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NOTA 

 
 Esta monografia é apresentada de acordo com o formato de artigo de revista 

científica seguindo restritamente todas as normas de apresentação do Trabalho de 

Conclusão de Curso – TCC encontradas no Regulamento de entrega de TCC (item 

1., sub-item 1.3.) dos Cursos de Graduação do Instituto de Biociências do Campus 

de Rio Claro. 

 O artigo científico no qual se baseia esta monografia encontra-se no formato 

original publicado na revista online PLoS ONE, intitulado: “Microsatellite Organization 

in the Grasshopper Abracris flavolineata (Orthoptera: Acrididae) Revealed by FISH 

Mapping: Remarkable Spreading in the A and B Chromosomes” com autoria de 

Diogo Milani e Diogo C Cabral-de-Mello, PLoS ONE 9(5): e97956. 
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Resumo 
 

Com o propósito de se obter um conhecimento aprofundado sobre DNAs repetitivos 

e sua organização nos cromossomos de gafanhotos, nós utilizamos a técnica 

citogenética de Hibridização in situ fluorescente (FISH) para o mapeamento da 

distribuição de dezesseis sequências de microssatélites, incluindo mono-, di-, tri- e 

tetra-nucleotídeos, nos cromossomos da espécie Abracris flavolineata (Acrididae), 

que comporta um cromossomo B (supranumerário). A FISH (Hibridização in situ 

fluorescente) revelou pelo menos dois padrões distintos: (i) sinais exclusivamente 

espalhados, e (ii) sinais espalhados e específicos, formando blocos evidentes. O 

enriquecimento foi observado em ambas áreas de eucromatina e heterocromatina e 

também apenas o motivo (C)30 apresentou ausência na heterocromatina. Os 

cromossomos A e B se apresentaram enriquecidos com todos os elementos 

mapeados, sendo observado para o cromossomo a presença de blocos mais 

distintivos para (GA)15 e (GAG)10. Para o complemento A blocos distintos foram 

observados para (A)30, (CA)15, (CG)15, (GA)15, (CAC)10, (CAA)10, (CGG)10, (GAA)10, 

(GAC)10 e (GATA)8. Estes resultados revelaram um intenso espalhamento dos 

microssatélites no genoma de Abracris flavolineata independentemente de 

enriquecimento de A+T ou G+C de cada uma das sequências. Os dados indicam 

que os microssatélites compõem o cromossomo B e que poderiam estar envolvidos 

na evolução deste elemento na espécie em estudo, embora nenhuma relação 

específica com qualquer cromossomo A tenha sido observado para discutir sobre 

sua origem. A análise sistemática apresentada neste trabalho contribui para o 

conhecimento sobre DNAs repetitivos e sua organização nos cromossomos dos 

gafanhotos, incluindo os cromossomos B. 

 

Palavras-chaves: citogenética, DNAs repetitivos, cromossomos supernumerários, 

repetições em tandem. 
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1. Introdução 
 

1.1. DNAs repetitivos: Características gerais 
Os genomas eucarióticos apresentam ampla variabilidade por serem 

compostos de diferentes quantidades de DNAs repetitivos, constituídos por distintos 

grupos (CHARLESWORTH et al., 1994; LÓPEZ-FLORES e GARRIDO-RAMOS, 

2012). Esses elementos repetitivos são basicamente representados pelas famílias 

multigênicas, DNAs satélites, microssatélites e minissatélites e elementos de 

transposição (transposons e retrotransposons). Dentre todos estes grupos, 

essencialmente, as famílias multigênicas estão envolvidas na codificação de 

importantes proteínas e RNAs que atuam na organização e metabolismo celular. 

Além disso, os DNAs repetitivos estão envolvidos na  formação da heterocromatina 

e em processos de regulação gênica (SHAPIRO e STERNBERG, 2005; BIÉMONT e 

VIEIRA, 2006; FESCHOTTE e PRITHAM, 2007), organização e funcionalidade dos 

centrômeros, telômeros, perfeita segregação cromossômica, regulação gênica, 

reparo e replicação do DNA e diferenciação dos cromossomos sexuais (ANLEITNER 

e HAYMER, 1992; KRAEMER e SCHMID, 1993; MESSIER et al., 1996; MARTINS, 

2007; LÓPEZ-FLORES e GARRIDO-RAMOS, 2012). 

As famílias multigênicas são sequências de DNA (genes) com notável 

similaridade estrutural e funcional, sendo descendentes de um gene ancestral 

comum (NEI e ROONEY, 2005). Dentre estas sequências são exemplos bastante 

conhecidos os genes de RNAs ribossomais (RNAr) e genes codificadores de 

proteínas histônicas. Além destes, podem ser citados os genes da proteína de 

choque térmico em Drosophila melanogaster e Eypropecnemis plorans (NEI e 

ROONEY, 2005; TERUEL et al., 2011), os genes MHC e imunoglobulinas em 

vertebrados (NEI et al., 1997), genes de receptores olfativos em mamíferos 

(WHINNETT e MUNDY, 2003; NIIMURA e NEI, 2003), genes de ubiquitina em 

eucariotos (NEI et al., 2000), e muitos outros. Estas famílias gênicas podem ocorrer 

em múltiplas cópias no genoma, como os genes de RNAr, RNAsn (smal nuclear 

RNA) e histonas, sendo organizados em tandem ou dispersos pelo genoma. 

