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RESUMO 
 

Algumas espécies de gafanhotos são pragas milenares de áreas cultivadas em 

diversas regiões do mundo, provocando grandes prejuízos econômicos e ecológicos em 

períodos de explosão populacional. No Brasil, as espécies mais ameaçadoras, que causam 

danos significativos às lavouras e pastagens, são Rhammatocerus schistocercoides, Stiphra 

robusta e Schistocerca pallens, nenhuma das quais foi geneticamente bem caracterizada, 

apesar da grande importância prática. Neste trabalho foi iniciada a caracterização genética 

de S. pallens, através da localização por hibridização in situ dos genes Lys, Hsp70 e Hsp83 

em cromossomos meióticos. Aproximadamente 700 núcleos foram analisados para os três 

genes e o percentual médio de marcação foi de 68,49%. Após análise de 108 núcleos 

marcados, com uma freqüência de 94,44% o gene Lys foi mapeado no cromossomo G1. O 

gene Hsp70 foi mapeado no cromossomo G2, onde foram observadas 89,94% das 

marcações do total de 199 núcleos marcados. Para o loco Hsp83 foram contados 163 

núcleos marcados, dos quais 97,54% das marcações foram localizadas em um cromossomo 

médio identificado como M7. Para todos os genes hibridizados outras marcações foram 

observadas, mas todas em freqüências inferiores a 30%. Estes são os primeiros genes 

mapeados em S. pallens, sendo também os primeiros genes de cópia única mapeados na 

família Acrididae. Além de servir como novos marcadores para individualização 

cromossômica, os dados da localização destes genes poderão ser úteis como marcas físicas 

para um eventual programa de seqüenciamento genômico da espécie. 
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I. INTRODUÇÃO 
 

Os gafanhotos são insetos da ordem Orthoptera, que apresentam metamorfose 

incompleta e formato de corpo e tamanho variáveis e algumas espécie são citadas desde a 

antiguidade como pragas causadoras de sérios prejuízos à agricultura e às pastagens. Além 

de devastadoras, suas nuvens migratórias chamam a atenção pela agregação em massa e, 

em algumas espécies, pela grande capacidade de deslocamento. A coincidência entre 

condições ambientais ótimas e o ciclo biológico levaria ao desenvolvimento do processo de 

gregarização, dependente da densidade populacional e caracterizado pelo comportamento 

agressivo (Bouaïchi e Simpson, 2003; Rogers e cols., 2003; Matheson e cols., 2004). 

Modificações no ambiente, principalmente no agroecossistema, tais como desmatamento, 

super-pastagem, irrigação de grandes superfícies, mecanização das culturas e introdução de 

novas variedades de vegetais, poderiam levar à explosão populacional e à gregarização 

(Duranton e cols., 1987; Bouaïchi e Simpson, 2003). 

Vinte e três espécies de gafanhotos causam danos economicamente expressivos à 

agricultura brasileira, além de problemas ambientais. Três dessas espécies são as mais 

prejudiciais: Schistocerca pallens (no Nordeste e Distrito Federal), Stiphra robusta (no 

Nordeste) e Rhammatocerus schistocercoides (em Mato Grosso, Rondônia e Goiás). Os 

Estados do Nordeste que têm apresentado as maiores infestações são Alagoas, Pernambuco, 

Paraíba e Rio Grande do Norte. Estas infestações podem estar relacionadas a períodos 

climáticos adversos, manejo de solo com a introdução de novas culturas e o abandono do 

cultivo de variedades tradicionalmente utilizadas pelos agricultores nestas regiões (Zahler, 

1987; Barrientos, 1995; Avidos e Ferreira, 1997). 

Apesar da grande importância prática, nenhuma das três espécies de gafanhotos 

praga na região Nordeste foi caracterizada geneticamente. A maioria dos estudos genéticos 

em gafanhotos da Região Neotropical é limitada aos trabalhos de cariologia convencional, 

identificando o número e a morfologia dos cromossomos em diversos representantes, 

incluindo a família Acrididae e algumas espécies de Schistocerca (subfamília 

Cyrtacanthacridinae). As espécies deste gênero, assim como S. pallens, possuem cariótipo 

com 2n=23, XO e 24, XX, em machos e fêmeas, respectivamente (Mesa e cols., 1982). 

Mais recentemente, algumas espécies da subfamília Leptysminae foram estudadas 
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citogeneticamente, tendo sido analisados, além do número e forma cromossômica, também 

a localização da heterocromatina constitutiva e das regiões organizadoras de nucléolos 

(Loreto e Souza, 2000; Rocha e cols., 2004). 

Apesar de numerosos trabalhos visando o controle biológico dos gafanhotos por 

fungos entomopatogênicos (Blanford e Thomas, 2001; Seyoum e cols., 2002), inclusive de 

S. pallens (Xavier-Santos e cols., 1999a) e R. schistocercoides (Magalhães e cols., 1997), a 

genética do sistema imunológico destes organismos, fundamental para o conhecimento dos 

mecanismos de resistência aos fungos (Adamo, 2004), também tem sido pouco estudada. 

Considerando o grande impacto econômico do gênero Schistocerca, a escassez de uma 

melhor caracterização genética é surpreendente. A literatura pertinente está restrita à 

clonagem e caracterização de alguns genes em S. gregaria de maior importância na África 

e Velho Mundo (Janssen e cols., 2001; Picone e cols., 2001; Simonet e cols., 2002a). Esta 

espécie, ao lado do gafanhoto migratório Locusta migratoria (Simonet e cols. 2002b), são 

as mais estudadas dos pontos de vista genético e fisiológico.  

