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RESUMO

Algumas espécies de gafanhotos sdo pragas milenares de areas cultivadas em
diversas regides do mundo, provocando grandes prejuizos econdmicos e ecoldgicos em
periodos de explosdo populacional. No Brasil, as espécies mais ameacadoras, que causam
danos significativos as lavouras e pastagens, sdo Rhammatocerus schistocercoides, Stiphra
robusta e Schistocerca pallens, nenhuma das quais foi geneticamente bem caracterizada,
apesar da grande importancia pratica. Neste trabalho foi iniciada a caracterizacdo genética
de S. pallens, através da localizagdo por hibridizagdo in situ dos genes Lys, Hsp70 e Hsp83
em cromossomos meioticos. Aproximadamente 700 nucleos foram analisados para os trés
genes e o percentual médio de marcacdo foi de 68,49%. Apds andlise de 108 nucleos
marcados, com uma freqiiéncia de 94,44% o gene Lys foi mapeado no cromossomo G;. O
gene Hsp70 foi mapeado no cromossomo Gp, onde foram observadas 89,94% das
marcagdes do total de 199 nucleos marcados. Para o loco Hsp83 foram contados 163
nucleos marcados, dos quais 97,54% das marcagdes foram localizadas em um cromossomo
médio identificado como My. Para todos os genes hibridizados outras marcagdes foram
observadas, mas todas em freqiiéncias inferiores a 30%. Estes sdo os primeiros genes
mapeados em S. pallens, sendo também os primeiros genes de copia Uinica mapeados na
familia Acrididae. Além de servir como novos marcadores para individualizacao
cromossomica, os dados da localizacao destes genes poderao ser uteis como marcas fisicas

para um eventual programa de seqlienciamento gendmico da espécie.
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I. INTRODUCAO

Os gafanhotos sdo insetos da ordem Orthoptera, que apresentam metamorfose
incompleta e formato de corpo e tamanho variaveis e algumas espécie sao citadas desde a
antiguidade como pragas causadoras de sérios prejuizos a agricultura e as pastagens. Além
de devastadoras, suas nuvens migratorias chamam a atengdo pela agregacdo em massa e,
em algumas espécies, pela grande capacidade de deslocamento. A coincidéncia entre
condi¢des ambientais 6timas e o ciclo biologico levaria ao desenvolvimento do processo de
gregarizagdo, dependente da densidade populacional e caracterizado pelo comportamento
agressivo (Bouaichi e Simpson, 2003; Rogers e cols., 2003; Matheson e cols., 2004).
Modificagdes no ambiente, principalmente no agroecossistema, tais como desmatamento,
super-pastagem, irrigagao de grandes superficies, mecanizagdo das culturas e introdugao de
novas variedades de vegetais, poderiam levar a explosdo populacional e a gregarizacdo
(Duranton e cols., 1987; Bouaichi e Simpson, 2003).

Vinte e trés espécies de gafanhotos causam danos economicamente expressivos a
agricultura brasileira, além de problemas ambientais. Trés dessas espécies sdo as mais
prejudiciais: Schistocerca pallens (no Nordeste e Distrito Federal), Stiphra robusta (no
Nordeste) ¢ Rhammatocerus schistocercoides (em Mato Grosso, Rondonia e Goias). Os
Estados do Nordeste que t€ém apresentado as maiores infestagdes sdo Alagoas, Pernambuco,
Paraiba e Rio Grande do Norte. Estas infestagdes podem estar relacionadas a periodos
climaticos adversos, manejo de solo com a introducdo de novas culturas e o abandono do
cultivo de variedades tradicionalmente utilizadas pelos agricultores nestas regides (Zahler,
1987; Barrientos, 1995; Avidos e Ferreira, 1997).

Apesar da grande importancia pratica, nenhuma das trés espécies de gafanhotos
praga na regido Nordeste foi caracterizada geneticamente. A maioria dos estudos genéticos
em gafanhotos da Regido Neotropical ¢ limitada aos trabalhos de cariologia convencional,
identificando o numero e a morfologia dos cromossomos em diversos representantes,
incluindo a familia Acrididae e algumas espécies de Schistocerca (subfamilia
Cyrtacanthacridinae). As espécies deste género, assim como S. pallens, possuem cariotipo
com 2n=23, XO e 24, XX, em machos e fémeas, respectivamente (Mesa e cols., 1982).

Mais recentemente, algumas espécies da subfamilia Leptysminae foram estudadas
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citogeneticamente, tendo sido analisados, além do nimero e forma cromossomica, também
a localizacdo da heterocromatina constitutiva e das regides organizadoras de nucléolos
(Loreto e Souza, 2000; Rocha e cols., 2004).

Apesar de numerosos trabalhos visando o controle biologico dos gafanhotos por
fungos entomopatogénicos (Blanford e Thomas, 2001; Seyoum e cols., 2002), inclusive de
S. pallens (Xavier-Santos ¢ cols., 1999a) e R. schistocercoides (Magalhaes ¢ cols., 1997), a
genética do sistema imunologico destes organismos, fundamental para o conhecimento dos
mecanismos de resisténcia aos fungos (Adamo, 2004), também tem sido pouco estudada.
Considerando o grande impacto econdmico do género Schistocerca, a escassez de uma
melhor caracterizagdo genética ¢ surpreendente. A literatura pertinente esta restrita a
clonagem e caracterizagdo de alguns genes em S. gregaria de maior importancia na Africa
e Velho Mundo (Janssen e cols., 2001; Picone e cols., 2001; Simonet e cols., 2002a). Esta
espécie, ao lado do gafanhoto migratorio Locusta migratoria (Simonet e cols. 2002b), sdo
as mais estudadas dos pontos de vista genético e fisiologico.

Neste trabalho iniciamos a caracterizagdo do genoma de S. pallens, através da
localizagao cromossdmica dos genes de copia unica da lisozima (Lys) e de resposta a
estresse, Hsp70 e Hsp83, pela técnica de hibridizacdo in situ permanente (PISH,
“Permanent In Situ Hybridization”). Estes trés genes atuam nas respostas celulares de
defesa e homeostase dos organismos. A lisozima atua diretamente no mecanismo de defesa,
destruindo a parede celular de microrganismos, € na ativagao do sistema enzimatico da
fenoloxidase, levando a efetivagdo da resposta imunologica através da melanizagdo
localizada (Gillespie e cols., 2000). As proteinas de choque térmico sdo importantes para
permitir a resposta adequada aos diversos estresses celulares e ambientais, facilitando a
remog¢ao de proteinas anormais e protegendo as novas proteinas, desde sua sintese até a
aquisicdo da forma tridimensional (Santoro, 2000). O mapeamento de genes ¢ uma
importante ferramenta para a identificacdo e individualizagdo precisa de varios
cromossomos da espécie nem sempre possibilitada pelas técnicas de cariologia
convencional, devido ao tamanho e forma similares, como na maioria dos acridideos (Mesa
e cols. 1982). A localizagao de genes também ¢ fundamental para futuros trabalhos de
gendmica da espécie pois as posi¢des dos genes servem como marcas fisicas para guiar um

eventual programa de seqlienciamento.
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I. 1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi iniciar a caracteriza¢do citogenética e molecular do

gafanhoto praga Schistocerca pallens.

Objetivo Especifico

Mapear genes de copia tnica em cromossomos meioticos de S. pallens, através de
localizagdo por hibridizagéo in situ permanente (PISH), usando sondas heterologas:
1. o gene Lys, que codifica uma lisozima relacionada aos mecanismos de defesa contra
microrganismos,

2. os genes Hsp70 e Hsp83, que codificam proteinas de resposta aos estresses.
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Il. REVISAO DA LITERATURA

11.1. Pragas de gafanhotos

Os gafanhotos sao citados desde a antiguidade como uma praga causadora de sérios
prejuizos a agricultura, devastando plantacdes, pastagens e a vegetagdo de areas proximas.
Estima-se que enxames de Schistocerca gregaria na Africa podem variar de 10° a 10"
individuos, capazes de devorar de 14.000 a 20.000 toneladas métricas de vegetagdo verde
por dia, causando completa destrui¢do da safra de graos, desfolhamento das arvores e
destruicdo geral da vegetagao (Dirsh, 1974; Steedman, 1990; Breuer e cols., 2003; Ferenz e
Seildelmann, 2003). Além de devastadoras, as nuvens migratorias de gafanhotos chamam a
atencdo pela agregacdo massal, ¢ em algumas espécies, pela grande capacidade de
deslocamento. A multiplicagdo massal ¢ atribuida a um complexo favoravel de condigdes
ecoldgicas que facilitam a sobrevivéncia da espécie em diferentes estagios do
desenvolvimento. Por exemplo, chuvas que favorecam o desenvolvimento de ovos em
regides de clima arido e levem ao aumento da producao de massa vegetal que alimentam os
estagio ninfais, além da temperatura do ar e a existéncia de poucos predadores e parasitas
naturais. O aumento populacional ¢ um processo gradual, ao longo de 11 ou as vezes 22
anos, atingindo um pico e voltando ao nivel inicial. A coincidéncia entre condi¢des
ambientais (bidticas ou abidticas) O6timas e o ciclo bioldgico, no tempo e no espago, levaria
a gregarizagdo. Modificagdes no ambiente, principalmente no agroecossistema, tais como o
desmatamento, a super-pastagem, a irrigacdo de grandes superficies, a monocultura, a
mecanizacgado das culturas e a introducao de novas variedades de vegetais, poderiam levar a
explosdo populacional e a gregarizagdo (Duranton e cols., 1987; Gallo e cols., 2002;
Bouaichi e Simpson, 2003; Ferenz e Seildelmann, 2003; Rogers e cols., 2003; Matheson e
cols., 2004).