Os DNA satélites são compostos por sequências altamente repetitivas com 

ampla variabilidade organizadas em tandem com diferentes números de cópias nos
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genomas dos eucariotos, podendo variar entre 1.000 e mais de 100.000 cópias de 

uma unidade de repetição geralmente com 100-300 pb. Essas sequências são 

organizadas como grandes aglomerados, principalmente nas regiões centromérica e 

telomérica dos cromossomos, e são o principal componente da heterocromatina 

(JOHN e MIKLOS, 1979; CHARLESWORTH et al., 1994; UGARKOVÍC e PLOHL, 

2002; PALOMEQUE e LORITE, 2008). Famílias de DNA satélite podem 

corresponder a 0-66% de determinados genomas de mamíferos e a sua composição 

e número de famílias não relacionadas podem variar muito (BERIDZE, 1986). 

Diferentes espécies geralmente apresentam uma divergência entre as famílias de 

DNA satélite como um resultado de mecanismos de evolução em concerto 

(ARNHEIM, 1983), conduzindo a sequências de DNAs satélites espécie-específicas. 

Os minissatélites incluem todas as repetições em tandem que não sejam 

suficientemente grande para serem incluídas como uma repetição satélite, nem 

suficientemente pequena para ser considerada uma sequência microssatélite 

(MARTINS, 2007). Apresentam variação de tamanho de 10-100 pares de base (pb) 

e encontram-se dispersas por todo o genoma e agrupadas perto do telômero com 

variação no número de unidades de repetição (VNTR). Os minissatélites são 

encontrados nos mais distintos grupos de eucariotos, desde leveduras, plantas e 

animais, sendo uma classe de DNA repetitivo comum nos genomas eucariotos 

(JEFFREYS et al., 1985).  

Os microssatélites ou SSRs (repetições de sequências simples) consistem em 

repetições em tandem de pequenas sequências de DNA com um a cinco ou seis 

bases de nucleotídeos por unidade de repetição intercalados no genoma eucariótico 

(TAUTZ e RENZ, 1984; ELLEGREN, 2004), podendo estar presentes em regiões 

cromossômicas eucromáticas como podem estar associados com a heterocromatina 

constitutiva. Dentre os exemplos de microssatélites, podem ser citadas as distintas 

sequências de DNA telomérico (SCHLÖTTERER, 2000). Os microssatélites 

possuem um alto polimorfismo, decorrente das altas taxas  de mutação nestes locos 

por geração (LI et al., 2002). No entanto, são  flanqueados por sequências únicas e 

por isso podem ser amplificados através de PCR, o que  fazem deles ótimos 

marcadores moleculares. Dois mecanismos de mutação que dependem de 

condições do ambiente podem ser invocados para explicar essa taxa de mutação. O 

primeiro envolve “DNA slippage” durante a replicação de DNA (TACHIDA e IIZUKA, 
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1992), e o segundo envolve recombinação entre as fitas não homólogas de DNA 

(HARDING et al., 1992).  

Os elementos transponíveis são diferenciados das outras sequências 

repetitivas presentes nos genomas eucariotos simplesmente por sua capacidade de 

transposição/movimentação para distintas regiões, podendo gerar novas cópias de 

si mesmo. Grande parte dos diversos elementos repetitivos são originados dos 

elementos transponíveis e os mesmos representam uma grande porção dos 

genomas. Diversas famílias destes elementos já foram identificadas nos genomas, 

podendo ocorrer em espécies não relacionadas ou presentes apenas em grupos 

específicos (BIÉMONT e VIEIRA, 2006; FESCHOTTE e PRITHAM, 2007, WICKER 

et al., 2007). Em humanos, por exemplo, TEs (elementos transponíveis) 

representam aproximadamente 45% de todo genoma (LANDER et al., 2001), mas 

podem alcançar mais de 80% em algumas plantas, ou também apenas constituindo 

em 15% do genoma de D. melanogaster (VIEIRA et al., 1999). 

Os elementos móveis (transposição) são classificados em Classe I 

(retrotransposons), apresentando RNA como intermediário, e Classe II (transposons 

sensu stricto), que se move diretamente como DNA (WICKER et al., 2007). Esses 

dois tipos são classificados em ordens incluindo diferentes superfamílias com base 

na estratégia de replicação. Os retrotransposons incluem LTR (repetições terminais 

longas) e outros sem essas repetições (não-LTR), conhecidos como LINES 

(elementos nucleares com espaçamento longos), que são considerados como os 

mais dispersos TEs eucarióticos (VITTE e BENNETZEN, 2006). Outro tipo 

caracterizado como transposon de DNA com mecanismos de transposição não 

conhecidos são agrupados em elementos MITE (miniaturas invertidas de elementos 

de transposição) (WESSLER et al., 1995). O comportamento replicativo de TE 

permite que estes se acumulem no genoma, onde são considerados basicamente 

como parasitas genômicos ou DNA egoísta. Mas, sua contribuição para o tamanho 

do genoma, seu papel na evolução de outras sequências repetitivas e sua 

capacidade de mutação genética e cromossômica, os tornaram uma importante 

força que contribui na construção e organização do genoma eucarioto (KIDWELL, 

2002; FESCHOTTE e PRITHAM, 2007). A frequência e dinâmica de longo prazo de 

TEs nas populações podem ser explicadas pelo equilíbrio entre a 
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habilidade de auto-propagação desses elementos parasitas e a eliminação da cópia 

gerada pelos efeitos deletérios associados à inativação dos genes onde eles estão 

inseridos, como também nas consequências negativas da recombinação ectópica e 

rearranjos cromossômicos que eles promovem (CHARLESWORTH et al., 1994; 