Neste trabalho iniciamos a caracterização do genoma de S. pallens, através da 

localização cromossômica dos genes de cópia única da lisozima (Lys) e de resposta a 

estresse, Hsp70 e Hsp83, pela técnica de hibridização in situ permanente (PISH, 

“Permanent In Situ Hybridization”). Estes três 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, e na ativação do sistema enzimático da 

fenoloxidase, levando à efetivação da resposta imunológica através da melanização 

localizada (Gillespie e cols., 2000). As proteínas de choque térmico são importantes para 

permitir a resposta adequada aos diversos estresses celulares e ambientais, facilitando a 

remoção de proteínas anormais e protegendo as novas proteínas, desde sua síntese até a 

aquisição da forma tridimensional (Santoro, 2000). O mapeamento de genes é uma 

importante ferramenta para a identificação e individualização precisa de vários 

cromossomos da espécie nem sempre possibilitada pelas técnicas de cariologia 

convencional, devido ao tamanho e forma similares, como na maioria dos acridídeos (Mesa 

e cols. 1982). A localização de genes também é fundamental para futuros trabalhos de 

genômica da espécie pois as posições dos genes servem como marcas físicas para guiar um 

eventual programa de seqüenciamento. 
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I. 1. Objetivo Geral 

 

O objetivo deste trabalho foi iniciar a caracterização citogenética e molecular do 

gafanhoto praga Schistocerca pallens.  

 

Objetivo Específico 

 

 Mapear genes de cópia única em cromossomos meióticos de S. pallens, através de 

localização por hibridização in situ permanente (PISH), usando sondas heterólogas: 

1. o gene Lys, que codifica uma lisozima relacionada aos mecanismos de defesa contra 

microrganismos, 

2. os genes Hsp70 e Hsp83, que codificam proteínas de resposta aos estresses. 
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II. REVISÃO DA LITERATURA 

 

II.1. Pragas de gafanhotos 

 

Os gafanhotos são citados desde a antiguidade como uma praga causadora de sérios 

prejuízos à agricultura, devastando plantações, pastagens e a vegetação de áreas próximas. 

Estima-se que enxames de Schistocerca gregaria na África podem variar de 105 a 1010 

indivíduos, capazes de devorar de 14.000 a 20.000 toneladas métricas de vegetação verde 

por dia, causando completa destruição da safra de grãos, desfolhamento das árvores e 

destruição geral da vegetação (Dirsh, 1974; Steedman, 1990; Breuer e cols., 2003; Ferenz e 

Seildelmann, 2003). Além de devastadoras, as nuvens migratórias de gafanhotos chamam a 

atenção pela agregação massal, e em algumas espécies, pela grande capacidade de 

deslocamento. A multiplicação massal é atribuída a um complexo favorável de condições 

ecológicas que facilitam a sobrevivência da espécie em diferentes estágios do 

desenvolvimento. Por exemplo, chuvas que favoreçam o desenvolvimento de ovos em 

regiões de clima árido e levem ao aumento da produção de massa vegetal que alimentam os 

estágio ninfais, além da temperatura do ar e a existência de poucos predadores e parasitas 

naturais. O aumento populacional é um processo gradual, ao longo de 11 ou às vezes 22 

anos, atingindo um pico e voltando ao nível inicial. A coincidência entre condições 

ambientais (bióticas ou abióticas) ótimas e o ciclo biológico, no tempo e no espaço, levaria 

à gregarização. Modificações no ambiente, principalmente no agroecossistema, tais como o 

desmatamento, a super-pastagem, a irrigação de grandes superfícies, a monocultura, a 

mecanização das culturas e a introdução de novas variedades de vegetais, poderiam levar à 

explosão populacional e à gregarização (Duranton e cols., 1987; Gallo e cols., 2002; 

Bouaïchi e Simpson, 2003; Ferenz e Seildelmann, 2003; Rogers e cols., 2003; Matheson e 

cols., 2004). 

O aumento populacional leva a mudanças de comportamento e indivíduos gregários 

induzem à gregarização os indivíduos solitários, que passam da “fase solitária” para a “fase 

gregária”, devido a estímulos mecânicos, visuais e de contato químico (Breuer e cols, 2003; 

Ferenz e Seildelmann, 2003; Matheson e cols., 2004). Este polimorfismo de fases 

caracteriza estas espécies como polifênicas (Hägele e Simpson, 2000; Bouaïchi e Simpson, 
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2003). Em Schistocerca gregaria, espécie causadora de grandes destruições no Continente 

Africano, o processo de gregarização é acompanhado por alterações fisiológicas, 

comportamentais, morfológicas e de pigmentação, provavelmente disparadas por fatores 

endócrinos (Tawfik e Mohammed, 1997; Rogers e cols., 2003). Estes fatores são bem 

conhecidos, sendo caracterizados pela liberação de uma mistura de feromônios, 

principalmente fenilacetonitrila, que modula o comportamento de agregação e induz as 

alterações que o acompanham, incluindo o aumento do número de mitocôndrias 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 à agricultura, sendo as mais prejudiciais S. pallens (no Nordeste e Distrito 

Federal), Stiphra robusta (no Nordeste) e Rhammatocerus schistocercoides (em Mato 