O aumento populacional leva a mudancas de comportamento e individuos gregarios
induzem a gregarizagao os individuos solitarios, que passam da “fase solitaria” para a “fase
gregaria”, devido a estimulos mecanicos, visuais € de contato quimico (Breuer e cols, 2003;
Ferenz e Seildelmann, 2003; Matheson e cols., 2004). Este polimorfismo de fases

caracteriza estas espécies como polifénicas (Hagele e Simpson, 2000; Bouaichi e Simpson,
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2003). Em Schistocerca gregaria, espécie causadora de grandes destrui¢des no Continente
Africano, o processo de gregarizagdo ¢ acompanhado por alteragdes fisiologicas,
comportamentais, morfoldgicas e de pigmentacao, provavelmente disparadas por fatores
endocrinos (Tawfik e Mohammed, 1997; Rogers e cols., 2003). Estes fatores sao bem
conhecidos, sendo caracterizados pela liberagdio de uma mistura de feromonios,
principalmente fenilacetonitrila, que modula o comportamento de agrega¢do e induz as
alteragdes que o acompanham, incluindo o aumento do numero de mitocondrias e de
ribossomos de certos tecidos (Tawfik e cols., 2000; Tawfik e Sehnal, 2003).

No Brasil, cerca de 23 espécies de gafanhotos causam danos economicamente
expressivos a agricultura, sendo as mais prejudiciais S. pallens (no Nordeste e Distrito
Federal), Stiphra robusta (no Nordeste) ¢ Rhammatocerus schistocercoides (em Mato
Grosso, Ronddnia e Goias). Essas espécies podem causar grandes danos a vegetagao nativa
e as culturas agricolas, sobretudo as plantacdes de arroz e cana-de-agucar. A espécie S.
pallens, em particular, representa um sério problema no Nordeste brasileiro. Os surtos desta
espécie ocorrem alternadamente, entre anos de chuva e seca, trazendo prejuizos
significativos as culturas, especialmente nos Estados do Rio Grande do Norte, Pernambuco
e Alagoas. No Sul do Brasil, nos anos de 1938, 1942 e 1946, infestagdes de S. cancellata
causaram sérios prejuizos a producdo agricola, quando este gafanhoto, saindo da Argentina,
migrou para o Sul e Centro-Sul do Brasil, do Rio Grande do Sul a Minas Gerais. Em 1969
registrou-se infestacdo de R. pictus na regido sorocabana de Sdo Paulo. De 1971 a 1974
Dichropolus bergii e Staurorhectus longicornis infestaram milharais e pastagens no Norte
de Minas Gerais. Em 1984 ocorreu a explosdo populacional de R. schistocercoides, que
saindo da reserva indigena Parecis-Nhambiquara (MT) infestaram lavouras de cana-de-
agucar, arroz e pastagens na regido Centro-Oeste. Na década de 90 ocorreram muitas
infestagoes de gafanhotos em sete Estados: Mato Grosso, Goids, Minas Gerais, Rondonia,
Paraiba, Rio Grande do Norte ¢ Pernambuco. Na Regido Nordeste, S. pallens e Stiphra
robusta ainda se encontram na fase solitaria, mas ja apresentando tendéncia a fase gregaria,
reunindo-se em bandos compactos, apresentando semelhanga com nuvens. Os gafanhotos
destas espécies alimentam-se de gramineas nativas, como o timbete € o capim-milha,
passando a danificar depois culturas de milho, cana-de-agucar, feijao e algodao. Quando

adultos, realizam vdos de dispersdo e atacam as culturas e pastagens, causando grandes
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prejuizos. Estas infestacdes podem estar relacionadas com fatores climdaticos adversos,
manejo de solo com a introdug¢@o de novas culturas e o abandono do cultivo de variedades
tradicionalmente utilizadas pelos agricultores nestas regides (Zahler, 1987; Barrientos,

1995; Avidos e Ferreira, 1997).

11.2. Caracteristicas gerais dos gafanhotos

Os gafanhotos sdo insetos pertencentes a ordem Orthoptera, apresentando
metamorfose incompleta, com fases de ovo ninfas e adulto. Os ovos sdo geralmente
depositados dentro do solo, em caules de plantas ou sob folhas de plantas aquaticas.
Condicdes climaticas adequadas, com chuvas e altas temperaturas, sdo fatores que
propiciam o desenvolvimento do ovo e o nascimento das ninfas. As fases de ninfas sdo
semelhantes a fase adulta, porém sem o desenvolvimento total das asas, no caso das
espécies com asas. Varias espécies podem apresentar quiescéncia (parada eventual do
desenvolvimento) em qualquer estagio, induzida por condi¢cdes ambientais desfavoraveis e
imediatamente ultrapassada quando reaparecem condi¢des favordveis, ou diapausa, parada
obrigatéria induzida por um fator com variagdes previsiveis (Duranton e cols., 1987; Gallo
e cols., 2002).

Os gafanhotos possuem tamanhos médios de 6 mm a 12 cm de comprimento, com
envergadura alar de até 23 cm. Seu corpo ¢ revestido por um tegumento duro, composto de
segmentos articulados por membranas flexiveis e colora¢do originaria dos pigmentos das
células epidérmicas ou conseqiiéncia da difracdo da luz sobre a cuticula. Apresentam o
corpo cilindrico, grosso ou estreito nas extremidades, com variagdo de acordo com a
espécie (Duranton e cols., 1987; Gallo e cols., 2002).

Os gafanhotos tém sexos separados e os ovos liberados pelas fémeas desenvolvem-
se apenas apo6s a fusdo com o espermatozoéide. O sistema reprodutor consiste de glandulas
sexuais pares, os ovarios nas fémeas e os testiculos nos machos, com gonodutos pareados
nos quais os produtos sexuais sao descarregados, € um duto mediano coberto com cuticula
de origem ectodérmica, formando a vagina, nas fémeas, e o canal ejaculador, nos machos

(Duranton e cols., 1987; Gallo e cols., 2002).
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A classificagdo atual utilizada para os gafanhotos da superfamilia Acridoidea da
Regido Neotropical ¢ a proposta por Amedegnato (1974), que os reagrupou em seis
familias. Segundo Carbonell (1977), familias como Proscopiidae, Tristiridae,
Ommexechidae, Romaleidae e Pauliniidae sdo autoctonas desta regido, com origem
provavel na América do Sul. Mesmo a familia Acrididae, de distribuicdo mundial, tem dez
subfamilias representadas na regido Neotropical, cinco das quais sdo exclusivamente
Neotropicais.

A fauna de gafanhotos do Nordeste brasileiro ¢ bastante rica e diversificada, mas
ainda ¢ pouco conhecida dos pontos de vista de distribuicdo geografica e de taxonomia.
Dados sobre distribui¢ao e diversidade de gafanhotos da regido tém sido obtidos a partir da
década de 1990 pelo grupo de pesquisadores do Laboratorio de Citogenética Animal
(Departamento de Genética) da UFPE, em coletas realizadas em areas da Mata, Agreste e
Sertao de Pernambuco e de outros Estados, como a Bahia. Uma lista preliminar indica que
as familias mais representativas da regido sdo Acrididae, com 72 espécies, ¢ Romaleidae,
com 26 espécies (Souza, comunicagdao pessoal). Uma exploracdo mais cuidadosa desta
regido provavelmente proporcionara a descricdo de espécies novas, como ocorreu com
Radacridium nordestinum (Carbonell, 1984), R. mariajoseae e R. adamantinum
(Carbonell, 1996a) e Orthoscapheus noronhensis (Carbonell 1996b), que sdo endémicas da
regiao.

Os estudos realizados com R. schistocercoides levaram a conclusdo de que a
maturagdo sexual das populagdes parece ser induzida independentemente das condig¢des
pluviométricas. Provavelmente existe uma diapausa imaginal que se finaliza em data fixa.
A maturacdo sexual parece iniciar-se sistematicamente na segunda quinzena do més de
agosto, antes mesmo das primeiras chuvas. Como a maturacao inicia-se em data fixa, as
populagdes acridianas podem se encontrar em condigdes ecologicas radicalmente diferentes
de um ano para outro, o que traz conseqiiéncias importantes em relagdo a sobrevivéncia do
inseto em estacdo seca, a fecundidade das fémeas e ao desenvolvimento embrionario

(Launois-Luong e Lecoq, 1996).
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11.3. O gafanhoto Schistocerca pallens (Thunberg) sec. Dirsh

A familia Acrididae ocorre em todos os Continentes € na maioria das regides
insulares, ndo tendo sido descrito apenas no Japdo, regido Indu-Malaya e ilhas
Australasianas. Pelo menos 74 espécies ocorrem no continente Americano, sendo que
algumas destas espécies possuem subespécies. Ainda existem dividas se este género seria
originario do Velho Mundo e teria invadido as Américas, ocupando um nicho ecologico
vazio ¢ sofrendo rapida especiagdo ou, se originado nas Américas, teria migrado para o
Velho Mundo, originando duas subespécies (Amedegnato, 1974; Dirsh, 1974; Carbonell,
1977; Duranton e cols., 1987; Gallo e cols., 2002).