KIDWELL e LISH, 1997). Elementos transponíveis se encontram principalmente em 

regiões heterocromáticas (DIMITRI et al., 2003) onde a existência de baixa 

densidade e supressão de genes ou baixa recombinação possa suavizar seus 

efeitos deletérios. No entanto, regiões eucromáticas, sendo algumas geneticamente 

ativas, são também alvos desses elementos (REBUZZINI et al., 2009; MONTIEL et 

al., 2012). 

 

1.2. Cromossomos B e DNAs repetitivos em gafanhotos 
Os cromossomos B ou elementos supranumerários foram os primeiros 

elementos egoístas descobertos (WILSON, 1907) e foram definidos por Jones and 

Rees (1982) como cromossomos não homólogos aos cromossomos do 

complemento normal (complemento A) que não apresentam capacidade de 

recombinação com os mesmos e são completamente dispensáveis. Na primeira 

conferência realizada sobre cromossomos B,  Camacho e Parker (1993) definiram 

que estes elementos são “cromossomos dispensáveis presentes em alguns 

indivíduos de algumas populações de algumas espécies de plantas e animais, que 

surgiram provavelmente dos cromossomos A, entretanto seguem seu próprio 

caminho evolutivo, uma vez que não se recombinam com o genoma A” 

(BEUKEBOOM, 1994). Os cromossomos B também se caracterizam por apresentar 

mecanismos de acumulação, mitóticos e/ou meióticos, devido principalmente à 

segregação não mendeliana e se transmitirem com taxas superiores às dos 

cromossomos A (JONES, 1995; HOUBEN et al., 2013). 

Desde sua descoberta foi relatada a presença de cromossomos Bs em cerca 

de 15% das espécies de eucariotos, correspondendo a 1.300 espécies de plantas, 

500 animais e 10 fungos, tendo sido mais frequentes em alguns grupos, tais como 

ortópteros, peixes, gramineas e liliáceas (revisado por CAMACHO, 2005).  

Vários modelos foram propostos para explicar a persistência dos 

cromossomos B nas populações. Segundo Camacho et al. (2000), o modelo que se 

encontra na maioria dos cromossomos B estudados é o modelo parasita-egoísta



________________________________________________________________________ 
Introdução 

___________________________________________________________________________
Diogo Milani 

9 

(ÖSTERGREN, 1945; JONES, 1995; SHAW e HEWITT, 1990), que considera que a 

atual frequência de cromossomos B é o produto de um equilíbrio entre os 

mecanismos de acumulação, que aumentam a frequência e o impacto negativo 

destes cromossomos sobre a eficiência biológica em portadores, que diminuem a 

sua frequência. Camacho et al. (2003) sugerem que o genoma do hospedeiro pode 

mostrar diferentes níveis de tolerância, que poderia ser visto como um genótipo 

exposto a diferentes graus de parasitismo (número de cromossomos B). Um 

genótipo considerado tolerante poderia ser capaz de portar cromossomos B com 

uma redução da eficiência biológica menor que a dos indivíduos não tolerantes. Uma 

vez que o cromossomo B chega a ser mais ou menos estável, este pode evoluir 

através de várias alternativas, extinguindo-se por deriva ou seleção, continuando a 

ser um parasita, ou integrar-se no genoma sem adquirir nenhuma função 

(CAMACHO, 2005). 

Os cromossomos B podem ter tamanho equivalente ao dos cromossomos do 

complemento A, embora existam exemplos de cromossomos B maiores que os A, e 

também menores, como os mini-cromossomos B descritos em várias espécies. O 

tamanho dos cromossomos Bs interferem diretamente em sua estabilidade ao longo 

das divisões celulares, sendo os grandes ou com tamanhos medianos mais estáveis 

comparados aos Bs diminutos (CAMACHO, 2005). Quanto à composição a maioria 

dos cromossomos B é composta de elementos repetitivos ou heterocromáticos, 

entretanto, alguns poucos genes de cópia única têm sido descritos nesses 

cromossomos (GRAPHODATSKY et al., 2005), além das famílias multigênicas de 

RNAr 18S, 5S, RNAsn U2 e histonas (LÓPEZ-LEÓN et al., 2008; LORETO et al., 

2008; TERUEL et al., 2010; BUENO et al., 2013). 

Dentre os elementos de DNA repetitivos mais encontrados nos cromossomos 

B destacam-se genes ribossomais, DNAs satélites e elementos transponíveis 

(CAMACHO et al., 2000, CAMACHO, 2005). Distintos DNAs satélites e elementos 

transponíveis foram descritos em diversos cromossomos B de diferentes espécies, 

tais como Eypepocrinemis plorans (Orthoptera), Crepis capillaris (Asteraceae), 

Nasonia vitripennis (Hymenoptera), Drosophila subsilvestris (Diptera), Zea mays 

(Poaceae), Secale cereale (Poaceae), Astyanax scabripinnis (Osteichthyes), dentre 

outros, podendo, os mesmos serem específicos dos Bs ou compartilhados com 

cromossomos A (NUR et al., 1988; JAMILENA et al., 1994; GUTKNECHT et al.,
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1995; PUERTAS, 2002; LÓPEZ-LEÓN et al., 2008, MARQUES et al., 2012). Em Z. 

mays e em Secale cereale, os cromossomos B compartilham sequências de DNA 

repetitivos com os cromossomos A, além de serem observadas outras sequências 

de DNA satélites específicas dos cromossomos B (PUERTAS, 2002).  