Grosso, Rondônia e Goiás). Essas espécies podem causar grandes danos à vegetação nativa 

e às culturas agrícolas, sobretudo às plantações de arroz e cana-de-açúcar. 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 prejuízos 

significativos às culturas, especialmente nos Estados do Rio Grande do Norte, Pernambuco 

e Alagoas. No Sul do Brasil, nos anos de 1938, 1942 e 1946, infestações de S. cancellata 

causaram sérios prejuízos à produção agrícola, 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 infestação de R. pictus na região sorocabana de São Paulo. De 1971 a 1974 

Dichropolus bergii e Staurorhectus longicornis infestaram milharais e pastagens no Norte 

de Minas Gerais. Em 1984 ocorreu a explosão populacional de R. schistocercoides, que 

saindo da reserva indígena Parecis-Nhambiquara (MT) infestaram lavouras de cana-de-

açúcar, arroz e pastagens na região Centro-Oeste. Na década de 90 ocorreram muitas 

infestações de gafanhotos em sete Estados: Mato Grosso, Goiás, Minas Gerais, Rondônia, 

Paraíba, Rio Grande do Norte e Pernambuco. Na Região Nordeste, S. pallens e Stiphra 

robusta ainda se encontram na fase solitária, mas já apresentando tendência à fase gregária, 

reunindo-se em bandos compactos, apresentando semelhança com nuvens. Os gafanhotos 

destas espécies alimentam-se de gramíneas nativas, como o timbete e o capim-milha, 

passando a danificar depois culturas de milho, cana-de-açúcar, feijão e algodão. Quando 

adultos, realizam vôos de dispersão e atacam as culturas e pastagens, causando grandes 



Silva Sandra Vasconcelos O. 18

prejuízos. Estas infestações podem estar relacionadas com fatores climáticos adversos, 

manejo de solo com a introdução de novas culturas e o abandono do cultivo de variedades 

tradicionalmente utilizadas pelos agricultores nestas regiões (Zahler, 1987; Barrientos, 

1995; Avidos e Ferreira, 1997). 

 

 

II.2. Características gerais dos gafanhotos 

 

 Os gafanhotos são insetos pertencentes à ordem Orthoptera, apresentando 

metamorfose incompleta, com fases de ovo ninfas e adulto. Os ovos são geralmente 

depositados dentro do solo, em caules de plantas ou sob folhas de plantas aquáticas. 

Condições climáticas adequadas, com chuvas e altas temperaturas, são fatores que 

propiciam o desenvolvimento do ovo e o nascimento das ninfas. As fases de ninfas são 

semelhantes à fase adulta, porém sem o desenvolvimento total das asas, no caso das 

espécies com asas. Várias espécies podem apresentar quiescência (parada eventual do 

desenvolvimento) em qualquer estágio, induzida por condições ambientais desfavoráveis e 

imediatamente ultrapassada quando reaparecem condições favoráveis, ou diapausa, parada 

obrigatória induzida por um fator com variações previsíveis (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 é revestido por um tegumento duro, composto de 

segmentos articulados por membranas flexíveis e coloração originária dos pigmentos das 

células epidérmicas ou conseqüência da difração da luz sobre a cutícula. Apresentam o 

corpo cilíndrico, grosso ou estreito nas extremidades, com variação de acordo com a 

espécie (Duranton e cols., 1987; Gallo e cols., 2002). 

Os gafanhotos têm sexos separados e os ovos liberados pelas fêmeas desenvolvem-

se apenas após a fusão com o espermatozóide. O sistema reprodutor consiste de glândulas 

sexuais pares, os ovários nas fêmeas e os testículos nos machos, com gonodutos pareados 

nos quais os produtos sexuais são descarregados, e um duto mediano coberto com cutícula 

de origem ectodérmica, formando a vagina, nas fêmeas, e o canal ejaculador, nos machos 

(Duranton e cols., 1987; Gallo e cols., 2002). 
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A classificação atual utilizada para os gafanhotos da superfamília Acridoidea da 

Região Neotropical é a proposta por Amedegnato (1974), que os reagrupou em seis 

famílias. Segundo Carbonell (1977), famílias como Proscopiidae, Tristiridae, 

Ommexechidae, Romaleidae e Pauliniidae são autóctonas desta região, com origem 

provável na América do Sul. Mesmo a família Acrididae, de distribuição mundial, tem dez 

subfamílias representadas na região Neotropical, cinco das quais são exclusivamente 

Neotropicais. 

A fauna de gafanhotos do Nordeste brasileiro é bastante rica e diversificada, mas 

ainda é pouco conhecida dos pontos de vista de distribuição geográfica e de taxonomia. 

Dados sobre distribuição e diversidade de gafanhotos da região têm sido obtidos a partir da 

década de 1990 pelo grupo de pesquisadores do Laboratório de Citogenética Animal 

(Departamento de Genética) da UFPE, em coletas realizadas em áreas da Mata, Agreste e 

Sertão de Pernambuco e de outros Estados, como a Bahia. Uma lista preliminar indica que 

as famílias mais representativas da região são Acrididae, com 72 espécies, e Romaleidae, 

com 26 espécies (Souza, comunicação pessoal). Uma exploração mais cuidadosa desta 

região provavelmente proporcionará a descrição de espécies novas, como ocorreu com 

Radacridium nordestinum (Carbonell, 1984), R. mariajoseae e R. adamantinum 

(Carbonell, 1996a) e Orthoscapheus noronhensis (Carbonell 1996b), que são endêmicas da 

região. 

Os estudos realizados com R. schistocercoides levaram à conclusão de que a 

maturação sexual das populações parece ser induzida independentemente das condições 

pluviométricas. Provavelmente existe uma diapausa imaginal que se finaliza em data fixa. 