O gafanhoto S. pallens (Fig. II.1), pertencente a superfamilia Acridoidea, familia
Acrididae e subfamilia Cyrtacanthacridinae (Tabela II.1), ¢ encontrado com grande
abundancia no Estado de Pernambuco. E um inseto considerado de tamanho grande,
medindo o macho de 4 a 5 cm e a fémea de 5 a 6,5 cm. Os élitros sdo manchados de
castanho e marcados por uma faixa longitudinal amarelo-creme na area costal. A coloragao
geral pode variar do marrom claro para o marrom escuro ou com estas duas cores juntas. A
coloracdo dos adultos pode mudar de acordo com seu habitat e tal mudanga pode estar
relacionada ao tipo de alimentacdo. No Nordeste, onde apresenta duas gera¢des por ano,
ocorre parada do desenvolvimento do ovo na estagdo seca. Mesmo que ocorram surtos
densos, ainda ndao ¢ gregario, mas ataca pastagens e lavouras de milho, trigo, cevada,
amendoim, luzerna, sorgo, cana-de-agucar, eucalipto, mimosa, alamo e ameixeira (Duraton
e cols., 1987; Zahler, 1987; Barrientos, 1995; Avidos ¢ Ferreira, 1997).

Coletas realizadas na regido Nordeste do Brasil, a partir do inicio da década de
1990, mostraram a ocorréncia de trés espécies, S. pallens, S. nitens e S. flavofasciata, sendo
S. pallens a mais abundante (Souza, comunica¢do pessoal). Dados das observagdes
realizadas durante a manutencao dos animais em cativeiro revelaram que o tempo médio de
vida de S. pallens ficou em torno de 30 dias. Além disso, o nimero médio de ovos por
postura foi de 39,5 e a média de embrides por nimero de ovos obtidos foi de 16,5%

(Calvacanti e Lopes, 2000).
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Figura I1.1. Fotografia de um exemplar macho do gafanhoto S. pallens (fotografia cedida
pela Dra. Maria José de Souza, UFPE).



Tabela Il. 1. Posicao taxonémica do gafanhoto S. pallens.

Filo

Classe

Ordem

Superfamilia

Familia

Subfamilia

Género

espécie

Arthropoda

Insecta

Orthoptera

Acridoidea

Acrididae

Cyrtacanthacridinae

Schistocerca

S. pallens

Fontes: Duranton e cols. (1987); Gallo e cols. (2002).
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I1. 4. Inimigos naturais e controle biolégico dos gafanhotos

A influéncia dos fatores bidticos de regulacdo da dinamica das populagdes
acridianas geralmente ¢ secundaria, quando comparada aos fatores abidticos
(meteorologicos, em particular). No entanto, a lista de inimigos naturais dos gafanhotos ¢
extensa: passaros sdo os mais freqiientemente citados, mas o seu impacto sobre as
populagdes do gafanhoto ¢ pontual (Fornari 1986), formigas apresentam atividade
predadora muito intensa sobre bandos de ninfas durante toda a estagdo das chuvas e ataques
de vespas parasitas foram observados. O comportamento de ataque e de nidificacdo da
vespa Prionyx thomae contra R. schistocercoides, assim como as rea¢des de defesa do
gafanhoto, foram descritos por Lecoq e Pierozzi Jr (1995), que discutem o papel deste
himendptero como eventual agente de controle das populagdes acridianas.

A Ttnica perspectiva realista de utilizagdo de inimigos naturais para controle
biologico reside atualmente no emprego de micoinseticidas a base de esporos de fungos
deuteromicetos entomopatogénicos, os quais t€m sido estudados ja ha alguns anos, em
particular na Africa (Prior e Greathead, 1989; Blanford ¢ Thomas, 2001). No Brasil, as
linhagens de Metarhizium anisopliae var. acridum, M. anisopliae var. anisopliae, M.
flavoviride var. flavoviride e de Beauveria bassiana estdo sendo estudadas na Embrapa
(CENARGEN) e no Laboratério de Controle Bioldgico (Departamento de Micologia) da
UFPE (Faria e Magalhaes, 1993; Magalhaes e cols. 1997; Xavier-Santos e cols., 1999a, b).
As pesquisas realizadas ja confirmaram o grande potencial destes fungos para o controle
das populagdes acridianas, inclusive com a selecdo de linhagem adaptada ao R.
schistocercoides (Faria e Magalhdes, 1993; Magalhdes ¢ cols., 1997) e as condigdes
ecologicas nas quais ele vive. Formulagdes comerciais dos fungos entomopatogénicos ja

estdo disponiveis comercialmente, mas ainda sdo utilizadas em pequena escala.
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I1.5. Resposta imunolégica e mecanismo de resisténcia dos gafanhotos aos

microrganismos

A caracteristica fundamental de todo sistema imunologico ¢ a capacidade de
distinguir e eliminar partes de um corpo estranho, como bactérias e virus. A habilidade de
reconhecer a presenca de um organismo ou de uma substancia estranha ¢ fundamental para
o sistema imunologico. Os insetos ndo possuem o sistema imunologico sofisticado dos
vertebrados, mas sdo particularmente resistentes aos seus inimigos naturais. Para se
defender, eles desenvolveram uma série de mecanismos, tais como reagdes de
reconhecimento, aglutinacao e ativacao de enzimas proteoliticas, que levam a coagulagao
da hemolinfa e a producdo de melanina, reacdes celulares e sintese de peptidios
antimicrobianos e inibidores de proteases. Essas reagdes de defesa fazem parte da
imunidade natural dos insetos, chamada sistema profenoloxidase (proPO). Como o sistema
complemento dos vertebrados, o proPO ¢ ativado por uma série de enzimas em uma cascata
de reacdes que termina com conversao da profenoloxidase na enzima fenoloxidase ativa,
que tem um papel importante na captura e elimina¢do de formas estranhas. Entre as
enzimas da cascata estdo a lisozima e a laminarina, cujas atividades proteoliticas estdo,
portanto, relacionadas a resposta imunologica dos insetos (Wheeler e cols., 1993; Soderhall
e Cerenius, 1998; Wilson e cols., 1999).

Nos insetos, embora a natureza das moléculas de reconhecimento ndo esteja bem
definida, alguns receptores associados @ membrana dos hemocitos e outros soliveis na
hemolinfa sdo capazes de reconhecer e aglutinar diretamente os patdégenos, enquanto outros
podem induzir a ativagdo de cascatas proteoliticas. A interacdo lectina-carboidrato e a
ativacdo da cascata proPO podem ser considerados como mecanismos mediadores no
processo de reconhecimento de patdogenos e parasitoides. As lectinas tém sido detectadas na
hemolinfa, agindo como opsoninas (proteinas que se fixam e transformam as propriedades
da superficie dos patogenos), aglutinando os microorganismos, deste modo otimizando a
sua fagocitose (Boucias e Pendland, 1993; Drif e Brehélin, 1994; Kawasaki e cols., 1996;
Wilson ¢ cols., 1999).

As espécies de gafanhotos pragas apresentam mecanismo de resisténcia aos fungos
utilizados no controle bioldgico (Bateman e cols. 1993, Gillespie e cols. 1998). No

gafanhoto S. gregaria a infec¢do pelo fungo Metarhizium anisopliae var. acridum leva a
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significativa redug¢do no consumo de alimento (Seyoum e cols., 1994) e a sua resisténcia ao
fungo estd relacionada com a resposta imunologica que leva a melanizacdo local pela
atividade da enzima fenoloxidase (Gillespie e cols., 1998; Gillespie e cols., 2000).

A fenoloxidase catalisa a oxidacao de compostos fenolicos presentes na hemolinfa e
na cuticula dos insetos. O produto final dessa oxida¢do ¢ a melanina, que participa de trés
importantes processos fisiologicos: esclerotizacdo da cuticula, cicatrizagdo de feridas e
defesas imunoldgicas (Ashida e cols., 1983; Brookman e cols., 1989; Rowley e cols., 1990;
Marmaras e cols., 1993; Lee e cols., 1999; Silva e cols., 2000). A fenoloxidase ¢ uma
enzima bastante ativa e os produtos intermediarios de sua ativacdo sdo toxicos tanto para os
microorganismos invasores como para o proprio inseto, por isso sua ativagdo ¢ limitada ao
local de infecgdo, caso contrario poderia levar a uma melanizagdo generalizada, letal para o
inseto (Kanost, 1999; Ma e Kanost, 2000).