O acúmulo de elementos repetitivos nos cromossomos B está diretamente 

associado a sua natureza heterocromática e ausência de recombinação com os 

elementos A (BEUKEBOOM, 1994; CAMACHO et al., 2000). A presença de 

transposons estão sendo detectados em vários cromossomos B (CAMACHO, 2005), 

podendo, além de causar a inativação de genes, modificar a ordem e estrutura 

gênica e ocasionar a gradual degeneração deste cromossomo (CAMACHO et al., 

2000), bem como estar implicados em sua origem e evolução. 

Dentre os ortópteros a presença de cromossomos B foi relatada em 191 

espécies, destacando-se a superfamilia Acridoidea com cerca de 14,6% das 

espécies, sendo os mesmos prevalentes em espécies com cromossomos 

acrocêntricos (PALESTIS et al., 2010). Embora seja bastante frequente a presença 

de cromossomos B nos gafanhotos, análises mais aprofundadas em relação à 

composição são basicamente restritas às espécies E. plorans, L. migratoria e 

espécies do gênero Podisma, além de alguns estudos em gafanhotos sul-

americanos, tais como Rhammatocerus brasiliensis, Xyleus discoideus angulatus, 

Dichroplus pratensis e Abracris flavolineata (BUENO et al., 2013; BUGROV et al., 

2007; TERUEL et al., 2010; LÓPEZ-LEÓN et al., 1993; BAKKALI et al., 2001; 

CABRERO et al., 2003; LORETO et al., 2008; BIDAU, 1987). 

Em E. plorans, espécie modelo para estudos de diversificação de 

cromossomos B, as sequências repetitivas de DNA têm sido bastante úteis em 

análises relativas à origem e diversificação das distintas variantes destes elementos. 

Nesta espécie, todas as células dos indivíduos apresentam o cromossomo B e mais 

de 50 variantes de cromossomos B foram observadas em distintas populações 

(LÓPEZ-LEÓN et al 1993, 2008; BAKKALI et al., 2001). O mapeamento físico 

cromossômico utilizando DNAr 18S e 5S e DNA satélite (180-bp) em representantes 

de distintas populações tem auxiliado a traçar a origem destes elementos nas 

populações desta espécie. Por exemplo, o mapeamento dos genes ribossomais e do 

DNA satélite 180-bp indica a origem múltipla e independente do cromossomo B em 

populações europeias (CABRERO et al., 2003). Além disso, o mapeamento do DNAr 
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5S indica a origem do cromossomo supranumerário a partir do menor elemento 

autossômico (S11) na população do Caucaso (CABRERO et al., 2003), enquanto em 

outras populações, a origem a partir do cromossomo X foi relatada com o uso do 

DNAr 45S e DNA satélite (180-bp) como sonda (LÓPEZ-LEÓN et al., 1994). 

Recentemente a pintura cromossômica com sondas totais obtidas dos cromossomos 

B24 e X indicou forte relação de compartilhamento de sequências entre estes 

cromossomos, além do compartilhamento de sequências com os blocos de 

heterocromatina nos autossomos, indicando provável origem intraespecífica deste 

elemento (TERUEL et al., 2009).  

Além de E. plorans outras espécies de gafanhotos europeus têm sido 

utilizadas como modelo para análises de cromossomos supranumerários, tal como 

espécies do gênero Podisma e Locusta migratoria. Dentre estas análises realizadas 

destacam-se o mapeamento de genes repetitivos, tais como DNAr e genes de 

histona e pintura cromossômica dos B microdissectados, além do uso de alguns 

clones contendo DNAs repetitivos (BUGROV et al., 2007; TERUEL et al., 2010). 

Em gafanhotos Sul-americanos a presença de cromossomos B com 

morfologia e heteropicnose similar a do cromossomo X tem sido registrada em 

distintas populações de Rhammatocerus brasiliensis e Xyleus discoideus angulatus 

(LORETO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011). Em R. brasiliensis, estudos de 

cromossomo B revelaram semelhança com alguns autossomos portadores de DNAr 

5S mas não DNAr 45S, e também mostraram que o cromossomo X não apresenta 

ambas as famílias de DNAr (LORETO et al., 2008), indicando origem autossômica. 