A maturação sexual parece iniciar-se sistematicamente na segunda quinzena do mês de 

agosto, antes mesmo das primeiras chuvas. Como a maturação inicia-se em data fixa, as 

populações acridianas podem se encontrar em condições ecológicas radicalmente diferentes 

de um ano para outro, o que traz conseqüências importantes em relação à sobrevivência do 

inseto em estação seca, à fecundidade das fêmeas e ao desenvolvimento embrionário 

(Launois-Luong e Lecoq, 1996). 
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II.3. O gafanhoto Schistocerca pallens (Thunberg) sec. Dirsh 

 

A família Acrididae ocorre em todos os Continentes e na maioria das regiões 

insulares, não tendo sido descrito apenas no Japão, região Indu-Malaya e ilhas 

Australasianas. Pelo menos 74 espécies ocorrem no continente Americano, sendo que 

algumas destas espécies possuem subespécies. Ainda existem dúvidas se este gênero seria 

originário do Velho Mundo e teria invadido as Américas, ocupando um nicho ecológico 

vazio e sofrendo rápida especiação 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 à superfamília Acridoidea, família 

Acrididae e subfamília Cyrtacanthacridinae (Tabela II.1), é encontrado com grande 

abundância no Estado de Pernambuco. É um inseto considerado de tamanho grande, 

medindo o macho de 4 a 5 cm e a fêmea de 5 a 6,5 cm. Os élitros são manchados de 

castanho e marcados por uma faixa longitudinal amarelo-creme na área costal. A coloração 

geral pode variar do marrom claro para o marrom escuro ou com estas duas cores juntas. A 

coloração dos adultos pode mudar de acordo com seu habitat e tal mudança pode estar 

relacionada ao tipo de alimentação. No Nordeste, onde apresenta duas gerações por ano, 

ocorre parada do desenvolvimento do ovo na estação seca. Mesmo que ocorram surtos 

densos, ainda não é gregário, mas ataca pastagens e lavouras de milho, trigo, cevada, 

amendoim, luzerna, sorgo, cana-de-açúcar, eucalipto, mimosa, álamo e ameixeira (Duraton 

e cols., 1987; Zahler, 1987; Barrientos, 1995; Avidos e Ferreira, 1997).  

Coletas realizadas na região Nordeste do Brasil, a partir do início da década de 

1990, mostraram a ocorrência de três espécies, S. pallens, S. nitens e S. flavofasciata, sendo 

S. pallens a mais abundante (Souza, comunicação pessoal). Dados das observações 

realizadas durante a manutenção dos animais em cativeiro revelaram que o tempo médio de 

vida de S. pallens ficou em torno de 30 dias. Além disso, o número médio de ovos por 

postura foi de 39,5 e a média de embriões por número de ovos obtidos foi de 16,5% 

(Calvacanti e Lopes, 2000). 
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Figura II.1. Fotografia de um exemplar macho do gafanhoto S. pallens (fotografia cedida 

pela Dra. Maria José de Souza, UFPE). 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
Tabela II. 1. Posição taxonômica do gafanhoto S. pallens.  

 
Filo Classe Ordem Superfamília Família Subfamília Gênero   espécie 

Arthropoda       

 Insecta      

  Orthoptera     

   Acridoidea    

    Acrididae   

     Cyrtacanthacridinae  

      Schistocerca  

       S.  pallens 

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

 

A influência dos fatores bióticos de regulação da dinâmica das populações 

acridianas geralmente é secundária, quando comparada aos fatores abióticos 

(meteorológicos, em particular). No entanto, a lista de inimigos naturais dos gafanhotos é 

extensa: pássaros são os mais freqüentemente citados, mas o seu impacto sobre as 

populações do gafanhoto é pontual (Fornari 1986), formigas apresentam atividade 

predadora muito intensa sobre bandos de ninfas durante toda a estação das chuvas e ataques 

de vespas parasitas foram observados. O comportamento de ataque e de nidificação da 

vespa Prionyx thomae contra R. schistocercoides, assim como as reações de defesa do 

gafanhoto, foram descritos por Lecoq e Pierozzi Jr (1995), que discutem o papel deste 

himenóptero como eventual agente de controle das populações acridianas. 

A única perspectiva realista de utilização de inimigos naturais para controle 

biológico reside atualmente no emprego de micoinseticidas à base de esporos de fungos 

deuteromicetos entomopatogênicos, os quais têm sido estudados já há alguns anos, em 

particular na África (Prior e Greathead, 1989; Blanford e Thomas, 2001). No Brasil, as 

linhagens de Metarhizium anisopliae var. acridum, M. anisopliae var. anisopliae, M. 

flavoviride var. flavoviride e de Beauveria bassiana estão sendo estudadas na Embrapa 

(CENARGEN) e no Laboratório de Controle Biológico (Departamento de Micologia) da 

UFPE (Faria e Magalhães, 1993; Magalhães e cols. 1997; Xavier-Santos e cols., 1999a, b). 

As pesquisas realizadas já confirmaram o grande potencial destes fungos para o controle 

das populações acridianas, inclusive com a seleção de linhagem adaptada ao R. 

schistocercoides (Faria e Magalhães, 1993; Magalhães e cols., 1997) e às condições 

ecológicas nas quais ele vive. Formulações comerciais dos fungos entomopatogênicos já 

estão disponíveis comercialmente, mas ainda são utilizadas em pequena escala. 