As lisozimas de insetos t€ém a dupla func¢ao de ajudar na digestdo e na defesa contra
bactérias (Jelles e Jolles, 1984), sendo sua producdo induzida quando ocorre infeccio
(Dunn e cols., 1994; Hultmark, 1996). Foi demonstrado que a lisozima ¢ expressa em
tecidos de cuticula da epiderme, sendo a primeira linha de defesa em insetos como Musca
domestica e Drosophila melanogaster, que se alimentam de microorganismos
decompositores (Lemos e Terra, 1991; Lemos e cols., 1993; Dafre e cols., 1994; Ito e cols.,
1995; Fujita e cols, 2002). As lisozimas sdo enzimas relativamente pequenas, com cerca de
14,6 kDa, de estrutura tridimensional compacta, que estdo presentes na hemolinfa dos
insetos. Elas lisam as bactérias, hidrolisando as cadeias glicidicas da camada de
peptidoglicanas da parede celular. A lisozima, que ¢ uma glicosidase, catalisa a hidrélise da
ligacdo glicosidica entre o C-1 do 4cido N-acetilmuramico ou N-acetilmureina (NAM) e o
C-4 da N-acetilglucosamina (NAG). A remocao dessa cadeia, mesmo em pequena escala,
provoca a ruptura da parede celular e, devido a alta pressao osmotica interna, causa a morte
das bactérias (Mushegian e cols., 1996).

Dada a importdncia das lisozimas na resposta imunoldgica dos insetos aos
microorganismos invasores, genes que codificam estas enzimas ja foram clonados de
diversos insetos, como Drosophila melanogaster, Musca domestica, Anopheles gambiae,
Aedes aegypti, Bombyx mori e Hyalophora cecropia, entre outros (Hultmark, 1993; 1996;
Dafre e cols., 1994; Kang ¢ cols., 1996, Gao ¢ Fallon, 2000). Em D. melanogaster ocorre
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um agrupamento de oito genes de lisozima na regido 61F do brago cromossomico 1L,
além de outros cinco genes dispersos no genoma (Dafre e cols., 1994; Adams e cols.,

2000).

11.6. Genes de resposta aos estresses

Em estudo de tecido da glandula salivar de Drosophila foi descoberto que a
exposi¢ao dessas células ao calor produzia o surgimento de um novo padrdo transcricional
nos pufes dos cromossomos politénicos. Foi verificado que os estresses térmico ou quimico
induziam a expressao de genes até entdo inativos, fazendo com que as células estressadas
fabricassem grande quantidade de uma determinada classe de proteinas, que foram
chamadas de proteinas do choque térmico (“Heat shock proteins”, Hsp). O processo pelo
qual as células respondiam ao estresse ficou conhecido como resposta ao choque térmico
(Ashburner e Bonner, 1979; Kiang e Tsokos, 1998; Santoro, 2000).

A resposta aos estresses € caracterizada por um aumento extremamente rapido na
expressao das proteinas Hsp, o que ndo ocorre apenas apos exposi¢ao ao calor, mas também
quando as células sdo expostas a diversos outros estimulos, incluindo analogos de
aminoacidos, hormonios, diversos metais pesados, infeccdo microbiana, antibioticos e
outros venenos metabolicos (Santos e cols., 1993; Jindal, 1996; Kiang e Tsokos, 1998;
Goto e Kimura, 1998; Santoro, 2000).

As Hsp sdo uma classe de proteinas altamente conservadas, desde procariotas até o
homem, o que ¢ sugestivo de grande importancia evolutiva. Os genes das Hsp podem ser
agrupados em familias, de acordo com as seqiiéncias de aminoacidos e 0s pesos
moleculares das proteinas: HSP27, HSP60, HSP70, HSP90 e HSP100. Em cada familia ha
diferentes proteinas, como por exemplo Hsp72 e Hsp73 na familia Hsp70, cujos pesos
moleculares sdo similares, mas os padroes de indugdo e expressdo dos respectivos genes
sao distintos (Vazquez e cols., 1993; Trent, 1996; Kiang e Tsokos, 1998; Santoro 2000).

As proteinas Hsp ndo sdo induzidas apenas em condi¢des de estresse. Ha

componentes desta classe protéica, conhecidas como cognatas ou Hsc (“Heat shock
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cognates”), que sao expressos constitutivamente, isto €, em organismos ndo submetidos a
condicdes de estresse. As formas cognatas ndo sdo idénticas as formas indutiveis, sendo
expressas em quantidades muito menores. O principal mecanismo de acdo das Hsp seria
como chaperonas moleculares (Hartl e cols., 1994; Kiang e Tsokos, 1998; Santoro, 2000).
As chaperonas, embora ndo fagam parte da estrutura final de proteinas, evitam interagdes
incorretas entre estas, auxiliando na sintese e na montagem final do dobramento
conformacional, evitando a degradacdo durante a tradugdo e até a aquisicdo da
conformagao final. O dobramento de proteinas ¢ um processo muito importante em
biologia, pois converte cadeias lineares de polipeptideos em estruturas tridimensionais, as
quais possibilitam que as proteinas exercam todas as suas atividades. As proteinas
funcionais intracelulares estdo normalmente presentes em suas formas nativas
completamente dobradas. Na medida em que o choque térmico e outras condig¢des
estressantes causam um efeito de desnaturacdo ou desdobramento parcial das proteinas
celulares, a capacidade das hsp de proteger as células contra os efeitos adversos do estresse
torna-se fundamental. Ademais, as Hsp aumentam a rapidez de remocdo de proteinas
desnaturadas (Craig e cols., 1994; Kiang e Tsokos, 1998; Santoro, 2000).

Os niveis aumentados de proteinas de estresse ddo as células meios para: a)
identificar e facilitar o redobramento de proteinas afetadas de modo adverso pelo estresse
metabolico; b) identificar e fazer ligacdo com proteinas anormalmente dobradas, de modo
que estas sejam marcadas e enviadas a um sistema proteolitico adequado, facilitando assim
a eliminacdo das proteinas danificadas; c) facilitar a sintese e a maturacdo de novas
proteinas que irdo substituir aquelas destruidas no estresse metabdlico (Welch, 1993; Trent,
1996; Santoro, 2000).

A famila HSP27, que produz as proteinas também conhecidas como sHsp (Hsp de
baixo peso molecular), sdo transcritas durante o ciclo celular e no desenvolvimento e
diferencia¢dao em Drosophila e outros organismos (Marin ¢ Tanguay, 1996; Santoro, 2000).
As familias HSP60 e HSP70 sdo as mais relacionadas ao processo geral de dobramento
conformacional de proteinas nas células. Entre as familias, a HSP70 ¢ a mais conservada
filogeneticamente, havendo 72% de homologia entre as Hsp70 do homem e de Drosophila
(Pardue e cols., 1992; Kiang e Tsokos, 1998; Santoro, 2000). A familia HSP90, também

filogeneticamente conservada, apresenta fun¢do regulatoria, ligando-se aos hormonios
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esteroides, como a ecdisona, e entdo aos sitios promotores de genes que respondem a eles.
Além disso, aproximam moléculas facilitando a sua juncao e dissociando-se posteriormente
dos complexos resultantes (Mutsuddi e Lakhotia, 1995; Nathan e cols., 1997). Os genes da
familia HSP100 sao importantes para o desenvolvimento de tolerdncia a estresses, evitando
os possiveis danos causados pelo aumento de temperatura e permitindo a adaptagdo as
novas condi¢des, como por exemplo em linhagens de Sacharomyces cerevisae, onde a
Hsp104 leva a termotolerancia, principalmente na auséncia de locos funcionais de Hsp70

(Parsell e cols., 1994; Sanchez e cols., 1993; Santoro, 2000).

I1. 7. Genética de gafanhotos

Existem numerosos trabalhos visando o controle bioldgico dos gafanhotos por
fungos entomopatogénicos (Blanford e Thomas, 2001; Seyoum e cols., 2002), inclusive de
espécies prejudiciais a agricultura brasileira, como S. pallens (Xavier-Santos ¢ cols., 1999a,
b) e R. schistocercoides (Faria ¢ Magalhaes, 1993; Magalhies e cols., 1997). Entretanto, a
genética destes organismos tem sido pouco estudada, embora seja fundamental para o
conhecimento dos mecanismos de defesa contra os fungos (Adamo, 2004).

A maioria dos estudos genéticos em gafanhotos da Regido Neotropical ¢ limitada
aos trabalhos de cariologia convencional, identificando o numero e a morfologia dos
cromossomos em diversos representantes, incluindo a familia Acrididae e algumas espécies
de Schistocerca (subfamilia Cyrtacanthacridinae). Na analise de 284 espécies de acrididios
desta regido, Mesa e cols. (1982) observaram que os caridtipos sdo tipicamente compostos
por cromossomos de dificil individualizacao, devido a semelhanga de tamanho e forma, e
concluiram que o caridtipo basico ¢ 2n=23 (XO), nos machos e 2n=24 (XX), nas fémeas.
Derivagdes deste caridtipo basico sdo encontradas principalmente em alguns géneros da
subfamilia Melanoplinae (Mesa e cols., 1982). Posteriormente, estudos citogenéticos
realizados em sete espécies da familia Romaleidae (Souza e Silva Filha, 1993; Souza e
Kido, 1995; Rocha e cols., 1997; Souza e cols., 1998; Pereira e Souza, 2000), cinco da
familia Proscopiidae (Moura e cols., 1996; Souza e Moura, 2000) e seis da familia

Acrididae (Loreto e Souza, 2000; Rocha e cols., 2004), que ocorrem na regido Nordeste do
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Brasil, forneceram os padrdes de distribui¢do da heterocromatina constitutiva, da
localizagdo das regides organizadoras de nucléolos e da ocorréncia de cromossomos B,
além de confirmar o nimero ¢ forma cromossdmicas ¢ o mecanismo de determinacao
sexual descrito anteriormente por Mesa e cols. (1982). As espécies da familia Acrididae
citogeneticamente caracterizadas foram Belosacris coccineipes (Loreto e Souza, 2000) ¢
Cornops aquaticum, C. frenatum frenatum, Stenopola dorsalis, Stenacris xanthochlora e
Tucayaca parvula (Rocha e cols., 2004), todos possuindo caridtipos similares, mas
apresentando diferencas na localizacao de blocos distais de heterocromatina constitutiva, no
padrdo de distribui¢do de blocos CMA; e na localizagdo das regides organizadoras de
nucledlos.