Por outro lado, o DNAr 5S mapeado em todos os cromossomos do complemento 

padrão (exceto no par 11) e no cromossomo B, mostrou um resultado distinto das 

outras populações posteriormente analisadas. Além da dispersão do DNAr 5S no 

genoma de R. brasiliensis foram também observados múltiplos locais de genes H3 

de histonas, sendo localizados nas mesmas regiões cromossômicas de DNAr 5S, 

incluindo a presença de gene H3 no cromossomo B (OLIVEIRA et al., 2011).  Em X. 

discoideus angulatus, o DNAr 45S se mostrou ausente no cromossomo B, ao passo 

que o cromossomo X contém um dos dois agrupamentos 45S rDNA no genoma 

(LORETO et al., 2008), reforçando origem autossômica deste elemento. Na espécie 

de gafanhoto Dichroplus pratensis dois tipos distintos de cromossomos B foram
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relatados (BIDAU, 1987), dos quais um deles apresenta ocorrência de DNAr 45S 

compartilhado com o par cromossômico 8 (BIDAU et al., 2004). 

Embora uma significante fração do genoma eucariótico seja composta por 

microssatélites, sua distribuição cromossômica foi abordada apenas em grupos 

específicos (CUADRADO E JOUVE, 2007, 2010; CUADRADO et al., 2008; KUBAT 

et al., 2008; SANTOS et al., 2010; POKORNÁ et al., 2011; KEJNOVSKY et al., 2013; 

MATSUBARA et al., 2013; TERENCIO et al., 2013). Além disso, os estudos que 

exploram a composição dos cromossomos B com distintas sequências repetitivas 

não investigam sistematicamente a ocorrência/distribuição de microssatélites 

(CUADRADO et al., 2008; MARQUES et al., 2012). Os gafanhotos possuem 

genomas enormes, podendo atingir cerca de 16 Gb, e isto poderia estar diretamente 

relacionado com a proliferação de DNAs repetitivos, como recentemente 

demonstrado pelo genoma sequenciado de Locusta migratoria (WANG et al., 2014), 

que revelou ser composto em 60% de DNAs repetitivos. No entanto, a organização 

de sequências repetitivas específicas, como os microssatélites, são pobremente 

conhecidas neste grupo de insetos, pelo qual o mapeamento cromossômico de 

(AG)10 e (AC)10 é restrito apenas em E. plorans e Chorthippus sp, respectivamente 

(CUADRADO et al., 2008). 

 Embora os estudos de cromossomos B em ortópteros sejam numerosos, 

trabalhos relacionados com mapeamento físico cromossômico visando elucidar os 

distintos padrões de origem e diversificação destes elementos são ainda escassos, 

principalmente em gafanhotos Sul-americanos. O isolamento e caracterização de 

distintas sequências de DNA serão úteis nas análises cromossômicas com enfoque 

em estudos de evolução, origem e diversificação de supranumerários em 

gafanhotos. As análises propostas neste projeto juntamente com os resultados já 

obtidos com outras classes de DNAs repetitivos, tais como famílias multigênicas, 

fração de DNA C0t-1 (BUENO et al., 2013) e elementos de transposição para a 

espécie Abracris flavolineata irão auxiliar no entendimento dos padrões de origem, 

organização molecular e evolução de cromossomos B na espécie alvo do estudo.  
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2. Objetivos 
 

Aprofundar o conhecimento a respeito dos DNAs repetitivos e sua 

organização cromossômica, bem como sobre a composição/evolução do 

complemento A e de cromossomos B em gafanhotos através do mapeamento por 

FISH de diferentes sequências de DNAs microssatélites. 
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3. Materiais e métodos 
 
Espécimes machos e fêmeas adultos de Abracris flavolineata foram coletados 

na região de Rio Claro e colocados em caixas de criação para fecundação e 

obtenção de posturas. Posteriormente, os embriões foram obtidos a partir da 

dissecção do ovo com cerca de 15 dias após a postura. Células mitóticas foram 

obtidas de embriões segundo o protocolo proposto por Webb et al. (1978) com 

pequenas modificações. Essas células foram utilizadas para experimentos de 

bandeamento-C de acordo com Summer (1972) e experimentos de FISH. Pelo 

menos 15 metáfases foram analisadas para descrever os padrões de distribuição 

dos microssatélites. 

 Foram utilizados dezesseis distintos microssatélites específicos como sondas 

marcados diretamente com Biotina na extremidade 5’ (Sigma, St. Louis, MO, USA) 

durante sua síntese em experimentos de FISH (Hibridização in situ fluorescente). 

Estes repeats incluíram, mono- (A)30, (C)30, di- (CA)15, (CG)15, (GA)15, (TA)15, tri- 

(CAA)10, (CAC)10, (CAG)10, (CGG)10, (GAA)10, (GAC)10, (GAG)10, (TAA)10 e 

tetranucleotídeos (GACA)4, (GATA)8. 

A FISH foi realizada utilizando basicamente o protocolo descrito por Pinkel et 

al. (1988) com pelo menos 300ng de DNA, com adaptações propostas por Cabral-

de-Mello et al. (2010) e as sondas foram detectadas usando Streptavidina, Alexa 

Fluor® conjugado 488 (Invitrogen, San Diego, CA, USA). Todas as preparações 

foram contracoradas com DAPI (49, 6-diamidino-2-fenilindona) e montadas com 

meio de montagem Vectashield (Vector, Burlingame, CA, USA). 