 

 

 

 



Silva Sandra Vasconcelos O. 24

II.5. Resposta imunológica e mecanismo de resistência dos gafanhotos aos 

microrganismos 

 
A característica fundamental de todo sistema imunológico é a capacidade de 

distinguir e eliminar partes de um corpo estranho, como bactérias e vírus. A habilidade de 

reconhecer a presença de um organismo ou de uma substância estranha é fundamental para 

o sistema imunológico. Os insetos não possuem o sistema imunológico sofisticado dos 

vertebrados, mas são particularmente resistentes aos seus inimigos naturais. Para se 

defender, eles desenvolveram uma série de mecanismos, tais como reações de 

reconhecimento, aglutinação e ativação de enzimas proteolíticas, que levam à coagulação 

da hemolinfa e à produção de melanina, reações celulares e síntese de peptídios 

antimicrobianos e inibidores de proteases. Essas reações de defesa fazem parte da 

imunidade natural dos insetos, chamada sistema profenoloxidase (proPO). Como o sistema 

complemento dos vertebrados, o proPO é ativado por uma série de enzimas em uma cascata 

de reações que termina com conversão da profenoloxidase na enzima fenoloxidase ativa, 

que tem um papel importante na captura e eliminação de formas estranhas. Entre as 

enzimas da cascata estão a lisozima e a laminarina, cujas atividades proteolíticas estão, 

portanto, relacionadas à resposta imunológica dos insetos (Wheeler e cols., 1993; Söderhäll 

e Cerenius, 1998; Wilson e cols., 1999). 

Nos insetos, embora a natureza das moléculas de reconhecimento não esteja bem 

definida, alguns receptores associados à membrana dos hemócitos e outros solúveis na 

hemolinfa são capazes de reconhecer e aglutinar diretamente os patógenos, enquanto outros 

podem induzir a ativação de cascatas proteolíticas. A interação lectina-carboidrato e a 

ativação da cascata proPO podem ser considerados como mecanismos mediadores no 

processo de reconhecimento de patógenos e parasitóides. As lectinas têm sido detectadas na 

hemolinfa, agindo como opsoninas (proteínas que se fixam e transformam as propriedades 

da superfície dos patógenos), aglutinando os microorganismos, deste modo otimizando a 

sua fagocitose (Boucias e Pendland, 1993; Drif e Brehélin, 1994; Kawasaki e cols., 1996; 

Wilson e cols., 1999). 

As espécies de gafanhotos pragas apresentam mecanismo de resistência aos fungos 

utilizados no controle biológico (Bateman e cols. 1993, Gillespie e cols. 1998). No 

gafanhoto S. gregaria a infecção pelo fungo Metarhizium anisopliae var. acridum leva à 
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significativa redução no consumo de alimento (Seyoum e cols., 1994) e a sua resistência ao 

fungo está relacionada com a resposta imunológica que leva à melanização local pela 

atividade da enzima fenoloxidase (Gillespie e cols., 1998; Gillespie e cols., 2000). 

A fenoloxidase catalisa a oxidação de compostos fenólicos presentes na hemolinfa e 

na cutícula dos insetos. O produto final dessa oxidação é a melanina, que participa de três 

importantes processos fisiológicos: esclerotização da cutícula, cicatrização de feridas e 

defesas imunológicas (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 é uma 

enzima bastante ativa e os produtos intermediários de sua ativação são tóxicos tanto para os 

microorganismos invasores como para o próprio inseto, por isso sua ativação é limitada ao 

local de infecção, caso contrário poderia levar a uma melanização generalizada, letal para o 

inseto (Kanost, 1999; Ma e Kanost, 2000). 

As lisozimas de insetos têm a dupla função de ajudar na digestão e na defesa contra 

bactérias (Jelles e Jolles, 1984), sendo sua produção induzida quando ocorre infecção 

(Dunn e cols., 1994; Hultmark, 1996). Foi demonstrado que a lisozima é expressa em 

tecidos de cutícula 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 são enzimas relativamente pequenas, com cerca de 

14,6 kDa, de estrutura tridimensional compacta, que estão presentes na hemolinfa dos 

insetos. Elas lisam as bactérias, hidrolisando as cadeias glicídicas da camada de 

peptidoglicanas da parede celular. A lisozima, que é uma glicosidase, catalisa a hidrólise da 

ligação glicosídica entre o C-1 do ácido N-acetilmurâmico ou N-acetilmureína (NAM) e o 

C-4 da N-acetilglucosamina (NAG). A remoção dessa cadeia, mesmo em pequena escala, 

provoca a ruptura da parede celular e, devido à alta pressão osmótica interna, causa a morte 

das bactérias (Mushegian e cols., 1996). 

Dada a importância das lisozimas na resposta imunológica dos insetos aos 

microorganismos invasores, genes que codificam estas enzimas já 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 e cols., 1996; Gao e Fallon, 2000). Em D. melanogaster ocorre 
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um agrupamento de oito genes de lisozima na região 61F do braço cromossômico IIIL, 

além de outros cinco genes dispersos no genoma (Dafre e cols., 1994; Adams e cols., 

2000). 

