
GIMENEZ et al., 2013).

Com relagao a localizagdo do rDNA 188, nossos dados foram semelhantes aos obtidos para
os demais representantes do género Dichromatos relatado por PALACIOS-GIMENEZ et al.
(2013). A presenga do cluster de rDNA 18S nos cromossomos sexuais destas espécies indica uma
caracteristica comum para o grupo. Adicionalmente, os resultados originados com D. montanus
reforcam a presenca de diferentes caminhos evolutivos para os sistemas de determinacao sexual
neo-XY dentro da familia Melanoplinae (PALACIOS-GIMENEZ et al., 2013). J4 manutencdo dos
sinais de hibridizagdo da histona H3 em apenas um par autossémico em D. montanus corrobora a
caracteristica ancestral para desse marcador dentro de Acrididae (CABRERO et al., 2009).
Ressalta-se também que a auséncia de dispersao dos sitios de H3 em D. montanus demosntra que
essa espécie tragou uma evolu¢do cromossomica similar ao observado para D. schrottkyi,

diferenciando-se assim de D. lilloanus (PALACIOS-GIMENEZ et al., 2013).
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6 CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente trabalho possibilitaram o melhor entendimento da evolucao
do sistema de determinagdo cromossomica sexual em D. montanus. O estudo também reforcou a
presenca de distintos mecanismos de diferenciagdo cromossomica dentro do género Dichromatos,
Além disso, a similaridade de diferentes marcadores cromossomicos entre D. montanus e D.

schrottkyi, evidenciou um relacionamento proximo entre essas espécies.
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FIGURAS

Figura 1. Células testiculares de Dichromatos montanus submetidas a colora¢ao convencional com
GIEMSA (a), bandamento- C (b), coloragdo por DAPI/DA/CMA3; (c,d) e hibridizagdo in situ

fluorescente (FISH) com sonda da fragdao Cot (e).
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Figura 2. Hibridizagao in situ fluorescente (FISH) em células meidticas de Dichromatos

montanus utilizando-se as sondas teloméricas (a), TDNA 18S (b) e histona H3 (c).