 Os resultados foram observados no microscópio Olympus BX61 equipado 

com lâmpada fluorescente e filtros apropriados. As imagens foram fotografadas 

utilizando uma câmera digital resfriada DP70 em escala de cinza e posteriormente 

pseudocoloridas combinadas e otimizadas com brilho e contraste pelo programa 

Adobe Photoshop CS6. 
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4. Resultados e discussão 
 

 Esta etapa do trabalho está apresentada no referente manuscrito publicado 

na revista PLoS ONE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Microsatellite Organization in the Grasshopper Abracris
flavolineata (Orthoptera: Acrididae) Revealed by FISH
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Abstract

With the aim of acquiring deeper knowledge about repetitive DNAs chromosomal organization in grasshoppers, we used
fluorescent in situ hybridization (FISH) to map the distribution of 16 microsatellite repeats, including mono-, di-, tri- and
tetra-nucleotides, in the chromosomes of the species Abracris flavolineata (Acrididae), which harbors B chromosome. FISH
revealed two main patterns: (i) exclusively scattered signals, and (ii) scattered and specific signals, forming evident blocks.
The enrichment was observed in both euchromatic and heterochromatic areas and only the motif (C)30 was absent in
heterochromatin. The A and B chromosomes were enriched with all the elements that were mapped, being observed in the
B chromosome more distinctive blocks for (GA)15 and (GAG)10. For A complement distinctive blocks were noticed for (A)30,
(CA)15, (CG)15, (GA)15, (CAC)10, (CAA)10, (CGG)10, (GAA)10, (GAC)10 and (GATA)8. These results revealed an intense spreading of
microsatellites in the A. flavolineata genome that was independent of the A+T or G+C enrichment in the repeats. The data
indicate that the microsatellites compose the B chromosome and could be involved in the evolution of this element in this
species, although no specific relationship with any A chromosome was observed to discuss about its origin. The systematic
analysis presented here contributes to the knowledge of repetitive DNA chromosomal organization among grasshoppers
including the B chromosomes.
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Introduction

The accumulation of highly repetitive DNAs that are organized
in tandem and dispersed is a common pattern in eukaryotic
genomes [1–3]. Among tandem repeats, microsatellites or simple
sequence repeats (SSRs) are composed of short motifs (,6 bp) and
constitute one of the most dynamic types of sequences; SSRs are
abundant and can be located in specific chromosomal areas or
widely scattered throughout euchromatic or heterochromatic areas
[4–7]. In addition to other repetitive DNAs, such as transposable
elements (TEs), satellite DNAs and multigene families, these
sequences, have had a great impact on the organization and
evolution of genomes [3,5,8–13].

One genome element that is characterized by the accumulation
of repetitive DNAs are the B chromosomes (supernumerary or
accessory chromosomes), which are dispensable elements that
occur as polymorphism in addition to the standard karyotype in
more than 2,000 eukaryotic species [14–16]. The close relation-
ship between B chromosomes and repetitive DNAs has been
demonstrated in some studies, revealing distinct classes of this
genomic fraction, including transposons, retrotransposons, satellite
DNA and multigene families. The accumulation of these repetitive

DNAs may have resulted from a lack of recombination and may
have led to B chromosome species-specific evolution [14–20].

The occurrence of B chromosomes has been reported in 191
Orthoptera species and in approximately 14.6% of Acridoidea
representatives; B chromosomes also prevail in species with
acrocentric chromosomes [21]. Although prevalent in grasshop-
pers, the molecular content of B chromosomes and their
relationship with A elements have only been extensively investi-
gated by the chromosomal mapping of repetitive DNAs in a few
species, mainly in Eyprepocnemis plorans and to a lesser extent in
Locusta migratoria, Abracris flavolineata, Rhammatocerus brasiliensis, Xyleus
discoideus angulatus, Dichroplus pratensis, and species of Podisma. In
these species, the mapping of repetitive DNAs has revealed
variability and the presence of distinct sequences in B chromo-
somes, such as satellite DNA, rDNAs, histone genes, U2 snDNA
and a SCAR marker; these mapping efforts may inform
hypotheses about the possible origins and evolution of these
elements [22–37].

Although a significant fraction of the eukaryotic genome is
composed of microsatellites, their chromosomal distribution has
been addressed only in specific groups (see for example [6,7,38–
44]). Moreover, the studies that explore the composition of the B

PLOS ONE | www.plosone.org 1 May 2014 | Volume 9 | Issue 5 | e97956

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0097956&domain=pdf


chromosome with distinct repetitive sequences do not systemati-
cally investigate microsatellite occurrence/accumulation [38,45].

Grasshoppers possess large genomes and it could be directly
related to the proliferation of repetitive DNAs, as recently
demonstrated by genome sequencing of Locusta migratoria [46],
that revealed ,60% of repetitive DNAs. On the other hand, the
organization of specific repetitive sequences, like microsatellites,
are poorly know in this insect group, with chromosomal mapping
of (AG)10 and (AC)10 restrict to E. plorans and Chorthippus sp,
respectively [38]. Here in order to obtain a deeper knowledge of
repetitive DNAs chromosomal organization for standard comple-
ment and B chromosome composition/evolution in grasshoppers
we mapped 16 distinct microsatellite motifs in the chromosomes of
Abracris flavolineata (Acrididae: Ommatolampidinae), a species
presenting 2n = 23,X0 (male) and 2n = 24,XX (female) and with
occurrence of B chromosomes [37]. Our results revealed intense
spreading of distinct motifs in A complement and B chromosome.