 

 

II.6. Genes de resposta aos estresses 

 

Em estudo de tecido da glândula salivar de Drosophila foi descoberto que a 

exposição dessas células ao calor produzia o surgimento de um novo padrão transcricional 

nos pufes dos cromossomos politênicos. Foi verificado que os estresses térmico ou químico 

induziam a expressão de genes até então inativos, fazendo com que as células estressadas 

fabricassem grande quantidade de uma determinada classe de proteínas, que foram 

chamadas de proteínas 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 é caracterizada por um aumento extremamente rápido na 

expressão das proteínas Hsp, o que não ocorre apenas após exposição ao calor, mas também 

quando as células são expostas a diversos outros estímulos, incluindo análogos de 

aminoácidos, hormônios, diversos metais pesados, infecção microbiana, antibióticos e 

outros venenos metabólicos (Santos e cols., 1993; Jindal, 1996; Kiang e Tsokos, 1998; 

Goto e Kimura, 1998; Santoro, 2000).  

As Hsp são uma classe de proteínas altamente conservadas, desde procariotas até o 

homem, o que é sugestivo de grande importância evolutiva. Os genes das Hsp podem ser 

agrupados em famílias, de acordo com as seqüências de aminoácidos e os pesos 

moleculares das proteínas: HSP27, HSP60, HSP70, HSP90 e HSP100. Em cada família há 

diferentes proteínas, como por exemplo Hsp72 e Hsp73 na família Hsp70, cujos pesos 

moleculares são similares, mas os padrões de indução e expressão dos respectivos genes 

são distintos (Vazquez e cols., 1993; Trent, 1996; Kiang e Tsokos, 1998; Santoro 2000). 

As proteínas Hsp não são induzidas apenas em condições de estresse. Há 

componentes desta classe protéica, conhecidas como cognatas ou Hsc (“Heat shock 
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cognates”), que são expressos constitutivamente, isto é, em organismos não submetidos a 

condições de estresse. As formas cognatas não são idênticas às formas indutíveis, sendo 

expressas em quantidades muito menores. O principal mecanismo de ação das Hsp seria 

como chaperonas moleculares (Hartl e cols., 1994; Kiang e Tsokos, 1998; Santoro, 2000). 

As chaperonas, embora não façam parte da estrutura final de proteínas, evitam interações 

incorretas entre estas, auxiliando na síntese e na montagem final do dobramento 

conformacional, evitando a degradação durante a tradução e até a aquisição da 

conformação final. O dobramento de proteínas é um processo muito importante em 

biologia, pois converte cadeias lineares de polipeptídeos em estruturas tridimensionais, as 

quais possibilitam que as proteínas exerçam todas as suas atividades. As proteínas 

funcionais intracelulares estão normalmente presentes em suas formas nativas 

completamente dobradas. Na medida em que o choque térmico e outras condições 

estressantes causam um efeito de desnaturação ou desdobramento parcial das proteínas 

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 remoção de proteínas 

desnaturadas (Craig e cols., 1994; Kiang e Tsokos, 1998; Santoro, 2000).  

Os níveis aumentados de proteínas de estresse dão às células meios para: a) 

identificar e facilitar o redobramento de proteínas afetadas de modo adverso pelo estresse 

metabólico; b) identificar e fazer ligação com proteínas anormalmente dobradas, de modo 

que estas sejam marcadas e enviadas a um sistema proteolítico adequado, facilitando assim 

a eliminação das proteínas danificadas; c) facilitar a síntese e a maturação de novas 

proteínas que irão substituir aquelas destruídas no estresse metabólico (Welch, 1993; Trent, 

1996; Santoro, 2000). 

A famíla HSP27, que produz as proteínas também conhecidas como sHsp (Hsp de 

baixo peso molecular), são transcritas durante o ciclo celular e no desenvolvimento e 

diferenciação em Drosophila e outros organismos (Marin e Tanguay, 1996; Santoro, 2000). 

As famílias HSP60 e HSP70 são as mais relacionadas ao processo geral de dobramento 

conformacional de proteínas nas células. Entre as famílias, a HSP70 é 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 família HSP90, também 

filogeneticamente conservada, apresenta função regulatória, ligando-se aos hormônios 
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esteróides, como a ecdisona, e então aos sítios promotores de genes que respondem a eles. 

Além disso, aproximam moléculas facilitando a sua junção e dissociando-se posteriormente 

dos complexos resultantes (Mutsuddi e Lakhotia, 1995; Nathan e cols., 1997). Os genes da 

família HSP100 são importantes para o desenvolvimento de tolerância a estresses, evitando 

os possíveis danos causados pelo aumento de temperatura e permitindo a adaptação às 

novas condições, como por exemplo em linhagens de Sacharomyces cerevisae, onde a 

Hsp104 leva à termotolerância, principalmente na ausência de locos funcionais de Hsp70 

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

 

 

II. 7. Genética de gafanhotos 

 

Existem numerosos trabalhos visando o controle biológico dos gafanhotos por 

fungos entomopatogênicos (Blanford e Thomas, 2001; Seyoum e cols., 2002), inclusive de 

espécies prejudiciais à agricultura brasileira, como S. pallens (Xavier-Santos e cols., 1999a, 

b) e R. schistocercoides (Faria e Magalhães, 1993; Magalhães 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 Região Neotropical é limitada 

aos trabalhos de cariologia convencional, identificando o número e a morfologia dos 

cromossomos em diversos representantes, incluindo a familia Acrididae e algumas espécies 

de Schistocerca (subfamília Cyrtacanthacridinae). Na análise de 284 espécies de acridídios 

desta região, Mesa e cols. (1982) observaram que os cariótipos são tipicamente compostos 

por cromossomos de difícil individualização, devido à semelhança de tamanho e forma, e 

concluiram que o cariótipo básico é 2n=23 (XO), nos machos e 2n=24 (XX), nas fêmeas. 