Da mesma maneira que os outros gafanhotos investigados na regido Nordeste, os
representantes da subfamilia Cyrtacanthacridinae (género Schistocerca), apresentam
cromossomos acro-telocéntricos, 2n=23 nos machos e 2n=24 nas fémeas (Tabela II. 2),
reunidos conforme o tamanho em trés grupos: grandes (G; G; e G3), médios (M4 Ms Mg
M; Mg e X) e pequenos (Pg Pip € Pi11), com sistema de determinagdo sexual XX, XO

(MESA e cols., 1982; Cavalcanti e Lopes, 2000).

Tabela 1. 2. Numero cromossomico ¢ mecanismo de determinagdo sexual de algumas

espécies Neotropicais do género Schistocerca.

Espécie N° diploide Mec. Sexual
Schistocerca cancellata 2324 XO0: XX
S. cancellata paranensis 2324 XO0: XX
S. flavofasciata 2324 X0: XX
S. pallens 2324 X0O: XX
Schistocerca sp. 2324 X0O: XX

Fonte: Mesa e cols. (1982).

A grande maioria dos trabalhos de descricdo de variabilidade genética em
populagdes de gafanhotos foi realizada em espécies Nearticas. Algumas populacdes
continentais e insulares de duas espécies de Gomphocerinae do Estado de Pernambuco

foram geneticamente caracterizadas por estudos de isozimas. Ayres (1997) demonstrou que
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R. brasiliensis possui baixa diferencia¢ao genética entre populagdes, possivelmente devido
ao endocruzamento ou ao pouco tempo de divergéncia populacional. Para Orphulella
punctata, exclusivamente Neotropical, Balbino (1997) demonstrou a existéncia de
moderada diferenciacdo genética entre as populacoes, atribuida a deriva genética.

Para a espécie S. pallens, além da descricdo cariotipica pela analise convencional
(Mesa e cols., 1982; Cavalcanti e Lopes, 2000) e da descri¢do preliminar da localizacao das
regides organizadoras de nucléolos e da distribuicio de blocos de heterocromatina
marcados por fluorocromos (Teixeira e cols., 1997), foi localizado na literatura somente o
trabalho de Silveira e cols. (1998), que demonstraram por aplificagdo ao acaso de DNA
polimérfico (RAPD) que a espécie tem alta variabilidade genética intrapopulacional.
Considerando o grande impacto econdmico da espécie na América do Sul (Duraton e cols.,
1987; Zahler, 1987; Barrientos, 1995; Avidos e Ferreira, 1997), a auséncia de uma melhor
caracterizagdo genética ¢ surpreendente.

Mesmo para outras espécies do género Schistocerca, a literatura pertinente esta
restrita a clonagem e caracterizagdo de alguns genes em S. gregaria, de maior importancia
na Africa e Europa (Simonet e cols. 2002a). Esta espécie, ao lado do gafanhoto migratorio
Locusta migratoria (Simonet e cols. 2002b), sdo as mais estudadas dos pontos de vista
genético e fisiologico. Em S. gregaria foram clonados ¢ caracterizados os genes abd-A
(Tear e cols., 1990), abd-B (Kelsh ¢ cols., 1993) e o agrupamento dos genes homeoticos
Hox (Ferrier e Akam, 1996), todos relacionados ao desenvolvimento, o gene para a proteina
ligadora de acidos graxos (FABP) (Wu e cols., 2001), dois genes de precursores de
peptidios neurotransmissores, chamados neuroparsinas (Janssen e cols., 2001), cinco genes
de proteinas quimiorreceptoras de diferentes 6rgaos sensoriais (Angeli e cols., 1999; Picone
e cols., 2001) e genes de duas isoformas de precursores de peptidios inibidores de serino-
proteases, chamados de pacifastinas (Vanden Broeck e cols., 1998; Simonet e cols., 2002a).
No entanto, com excec¢dao do complexo Hox (Ferrier e Akam, 1996), nenhum destes genes
foi cromossomicamente localizado. Na verdade, entre os insetos, somente aqueles que
possuem cromossomos politénicos, principalmente os dipteros dos géneros Drosophila
(Adams e cols., 2000), Aedes (Brown e Knudson, 1997), Anopheles (Kumar e Collins
1994), tém mapas génicos prontos ou em construcdo, devido a facilidade de mapeamento

Nnos cromossomos gigantes.
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Um dos motivos para a escassez de estudos moleculares em ortopteros pode ser o
tamanho do genoma dos gafanhotos. Por exemplo, o tamanho de 9,3 gigabases em S.
gregaria (cerca de 52 vezes maior que o de D. melanogaster) impoe dificuldades para a
clonagem e principalmente para um projeto de seqlienciamento genomico das espécies.
Desta forma, os trabalhos sobre a clonagem de genes de ortopteros ainda sdo exemplos
isolados (Hoy 1994). Apesar da importancia pratica evidente, nenhum dos genes
relacionados a gregarizacdo ou a susceptibilidade aos fungos utilizados em controle
biologico foi clonado e caracterizado em relacdo a sua seqiiéncia de nucleotideos e

regulacdo da expressao.

11.8. Localizacao de genes por hibridizagao in situ

As técnicas de biologia molecular revolucionaram a compreensao sobre a estrutura e
funcdo do DNA, tornando-se essenciais em experimentos biologicos, possibilitando a
localizagdao de genes ou seqiiéncias de DNA e a comparagdo entre caridtipos de espécies
proximas em estudos de evolugdo cromossomica. A técnica de hibridizacdo permite
verificar se uma determinada amostra de DNA apresenta homologia com uma sonda, que
pode ser um RNA ou outro DNA (Lara, 1995), sendo um dos métodos mais precisos de
identificar a localiza¢do genémica e assim mapear genes. Na técnica de hibridizagao in situ
ha a desnaturagdo simultanea da sonda de interesse € do material cromossomico depositado
sobre uma lamina, que posteriormente hibridizam.

A revelagdo da marca¢do por método fluorescente (FISH “Fluorescent In Situ
Hibridization”) tem sido mais difundida, mas a revelagdo nao-fluorescente tem duas
vantagens principais: a) econdmica, por ndo exigir investimento em microscopio com
filtros especiais; b) ser permanente, ndo exigindo analise imediata e permitindo reanalises
posteriores. Embora na literatura ndo haja um nome especifico para a hibridizacao in situ
permanente, neste trabalho chamamos de PISH (“Permanent In Situ Hybridization™).

Devido ao interesse médico ou econdmico, algumas espécies de mamiferos também
sdo exemplos de espécies que t€ém mapas génicos em constru¢cdo, como € o caso do homem

(Schuler e cols., 1996) e alguns primatas (De Pontbriand e cols., 2002), de bovinos (El
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Nahas e cols., 2001; Antoniou e cols., 2002), do cavalo (Caetano e cols., 1999), do cao
(Dutra e cols., 1996), do porco (Cirera e cols., 2003) e do gato (O'Brien e cols., 1997),
além de outros. Entre as plantas, algumas espécies também tém mapas genéticos prontos ou
em andamento, como Arabidopsis thaliana ¢ Nicotiana tabacum, além do milho ¢ outros
cereais (Fourmann e cols. 2002). A construcdo destes mapas utilizou diferentes técnicas,
incluindo mapeamento paquiténico, hibridizagao in situ e analise de reassociacdo de DNA.

Em insetos, a técnica de hibridizag¢ao in situ tem sido aplicada especialmente em
cromossomos politénicos, como nos géneros Drosophila (Bonorino e cols., 1993; Ruiz e
cols., 1997; Rieger, 1999), Rhagoletis (Procunier e Smith, 1993), Aedes (Brown e Knudson,
1997) e Anopheles (Benedict e cols., 1993; Kumar e Collins, 1994), para localizacdo de
genes da familia Hsp27, Hsp70, Hsp90, genes ribossomais 18S e 5S e genes de amilase e
esterase. Esta metodologia tem se mostrado util também em estudos evolutivos, que
comparam cromossomos politénicos entre D. melanogaster e outras espécies (Segarra ¢
cols., 1995; Ranz e cols., 1997). Com excegdo do trabalho de Brown e Knudson (1997),
todos os demais citados neste paragrafo utilizaram a técnica de PISH.