Materials and Methods

Cells bearing one B chromosome were obtained from embryos
males (2n = 23,X0) or females (2n = 24,XX) following the protocol
proposed by Webb et al. [47], with slight modifications. These
cells were used in C-banding experiments according to Sumner
[48] and in FISH experiments using microsatellites. At least 15
metaphase spreads were analyzed to describe the patterns of
microsatellite distribution.

Specific microsatellites were labeled directly with Biotin during
synthesis at the 59 end and were used as probes (Sigma, St. Louis,
MO, USA). The microsatellites included mono-, di- tri- and tetra-
nucleotides: (C)30, (A)30, (TA)15, (CG)15, (CA)15, (GA)15, (TAA)10,
(TAC)10, (GAG)10, (GAA)10, (GAC)10, (CAA)10, (CAC)10,
(CGG)10, (GACA)4, and (GATA)8. The FISH experiments were
performed with at least 300 ng of DNA according to the protocol
proposed by Pinkel et al. [49] and with modifications reported by
Cabral-de-Mello et al. [50]. The probes were detected using
Streptavidin, Alexa Fluor 488 conjugate (Invitrogen, San Diego,
CA, USA), and all preparations were counterstained with DAPI
(49, 6-diamidino-2-phenylindone) and mounted in Vectashield
(Vector, Burlingame, CA, USA). The results were observed using
an Olympus microscope BX61 that was equipped with a
fluorescence lamp and the appropriate filters. Images were
photographed using a DP70 cooled digital camera in grayscale,
and the images were pseudocolored and posteriorly combined and
optimized for brightness and contrast with Adobe Photoshop CS6.

Results

C-positive blocks that correspond to constitutive heterochro-
matin were observed in pericentromeric regions that extended to
the short arms in the A complement. The B chromosome was
euchromatic, as previously described by Bueno et al. [37]
(Figure 1).

Two distinct general distribution patterns that depended on the
microsatellite were observed by FISH: (i) exclusively scattered
signals (Figure 2), and (ii) scattered and specific signals, forming
evident blocks (Figure 3). Among the microsatellites with scattered
distribution slight differences were observed for distribution with
signals along the entire chromosomes for (TA)15, (TAA)10,
(TAC)10, (GAG)10 and (GACA)4 and restrict to euchromatin for
(C)30. Moreover the intensity of signals were distinct, being
observed less intensity for (TAC)10 in comparison to the other
repeats (Figure 2). Regarding the microsatellites with scattered and
specific signals some differences were also remarkable for the
evident blocks, as follows: (i) only interstitial signals were observed

for (A)30 and (GAA)10; (ii) interstitial and terminal blocks were
noticed for (CG)15, (CAA)10 and (CAC)10; (iii) interstitial, terminal
and proximal blocks were noticed for (CA)15, (GA)15, (GATA)8; (iv)
mainly blocks in the short arms were evidenced for (CGG)10; and
finally (v) centromeric blocks, in some chromosomes extending to
the short arms were observed for (GAC)10 (Figure 3).

Concerning the B chromosome, in general the microsatellites
were scattered along its entire extension. More evident blocks were
observed only for (GA)15, located in the centromeric and in the
interstitial region of the long arm and for (GAC)10, with
centromeric block (Figure 3). The X chromosome showed more
intense interstitial hybridization for (CA)15, (CG)15, (GA)15,
(CAC)10 and (CAA)10. For (CGG)10 and (GAC)10 more intense
signal were noted in the short arm and centromeric positions,
respectively (Figure 3).

Discussion

This study provides the first systematic analysis for microsatel-
lites repeats chromosomal mapping in a grasshopper species. On a
broad scope, the results indicated that an intense spreading of
mono-, di-, tri- and some tetra-nucleotides has occurred in the A.
flavolineata genome, including similarly heterochromatic and
euchromatic areas of the A complement and the B chromosome.
The accumulation of microsatellites in eukaryotic genomes, in
general, tends to vary and decrease from vertebrates and plants to
fungi and invertebrates. It has also been suggested that the
presence of highly repetitive simple sequences can correlate to
genome size and in species distantly related the microsatellite
quantity and genome size present correlation, as for example
human, Drosophila melanogaster and Saccharomyces cerevisae and
Arabidospsis thaliana [3,51–54]. For grasshoppers, a survey per-
formed in Chorthippus biguttulus (Acrididae) with expected large
genome revealed that the microsatellites are not more frequent, at
least the di-nucleotides studied, than in other insect with smaller
genomes. On the other hand, the repeat arrays are longer than in
other insects and could reflect the genome size increasing [54].
Non-correlation of genome size and abundance of microsatellite
was also documented in other insects, as in parasitic wasps that

Figure 1. C-banding in embryo female mitotic metaphase of
Abracris flavolineata. The X and B chromosomes are indicated. Note
that the C-positive blocks in the centromeric regions extend to the
short arms of the A chromosomes and the euchromatic nature of the B
element. The inset highlights the euchromatic B chromosome. Bar
= 5 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0097956.g001
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have more microsatellite density than D. melanogaster, although
their genomes are comparable in size [55–57].