Derivações deste cariótipo básico são encontradas principalmente em alguns gêneros da 

subfamília Melanoplinae (Mesa e cols., 1982). Posteriormente, estudos citogenéticos 

realizados em sete espécies da família Romaleidae (Souza e Silva Filha, 1993; Souza e 

Kido, 1995; Rocha e cols., 1997; Souza e cols., 1998; Pereira e Souza, 2000), cinco da 

família Proscopiidae (Moura e cols., 1996; Souza e Moura, 2000) e seis da família 

Acrididae (Loreto e Souza, 2000; Rocha e cols., 2004), que ocorrem na região Nordeste do 
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Brasil, forneceram os padrões de distribuição da heterocromatina constitutiva, da 

localização das regiões organizadoras de nucléolos e da ocorrência de cromossomos B, 

além de confirmar o número e forma cromossômicas e o mecanismo de determinação 

sexual descrito anteriormente por Mesa e cols. (1982). As espécies da família Acrididae 

citogeneticamente caracterizadas foram Belosacris coccineipes (Loreto e Souza, 2000) e 

Cornops aquaticum, C. frenatum frenatum, Stenopola dorsalis, Stenacris xanthochlora e 

Tucayaca parvula (Rocha e cols., 2004), todos possuindo cariótipos similares, mas 

apresentando diferenças na localização de blocos distais de heterocromatina constitutiva, no 

padrão de distribuição de blocos CMA3 e na localização das regiões organizadoras de 

nucleólos. 

Da mesma maneira que os outros gafanhotos investigados na região Nordeste, os 

representantes da subfamília Cyrtacanthacridinae (gênero Schistocerca), apresentam 

cromossomos acro-telocêntricos, 2n=23 nos machos e 2n=24 nas fêmeas (Tabela II. 2), 

reunidos conforme o tamanho em três grupos: grandes (G1 G2 e G3), médios (M4 M5 M6 

M7 M8 e X) e pequenos (P9 P10 e P11), com sistema de determinação sexual XX, XO 

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

 

Tabela II. 2. Número cromossômico e mecanismo de determinação sexual de algumas 

espécies Neotropicais do gênero Schistocerca. 

Espécie Nº diplóide Mec. Sexual 

Schistocerca cancellata 23 24 XO: XX 

S. cancellata paranensis 23 24 XO: XX 

S. flavofasciata  23 24 XO: XX 

S. pallens 23 24 XO: XX 

Schistocerca sp. 23 24 XO: XX 

Fonte: Mesa e cols. (1982). 

 

A grande maioria dos trabalhos de descrição de variabilidade genética em 

populações de gafanhotos foi realizada em espécies Neárticas. Algumas populações 

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 diferenciação genética entre populações, possivelmente devido 

ao endocruzamento ou ao pouco tempo de divergência populacional. Para Orphulella 

punctata, exclusivamente Neotropical, Balbino (1997) demonstrou a existência de 

moderada diferenciação genética entre as populações, atribuída à deriva genética. 

Para a espécie S. pallens, além da descrição cariotípica pela análise convencional 

(Mesa e cols., 1982; Cavalcanti e Lopes, 2000) e da descrição preliminar da localização das 

regiões organizadoras de nucléolos e da distribuição 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 aplificação ao acaso de DNA 

polimórfico (RAPD) que a espécie tem alta variabilidade genética intrapopulacional. 

Considerando o grande impacto econômico da espécie na América do Sul (Duraton e cols., 

1987; Zahler, 1987; Barrientos, 1995; Avidos e Ferreira, 1997), a ausência de uma melhor 

caracterização genética é surpreendente. 

Mesmo para outras espécies do gênero Schistocerca, a literatura pertinente está 

restrita à clonagem e caracterização de alguns genes em S. gregaria, de maior importância 

na África e Europa (Simonet e cols. 2002a). Esta espécie, ao lado do gafanhoto migratório 

Locusta migratoria (Simonet e cols. 2002b), são as mais estudadas dos pontos de vista 

genético e fisiológico. Em S. gregaria foram clonados e caracterizados os genes abd-A 

(Tear e cols., 1990), abd-B (Kelsh e cols., 1993) e o agrupamento dos genes homeóticos 

Hox (Ferrier e Akam, 1996), todos relacionados ao desenvolvimento, o gene para a proteína 

ligadora de ácidos graxos (FABP) (Wu e cols., 2001), dois genes de precursores de 

peptídios neurotransmissores, chamados neuroparsinas (Janssen e cols., 2001), cinco genes 

de proteínas quimiorreceptoras de diferentes órgãos sensoriais (Angeli e cols., 1999; Picone 

e cols., 2001) e genes de duas isoformas de precursores de peptídios inibidores de serino-

proteases, chamados de pacifastinas (Vanden Broeck e cols., 1998; Simonet e cols., 2002a). 

No entanto, com exceção do complexo Hox (Ferrier e Akam, 1996), nenhum destes genes 

foi cromossomicamente localizado. Na verdade, entre os insetos, somente aqueles que 

possuem cromossomos politênicos, principalmente os dípteros dos gêneros Drosophila 

(Adams e cols., 2000), Aedes (Brown e Knudson, 1997), Anopheles (Kumar e Collins 

1994), têm mapas gênicos prontos ou em construção, devido à facilidade de mapeamento 

nos cromossomos gigantes. 
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Um dos motivos para a escassez de estudos moleculares em ortópteros 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) impõe dificuldades para a 

clonagem e principalmente para um projeto de seqüenciamento genômico das espécies. 