Em gafanhotos, nas poucas publicagdes utilizando a técnica de hibridizagéo in situ,
foram utilizadas sondas especificas para caracterizacdo de cromossomos através da
identificacdo de regides altamente repetitivas do DNA, como as regides organizadoras de
nucléolos (sitios de genes de rRNA), regides teloméricas (sitios de replicagdo e estabilidade
cromossomica) e diferentes classes de DNA satélite (familias de DNA repetitivo), em
Eyprepocnemis plorans (Lopez-Leon e cols.,, 1994; Lopez-Leon e cols., 1995),
Dociostauros genei (Inigo e cols., 1996) e Xyleus angulatus (Romaleidae, Souza e cols.,
1998). Como exemplo de mapeamento génico, foi encontrada apenas uma citagao para o
género Schistocerca, utilizando sondas para a regido Hox, oriundas de Drosophila, para
localizar este complexo génico em S. gregaria (Ferrier ¢ Akam 1996). Todos os trabalhos

citados neste paragrafo utilizaram a técnica de FISH.
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RESUMO

Algumas espécies de gafanhotos sdo pragas milenares de areas cultivadas em
diversas regides do mundo, provocando grandes prejuizos econdmicos € ecoldgicos em
periodos de explosdao populacional. No Brasil, as espécies mais ameacadoras sao
Rhammatocerus schistocercoides, Stiphra robusta e Schistocerca pallens. Ao contrario das
espécies pragas de outras regides do mundo, nenhuma das espécies que causam danos as
lavouras no Brasil foi geneticamente bem caracterizada, apesar da importancia pratica
evidente. Neste trabalho, iniciamos a caracterizagdo genética de S. pallens, através da
localizagao dos genes Lys, Hsp70 e Hsp83 em cromossomos meiodticos. O gene Lys foi
mapeado no maior autossomo da espécie (G;). O gene Hsp70 foi mapeado no cromossomo
Gy, enquanto Hsp83 foi localizado em um cromossomo médio, identificado como My.
Estes sdo os primeiros genes mapeados em S. pallens, sendo também os primeiros genes de
copia unica mapeados na familia Acrididae. Além de servir como novos marcadores para
individualizagdo cromossdmica, os dados da localizagdo destes genes poderdo ser uteis

como marcas fisicas para um futuro programa de seqlienciamento genémico da espécie.
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INTRODUCAO

As principais espécies de gafanhotos envolvidos nos grandes enxames que devoram
plantacdes de diversas culturas, vegetacdo nativa ou pastagens pertecem ao género Locusta
ou Schistocerca (Steedman, 1990). A formagao dos enxames € um processo gradual, que
ocorre ao longo de uma ou duas décadas, quando as condigdes ambientais favorecem o
aumento populacional (Penner e Yerushalmi, 1998). Nestas espécies, chamadas polifénicas,
devido ao polimorfismo de fases (Hagele e Simpson, 2000; Bouaichi e Simpson, 2003), o
aumento populacional leva a mudancas de comportamento, quando individuos gregarios
induzem a gregarizacdo os individuos solitarios, que passam da “fase solitaria” para a “fase
gregaria”, devido a estimulos mecanicos, visuais ¢ de contato quimico (Breuer e cols.,
2003; Ferenz e Seidelmann, 2003; Matheson e cols., 2004). Em Schistocerca gregaria,
espécie causadora de grandes destrui¢des no Continente Africano, o processo de
gregarizagdo ¢ acompanhado por alteragdes fisiologicas, comportamentais, morfologicas e
de pigmentacao, provavelmente disparados por fatores endocrinos (Tawfik e Mohammed,
1997; Rogers e cols., 2003). Estes fatores sdo bem conhecidos, sendo induzidos pela
liberacdo de uma mistura de feromonios, principalmente fenilacetonitrila, que modula o
comportamento de agregacdo e induz as alteracdes que o acompanham, incluindo o
aumento do nimero de mitocondrias e ribossomos de certos tecidos (Tawfik e cols., 2000;
Tawfik e Sehnal, 2003).

A familia Acrididae ¢ amplamente distribuida no mundo, com numerosos géneros
de importancia econdmica ocorrendo na regido Neotropical (Amedegnato, 1974; Carbonell,
1977; Mesa e cols., 1982; Gallo e cols., 2002). Pertencem a esta familia duas das principais
espécies de gafanhotos com potencial ou comportamento ocasional de praga no Brasil,
Rhammatocerus schistocercoides e S. pallens, que causaram sérios problemas em zonas
cultivadas e economicamente importantes do Pais. Uma terceira espécie, Stiphra robusta,
da familia Proscopiidae, também causa problemas similares (Duranton e cols., 1987;
Zahler, 1987; Barrientos, 1995; Avidos e Ferreira, 1997). Nenhuma destas espécies foi
genomicamente explorada, embora seja uma abordagem extremamente importante para

compreensdo da fisiologia, etologia e para controle biolodgico eficiente, como amplamente
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demostrado para os gafanhotos S. gregaria (Simonet ¢ cols., 2002a) ¢ Locusta migratoria
(Simonet e cols., 2002b).

O caridtipo dos acrididios € tipicamente composto por cromossomos de dificil
individualizagdo, devido a semelhanca de tamanho e forma. O cariotipo basico ¢ 2n=23
(XO) nos machos e 2n=24 (XX) nas fémeas (Mesa e cols., 1982; Loreto e Souza, 2000;
Rocha e cols., 2004). Derivagdes deste caridtipo basico sdo encontradas principalmente em
alguns géneros da subfamilia Melanoplinae (Mesa e cols., 1982). Os representantes da
subfamilia Cyrtacanthacridinae apresentam cromossomos acro-telocéntricos, reunidos,
conforme o tamanho, em trés grupos: grandes (G1, G; e G3), médios (M4, Ms, Mg, M7, Mg
e X) e pequenos (Pg, P1p € P11), com sistema de determinagdo sexual XX, XO. Estudos
genéticos do género Schistocerca sao restritos a descri¢do cariotipica pela analise
convencional (Mesa e cols.,1982). A tnica excegdo ¢ S. gregaria, do qual foram clonados ¢
caracterizados os genes abd-A (Tear e cols., 1990), abd-B (Kelsh e cols, 1993), o
agrupamento dos genes homeoticos Hox (Ferrier e Akam, 1996), todos relacionados ao
desenvolvimento, o gene para a proteina ligadora de acidos graxos (FABP) (WU e cols.,
2001), dois genes de precursores de peptidios neurotransmissores neuroparsinas (Janssen e
cols., 2001), cinco genes de proteinas quimiorreceptoras de diferentes O6rgdos sensoriais
(Angeli e cols., 1999; Picone e cols., 2001) e genes de duas isoformas de precursores de
peptidios inibidores de serino-proteases, chamados de pacifastinas (Vanden Broeck e cols.,
1998; Simonet e cols., 2002a). O tamanho do genoma dos gafanhotos, por exemplo em S.
gregaria, de 9,3 gigabases (cerca de 52 vezes maior que o de Drosophila melanogaster),
impode dificuldades para a clonagem e, principalmente, para um projeto de seqlienciamento
genomico das espécies. Por este motivo, a clonagem de genes de outras espécies de
gafanhotos sdo exemplos isolados (Hoy, 1994). Apesar da importancia pratica evidente,
nenhum dos genes relacionados a gregarizagao, ou a susceptibilidade aos fungos utilizados
em controle bioldgico, foi clonado e caracterizado em relagdo a sua seqiliéncia de
nucleotideos e regulacao da expressao.

Uma abordagem inicial de exploragdo gendmica mais simples que o
seqiienciamento ¢ a localiza¢ao de genes de copia tnica por hibridizacdo in situ, que gera
marcas fisicas que poderdo guiar futuros programas de seqiienciamento gendmico. O

mapeamento por hibridizagdo in situ de genes também permitira a deteccdo de processos
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evolutivos envolvendo os cromossomos do grupo, quando comparado com as demais
espécies da familia. Neste trabalho ¢ descrita pela primeira vez a localizagdo cromossomica
de genes de copia unica de S. pallens, os primeiros para a familia Acrididae. Esta
abordagem gerou marcas fisicas que permitiram a individualizagdo de trés pares

cromossOmicos da espécie.

MATERIAIS E METODOS

A coleta de espécimes

Foram utilizados neste trabalho 03 individuos adultos machos de S. pallens,
coletados com rede entomoldgica no municipio de Pesqueira (8° 18” 45 S, 36°41° 15>
W), no Estado de Pernambuco, Regido Nordeste do Brasil. Os testiculos foram dissecados e
fixados em etanol e acido acético (3:1) e armazenados em freezer para preparacdes

citologicas, conforme Souza (1991).