A remarkable distribution/spreading of microsatellites, such as
that observed for most of the repeats described herein, has also
been reported in other species for distinct motifs, such as in reptiles
(Eremias velox), plants (Solanum licopersicum, Silene latifolia and Rumex
acetosa) and insects (Drosophila melanogaster), including the grasshop-
per species Eyprepocnemis plorans [38,39,41,42,58,59]. This wide
spreading could be attributed to the activity of transposable
elements that contain microsatellite sequences and, in some cases,
are involved with microsatellites origin during genome integration
of TEs [8,60–64]. In the case of A. flavolineata, the occurrence/
spreading of some microsatellites in euchromatin resembles the
distribution of two isolated Mariner-like transposable elements [65].

In contrast to intense and random distribution patterns,
localized intense signals were observed for some microsatellites
in A. flavolineata. Specific signals were observed in the chromosomes
of the grasshopper Chorthippus sp for AC motif, and cases of non-
random distribution for distinct repeats are well documented
within and between Drosophila melanogaster chromosomes and in
Triticeae plants [7,38]; these patterns depended on euchromatin,
heterochromatin and centromeric areas. Moreover, in some other
cases, the density of SSRs varied between chromosomes in the
same genome, as observed for A. flavolineata. These results indicate
that the organization of SSRs could form a particular pattern for
each repeat, which could follow distinct trajectories of expansion,
elimination and accumulation at intra- and inter-genomic levels
through distinct molecular mechanisms, such as ectopic recombi-
nation, slippage replication and transposition [40,44,66–69].

Concerning the B chromosome, which has been poorly
investigated in the context of microsatellite mapping, the
(CAA)10 repeat was reported to harbor these elements in rye
(Secale cereale) [45], while the B chromosome of E. plorans did not
revealed signals for (AG)10, that is abundant in the A chromosomes
of the species [38]. As, in general, a non-recombining element with
A elements the B chromosomes could be a preferable site for SSR
accumulation during its evolution; SSR accumulation may be
involved in the differentiation process of these chromosomes,
which would favor, for example, the rate of mutability. The
mutability rate for microsatellites is very high (1022 to 1026 events
per locus per generation) in relation to those at coding gene loci
[8]; this high mutability could have been occurred in the A
complement and B chromosome of A. flavolineata, which exhibit
similar enrichment of most microsatellites that have been mapped
here. In contrast, there is apparently a paucity of general pool of
repetitive DNAs in the B chromosome of A. flavolineata, which was
determined by using the C0t-1 DNA fraction (composed of highly
and moderately repetitive DNAs) as a probe [37], indicating that
not all types of repetitive DNAs have been isolated in this fraction,
such as distinct microsatellites. The distinctive block for (GA)15

observed in the long arm of the B chromosome in A. flavolineata
indicate that after its origin through isochromosome formation
[37] the arms probably have been experienced distinct accumu-
lation of repetitive sequences, as also recently reported for a
Mariner-like transposable element (Afmar2) [65].

Although we noted the spreading of SSRs in the non-
recombining B chromosome it was, in general, not different from
A chromosomes that present distinct degrees of recombination,
e.g., recombining (autosomes) and less-recombining (X chromo-

Figure 2. FISH mapping for six microsatellite motifs in embryo mitotic cells of A. flavolineata with scattered distribution. Each
microsatellite is indicated in each image. The B and X chromosomes are pointed in each image and the sex of the embryo can be noticed by the
occurrence of one (male X0) or two (female XX) X chromosomes. Note the absence of signals in the heterochromatic areas for (C)30. Bar = 5 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0097956.g002
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some that recombine only in females). Furthermore, these
differences, in general, were not observed for distinct chromo-
somal regions with distinct degree of recombination, such
euchromatin and heterochromatin. Such differences of microsat-
ellite accumulation between different chromosomes with distinct
degrees of recombination have been previously reported. For
example, an accumulation of distinct microsatellites was observed
in the young Y chromosome of Rumex acetosa [42]. Additionally,
Silene latifolia, which has non-recombining genome regions, e.g.,
the Y chromosome, has also accumulated microsatellites in this
chromosome [39]. The accumulation of microsatellites in sex
chromosomes has also been reported in animals, such as for
example in Eremias velox (lacertid lizard) [41], Aprasia parapulchella
(Pygopodid lizard) [43] and Semaprochilodus (Prochilodontid fish)
[44], suggesting a role for this type of sequence in sex chromosome

differentiation favored by the suppression of recombination among
these elements.

Although the results of this study did not provide new insights
regarding the specific origin of the B chromosome in A. flavolineata,
proposed to be derived from pair one [37], our approach provided
novel valuable primary data about the organization of distinct
microsatellite sequences in grasshopper genomes, including the A
complement and B chromosomes. Moreover, these data increase
the knowledge of B chromosome composition in this insect group
and in eukaryotes, indicating that microsatellites could play
important role in B chromosome evolution. The next step should
employ the use of this simple assay, i.e., FISH mapping of
microsatellites, in other grasshopper species that bear B chromo-
somes to determine whether the spreading of these elements
commonly occurs in this group and whether there is a correlation
with the distribution of euchromatin/heterochromatin.

Figure 3. FISH performed using ten microsatellites as probes in embryo mitotic cells of A. flavolineata revealing distribution of
repeats in distinct chromosomal regions. Each microsatellite is indicated in each image. The B and X chromosomes are pointed in each image
and the sex of the embryo can be noticed by the occurrence of one (male X0) or two (female XX) X chromosomes. The insets highlight the B
chromosome with probes for repeats with distinctive blocks. Bar = 5 mm.
doi:10.1371/journal.pone.0097956.g003
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