Preparacéo de laminas

Para a preparacdo de cada lamina foi utilizado um tnico foliculo testicular,
colocado sobre a ldmina numa gota de 4cido acético a 45%, coberto com laminula e feito o
esmagamento por pressdo. As laminas foram armazenadas a 4°C por 24 horas e as
laminulas foram retiradas ap6s congelamento em nitrogénio liquido. Em seguida as laminas
foram submetidas a lavagens consecutivas de 2X SSC a 65°C por 30 minutos, etanol a 70%
e 95%, ambos a 65°C por 10 minutos, e etanol a 70% e 95% a temperatura ambiente,
ambos por 10 minutos (Engels e cols., 1986). Apds secagem as laminas foram armazenadas

a 4°C e, posteriormente, selecionadas em microscdpio para hibridizagio in situ.
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Amplificacao dos plasmidios

O plasmidio YIprd2-Lys contendo o gene completo da lisozima (Lys) humana e
marca de resisténcia a ampicilina, foi cedido pelo Dr. Marcos Antonio de Morais Jr.
(Departamento de Genética, UFPE). Fragmentos dos genes Hsp70 e Hsp83, clonados do
genoma de D. melanogaster (Livak e cols., 1978; Holmgrem e cols., 1981), foram cedidos
pela Dra. Eliana Abdelhay (Departamento de Biofisica, UFRIJ), inseridos nos plasmidios
pW229 e A6, ambos derivados do pBR322, com marca de resisténcia a ampicilina. Os
plasmidios foram amplificados através de transformacdo por choque térmico na linhagem
DH5a da bactéria Escherichia coli, cultivada em meio LB com ampicilina e extraidos pela
técnica de lise alcalina (Sambrook e cols., 1989). Para a utilizacdo como sonda, o DNA
plasmidial foi marcado com biotina utilizando o sistema BioNick DNA (GIBCO/BRL,

Paisley, Escdcia).
Hibridizag&o in situ

O material cromossdmico das laminas foi pré-digerido com RNAse para melhorar
as marcagoes (Lopez-Leon e cols., 1995), e lavagens estringentes foram realizadas a

temperatura ambiente com 2X SSC (Engels e cols., 1986). A hibridizagdo in situ foi

realizada em tampao contendo formamida a 30% a 37°C por 40 horas, usando 100 ng de
sonda marcada para cada lamina. A revelacdo utilizou estreptoavidina/fosfatase alcalina
(SAP), azul de nitro tetrazdlio (NBT) e BCIP (fosfatase intestinal fetal bovina), todos da
GIBCO/BRL (Paisley, Escocia). As laminas foram contra-coradas com orceina-lactoacética
(orceina 1% em dacido lactico 20% e acido acético 45%, diluida 1:10 em 4acido acético
45%), e posteriormente montadas com Entellan (Merck). As preparagdes obtidas tém
marcagdo permanente, de maneira que a técnica pode ser chamada de hibridizagdo in situ

permanente (PISH).
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Analise microscépica

Para cada lamina hibridizada foram examinados em microscopio sob contraste de
fase os nucleos nas diversas fases da meiose com cromossomos individualizados. Os sinais
de marcagao identificados foram contados e os melhores nucleos fotografados com filme
Kodak Gold 100 em Fotomicroscopio Leica com objetiva de aumento de 100X. Uma vez
que a técnica de PISH exige quantificacdo das marcas, foi considerado como critério de

marcagdo consistente aquela com freqiiéncia superior a 30% do total de nucleos marcados.

RESULTADOS

Utilizando a técnica de PISH foram localizados os genes de copia unica Lys, Hsp70
e Hsp83 em cromossomos meobticos do gafanhoto S. pallens. A analise foi realizada em um
total de 691 nucleos, com percentual médio de marcacdo de 68,49% para os trés genes,
tendo sido obtidas marcacdes consistentes, muito acima do minimo de 30%, em trés
diferentes pares autossdmicos.

Foram analisados 167 nucleos apds hibridizacdo com a sonda Lys, tendo sido
obtidas marcagdes em 108 (64,67%). Dentre os nucleos marcados, 94,44% apresentaram
marcagdes no maior autossomo da espécie (G;), conforme pode ser observado na Fig. 1 A e
B. Também foram observados 9 nucleos marcados em um cromossomo médio, com
freqiiéncia de 8,33% do total (Tabela 1).

Para o gene Hsp70 foram analisados 313 ntcleos, dos quais 199 (63,57%)
apresentaram marcas de hibridiza¢do. Em 89,94% dos nucleos marcados pela sonda Hsp70
as marcas foram observadas no cromossomo G; (Fig. 1 C e D). Também foram observadas
marcagdes por esta sonda em um dos cromossomos médios, em 38 nucleos (freqiiéncia de
19,09%) e um unico sinal de hibridiza¢do no cromossomo X (0,50%) (Tabela 1).

Na andlise de hibridizagdao do gene Hsp83 foram observados 211 nucleos, tendo
sido detectadas marcacdes em 163 (77,25%). Entre os nlicleos marcados, 97,54% possuiam

hibridizagao consistente em um par de cromossomos de tamanho médio, identificado como
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My (Fig. 1 E e F). Também foram encontrados 35 nucleos (21,47%) com hibridizagdo da
sonda Hsp83 no cromossomo G; ¢ dois (1,22%) com marca em um dos cromossomos P.
No idiograma apresentado na Figura 2 sdo apontadas as localizagdes consideradas

consistentes dos genes mapeados Lys, Hsp70 e Hsp§&3.

DISCUSSAO

A metodologia de hibridizagdo in situ foi proposta por Engels e cols. (1986) para
cromossomos politénicos de Drosophila, e tem sido extensivamente utilizada em
politénicos de dipteros (Benedict e cols., 1993; Procunier e Smith, 1993; Kumar e Collins,
1994; Segarra e cols., 1995; Ruiz e cols., 1997; Brown e Knudson, 1997; Rieger, 1999).
Rieger (1999) salienta a necessidade de quantificacdo das marcacdes, de maneira que neste
trabalho foi adotado como critério de marcagdo consistente aquela observada com
freqiiéncia superior a 30% do total de ntcleos marcados. Aproximadamente 700 nucleos
foram analisados e o percentual médio de marcacdo para os trés genes foi de 68,49%,
demonstrando a eficacia da metodologia empregada.

Utilizando a técnica de PISH em cromossomos meidticos, neste estudo foram identificadas
as primeiras localizagdes cromossomicas de genes de copia unica do gafanhoto S. pallens,
que também s3o os primeiros para a familia Acrididae. O gene Lys, mapeado no
cromossomo G; com freqiiéncia de 94,44% de marcagdo, também apresentou sinais menos
freqiientes (8,30%) de marcacdo em um cromossomo M, que pode representar um loco
adicional de lisozima, uma vez que em outros insetos, como D. melanogaster, sao
encontrados 13 locos, oito agrupados na se¢cdo 61F do brago cromossdmico 3L e mais cinco
dispersos pelo genoma (Dafre e cols., 1994; Adams ¢ cols., 2000). Em Anopheles gambiae,
utilizando hibridiza¢do em dot blot foi mapeado um loco de lisozima na divisdo 27 do

brago cromossdmico 2L (Kang e cols., 1996).
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Figura 1. Marcagdes (setas) por hibridizagdo in Situ em cromossomos meidticos de S.
pallens: localizagdo do gene Lys no cromossomo G; em células na fase de diploteno
(A) e metafase I (B), localiza¢do do gene Hsp70 no cromossomo G, em células em
paquiteno (C) e metafase I (D), localizagdo do gene Hsp83 no cromossomo M7 em
células em paquiteno (E) e metifase 1 (F). Barra = 1 pm.
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Tabela 1. Numero (N) e porcentagem (%) de marcagdes em cromossomos meiéticos do gafanhoto Schistocerca pallens pelas
sondas dos genes Lys, Hsp70 e Hsp8&3, através da técnica de PISH.
Nucleos Nucleos Cromossomos marcados
GENE | analisados marcados G G2 M* M;
N N % N % N % N % N % % %
Lys 167 108 64,67| 102| 94,44 09| 8,33
Hsp70 313 199 63,57 179 | 89,94 38| 19,09 0,50
Hsp83 211 163 77,25 35| 21,47 159| 97,54 1,22

* Cromossomo médio ndo identificado, ndo sendo necessariamente o mesmo para as duas hibridiza¢des
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Figura 2. Idiograma do complemento cromossdomico meidtico de Schistocerca pallens,
mostrando a localizagao aproximada dos genes Lys, Hsp70 e Hsp83 mapeados.
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Um nimero maior de marcagdes de lisozima em outros locais do genoma de S.
pallens poderia ter sido obtido com a utilizagdo de uma sonda com maior homologia, uma
vez que a multiplicidade de locos de lisozima ¢ comum em insetos, devido a sua
importancia na resposta de defesa contra microrganismos (Dafre e cols., 1994; Lee e cols.,
1999; Fujita e cols., 2002). A lisozima ¢ expressa em tecidos de cuticula e da epiderme,
representando a primeira linha de defesa em insetos que se alimentam de microrganismos
decompositores (Lemos e Terra, 1991; Lemos e cols., 1993; Ito e cols., 1995; Lee e cols.,
1999; Fujita e cols., 2002), ou de ataques de fungos, como os utilizados em programas de
controle bioldgico (Bateman e cols., 1993; Gillespie e cols., 1998). A marcagdo em apenas
dois locos cromossdmicos em S. pallens pode ser devida a baixa especificidade da sonda
heter6loga de lisozima humana, em relagdo as seqliéncias de nucleotidios do gene de
ortopteros, apesar da redugdo da estringéncia, pela diminuigdo de 50% para 30% de
formamida empregada neste trabalho.

Um aspecto do controle biologico das espécies de gafanhotos pragas ¢ o mecanismo
de susceptibilidade aos fungos utilizados como agentes controladores (Bateman e cols.,
1993; Gillespie e cols., 1998). Em S. gregaria a resposta imunologica esta associada a
resisténcia ao fungo Metarhizium anisopliae var. acridum, através da formagao de nodulos
de hemocitos agregados, levando a melanizagdo local pela atividade da enzima
fenoloxidase (Gillespie e cols., 2000). Esta enzima ¢ produzida como profenoloxidase e
convertida na forma ativa pela lisozima, que desta forma também estd implicada na
resposta imunolédgica dos insetos (Gillespie e cols., 1998). Devido ao importante papel da
lisozima na resposta imunologica a microrganismos invasores, genes para esta enzima ja
foram clonados de diversos insetos, incluindo D. melanogaster, Musca domestica,
Anopheles gambiae, Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus, Bombix mori ¢ Hyalophora
cecropia (Hultmark, 1993; Dafre e cols., 1994; Kang e cols., 1996; Gao e Fallon, 2000).
Em gafanhotos, entretanto, em que ¢ grande sua importancia devido a implicacdo na
resisténcia ao controle bioldgico por microrganismos, ainda ndo foram clonados genes para
lisozima, nem mesmo para as espécies em que a expressao da fenoloxidase foi
caracterizada, como L. migratoria (Simonet e cols., 2002b) e S. gregaria (Gillespie ¢ cols.,
2000).
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O gene HSP70 de S. pallens foi localizado no cromossomo G, sendo possivel que
as marcacoes secundarias observadas em um cromossomo médio ndo identificado também
representem um segundo loco desta hsp. Alguns genes de resposta ao choque térmico tém
multiplos locos, como HSP70, para o qual foram identificados um agrupamento de trés
locos na se¢do 87C1 e dois na 87A7 em D. melanogaster (Livak e cols., 1978; Vazquez ¢
cols., 1993). Utilizando a mesma sonda empregada neste trabalho, Bonorino e cols. (1993)
localizaram o gene HSP70 em varias espécies do grupo willistoni de Drosophila, que
também ocorre em agrupamento unico ou em agrupamentos proximos. Em cromossomos
politénicos do mosquito Anopheles albimanus foram localizados por hibridizagao in situ,
com sondas de D. melanogaster, locos de Hsp70 nas posigoes 11C e 13C no brago
cromossomico 2R (Benedict e cols., 1993).

O gene HSP83 foi mapeado em um cromossomo médio identificado como My,
ocorrendo também marca secundaria no cromossomo Gy, que pode representar um segundo
loco desta hsp ou uma cognata em S. pallens. Em D. melanogaster ocorrem dois locos de
hsp90, HSP83 e HSR @ na se¢ao 93D do brago cromossomico 3L (Holmgren e cols., 1981).
Em uma comparagao de seis espécies do grupo willistoni de Drosophila, utilizando também
as mesmas sondas deste trabalho, Rieger (1999) demonstrou a existéncia de um tnico loco
do gene HSP83 no brago cromossomico XR, com excegdo de D. insularis, que apresentou
um loco adicional autossomico no brago IIR. Na mesma comparacdao o gene HSRw foi
mapeado na se¢do 94A do cromossomo |11 em D. willistoni.

A importancia da resposta ao choque térmico ¢ demonstrada pela ampla distribui¢ao
do fenomeno em todas as espécies investigadas e pela alta conservagao dos genes entre
espécies tao distintas como D. melanogaster ¢ o homem (Becker e Craig, 1994; Kiang ¢
Tsokos, 1998; Santoro, 2000). As proteinas de resposta ao choque térmico sdo produzidas
também em resposta a outros estresses, como os decorrentes de andxia, alcool, selénio e
metais pesados, drogas como a benzamida e colchicina e doengas, de forma que estes locos
teriam um papel mais geral nas defesas do organismo (Santos e cols., 1993; Welch, 1993;
Goto e Kimura, 1998; Kiang e Tsokos, 1998; Santoro, 2000).

Além das marcagdes principais, ocorreram marcagdes secundarias, abaixo do
critério minimo de 30%, para os trés genes hibridizados. Tanto Lys quanto Hsp70

apresentaram marcagdo em um cromossomo M, que ndo € necessariamente 0 mesmo
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autossomo. Uma hibridizacdo simultdnea com as duas sondas (Lys e Hsp70) podera
esclarecer a situagdo. Também ¢ interessante notar que as marcagdes principais de Hsp70
ocorreram no cromossomo G; e a de Hsp83 no M7, mas enquanto as marcagdes secundarias
de Hsp70 foram observadas em um cromossomo M nao identificado, as de Hsp83 foram no
G, sendo tentador levantar a possibilidade de que estas marcas secundarias sejam resultado
de hibridizagdes cruzadas, devidas a homologia parcial entre os dois genes. Embora ndo
possa ser descartada, esta hipdtese ¢ pouco provavel, pois a homologia entre os genes de
diferentes familias de hsp € baixa (Santoro, 2000).

O rapido progresso do projeto de seqiienciamento do genoma de D. melanogaster
resultou da adog¢do de abordagens complementares, incluindo a disponibilidade de extensa
quantitidade de dados de mapeamento de genes (Adams e cols., 2000). Considerando que o
genoma de ortopteros ¢ mais de 50 vezes maior que o de drosofilidios (Hoy, 1994), embora
sejam menos precisos devido ao reduzido tamanho dos cromossomos mitdticos € meidticos
de S. pallens em relagdo aos politénicos interfasicos de Drosophila, os dados de localizagao
fisica de genes que puderem ser obtidos serdo ainda mais uteis para guiar um futuro

programa de seqiienciamento genomico deste gafanhoto praga.
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V. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusdes sobre a localizagao dos

genes Lys, Hsp70 e Hsp83 no gafanhoto S. pallens:

1. O gene da lisozima foi localizado no maior autossomo da espécie (G3), utilizando como
sonda o gene de lisozima humana, com a possibilidade de existir um loco adicional em
um cromossomo M;

2. O gene Hsp70 foi localizado no par cromossdmico Gy, que possivelmente representa o
principal agrupamento deste gene na espécie, mas mostrando outro loco com
similaridade em um cromossomo M;

3. O gene Hsp83 foi localizado em um par cromossomico de tamanho médio, identificado
como My, apresentando também outro loco com similaridade no cromossomo Gy;

4. A alta freqiiéncia de sinais de hibridizacdo observados com as sondas dos trés genes mostrou
o elevado grau de homologia das seqiliencias entre os genes Lys do homem e de S.
pallens e entre os genes Hsp70 e Hsp83 de D. melanogaster e S. pallens;

5. Estes sdo os primeiros genes de seqiiéncia tUnica de S. pallens localizados
cromossomicamente. Localizagdes cromossdmicas de genes de resposta a estresse e
outros genes por PISH representam marcadores importantes para o mapeamento do

genoma de S. pallens que estamos realizando.
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ABSTRACT

Some grasshoper species are historically known as insect pest of crops and native
pastures around the world, which cause ecological and economical damages amounting to
millions of dollars as sworms march. The main pest species are Locusta migratoria and
Schistocerca gregaria, and, in the case of Brazil, the most prominent are S. pallens,
Rhammatocerus schistocercoides and Stiphra robusta. There is a vast genetic literature
concerning L. migratoria and S. gregaria but almost none on the species wich are
important pests in Brazil. This work begins the genetic characterization of S. pallens by
mapping the single copy genes Lys, Hsp70 and Hsp83 by permanent in situ hibridization
(PISH). Were analysed almost 700 nuclei for the three genes, achieving a mean of 68,49%
of hybridization signals. The analysis of 167 nuclei with Lys hybridization signals revealed
that 94,44% of marks laid on G; chromosome, the species major autosome. The gene
Hsp70 was assigned to G, chromosome, where were observed 89,94% of marks in the total
of 199 marked nuclei. For the Hsp83 gene 163 marked nuclei were found, from which
97,54% of marks where observed in a medium sized chromosome, tentatively identified as
the My. All the three genes have presented also secondary hybridization signals, always
under 30% frequency. These are the first single copy genes mapped for S. pallens and also
for the Acrididac family. These data are usefull as new landmarks for chromosome
individualization and also as physical marks to guide an eventual genome sequencing

programme for S. pallens.
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ANEXO

O cariotipo de Schistocerca pallens (Fig. 1) complementado por dados de bandas C
e localizacdo das regides organizadoras do nucléolo sera descrito por SOUZA
(comunicag¢do pessoal) em manuscrito em preparagao.

A
I ETET
Gy G Gs My Mg Mg
M5 Mg Py Pio Py X
B

Figura VI1I.1. Metafase mitotica (A) e cariotipo (B) de Schistocerca pallens (fotografia
cedida pela Dra. Maria José de Souza, UFPE).
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As coletas de individuos adultos de Schistocerca pallens, incluindo os espécimes
estudados neste trabalho, foram realizadas em diversas localidades do Estado de
Pernambuco, conforme mostrado no mapa da Figura 2 e na Tabela 1.
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Figura VII. 2. Mapa do Estado de Pernambuco com a indicagdo dos locais de coleta (o)
dos espécimes de Schistocerca pallens.
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Tabela VII.1. Numero de espécimes do gafanhoto Schistocerca pallens coletados durante o
periodo de 2001 até 2003 com as coordenadas geograficas dos locais de coleta.

Local Coordenadas N° espécimes
Itamaraca 7°41°e 7°49’S e 34°49° e 34°54°W 28
Pombos 8°09° 16,6°’S e 35°25°15,1’W 5
Pesqueira 8°18°45°S e 36°41°15°W 12
Bezerros 08°11°15”’S e 35°48°45°W 20
Toritama 8°03°45°°S e 36°03°45°W 4
Bonito 8°26°15°S e 35°41°15°W 9
Total 8