Desta forma, os trabalhos sobre a clonagem de genes de ortópteros ainda são exemplos 

isolados (Hoy 1994). Apesar da importância prática evidente, nenhum dos genes 

relacionados à gregarização ou à susceptibilidade aos fungos utilizados em controle 

biológico foi clonado e caracterizado em relação à sua seqüência de nucleotídeos e 

regulação da expressão. 

 

 

II.8. Localização de genes por hibridização in situ 

 

As técnicas de biologia molecular revolucionaram a compreensão sobre a estrutura e 

função do DNA, tornando-se essenciais em experimentos biológicos, possibilitando a 

localização de genes ou seqüências de DNA e a comparação entre cariótipos de espécies 

próximas em estudos de evolução cromossômica. A técnica de hibridização 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 localização genômica e assim mapear genes. Na técnica de hibridização in situ 

há a desnaturação simultânea da sonda de interesse e do material cromossômico depositado 

sobre uma lâmina, que posteriormente hibridizam. 

A revelação da marcação por método fluorescente (FISH “Fluorescent In Situ 

Hibridization”) tem sido mais difundida, mas a revelação não-fluorescente tem duas 

vantagens principais: a) econômica, por não exigir investimento em microscópio com 

filtros especiais; b) ser permanente, não exigindo análise imediata e permitindo reanálises 

posteriores. Embora na literatura não haja um nome específico para a hibridização in situ 

permanente, neste trabalho chamamos de PISH (“Permanent In Situ Hybridization”). 

Devido ao interesse médico ou econômico, algumas espécies de mamíferos também 

são exemplos de espécies que têm mapas gênicos em construção, como é 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 cão 

(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 têm mapas genéticos prontos ou 

em andamento, como Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum, além do milho e outros 

cereais (Fourmann e cols. 2002). A construção destes mapas utilizou diferentes técnicas, 

incluindo mapeamento paquitênico, hibridização in situ e análise de reassociação de DNA. 

Em insetos, a técnica de hibridização in situ tem sido aplicada especialmente em 

cromossomos politênicos, como nos gêneros 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 localização de 

genes da família Hsp27, Hsp70, Hsp90, genes ribossomais 18S e 5S e genes de amilase e 

esterase. Esta metodologia tem se mostrado útil também em estudos evolutivos, que 

comparam cromossomos politênicos entre D. melanogaster e outras espécies (Segarra e 

cols., 1995; Ranz e cols., 1997). Com exceção do trabalho de Brown e Knudson (1997), 

todos os demais citados neste parágrafo utilizaram a técnica de PISH. 

Em gafanhotos, nas poucas publicações utilizando a técnica de hibridização in situ, 

foram utilizadas sondas específicas para caracterização de cromossomos através da 

identificação de regiões altamente repetitivas do DNA, como as regiões organizadoras de 

nucléolos (sítios de genes de rRNA), regiões teloméricas (sítios de replicação e estabilidade 

cromossômica) e diferentes classes de DNA satélite (famílias de DNA repetitivo), em 

Eyprepocnemis plorans (López-Leon e cols., 1994; López-Leon e cols., 1995), 

Dociostauros genei (Iñigo e cols., 1996) e Xyleus angulatus (Romaleidae, Souza e cols., 

1998). Como exemplo de mapeamento gênico, foi encontrada apenas uma citação para o 

gênero Schistocerca, utilizando sondas para a região Hox, oriundas de Drosophila, para 

localizar este complexo gênico em S. gregaria (Ferrier e Akam 1996). Todos os trabalhos 

citados neste parágrafo utilizaram a técnica de FISH. 
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RESUMO 

 
 Algumas espécies de gafanhotos são pragas milenares de áreas cultivadas em 

diversas regiões do mundo, provocando grandes prejuízos econômicos e ecológicos em 

períodos de explosão populacional. No Brasil, as espécies mais ameaçadoras são 

Rhammatocerus schistocercoides, Stiphra robusta e Schistocerca pallens. Ao contrário das 

espécies pragas de outras regiões do mundo, nenhuma das espécies que causam danos às 

lavouras no Brasil foi geneticamente bem caracterizada, apesar da importância prática 

evidente. Neste trabalho, iniciamos a caracterização genética de S. pallens, através da 

localização dos genes Lys, Hsp70 e Hsp83 em cromossomos meióticos. O gene Lys foi 

mapeado no maior autossomo da espécie (G1). O gene Hsp70 foi mapeado no cromossomo 

G2, enquanto Hsp83 foi localizado em um cromossomo médio, identificado como M7. 

Estes são os primeiros genes mapeados em S. pallens, sendo também os primeiros genes de 

cópia única mapeados na família Acrididae. Além de servir como novos marcadores para 

individualização cromossômica, os dados da localização destes genes poderão ser úteis 

como marcas físicas para um futuro programa de seqüenciamento genômico da espécie. 
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INTRODUÇÃO 

 

As principais espécies de gafanhotos envolvidos nos grandes enxames que devoram 

plantações de diversas culturas, vegetação nativa ou pastagens pertecem ao gênero Locusta 

ou Schistocerca (Steedman, 1990). A formação dos enxames é um processo gradual, que 

ocorre ao longo de uma ou duas décadas, quando as condições ambientais favorecem o 

aumento populacional (Penner e Yerushalmi, 1998). Nestas espécies, chamadas polifênicas, 

devido ao polimorfismo de fases (Hägele e Simpson, 2000; Bouaïchi e Simpson, 2003), o 

aumento populacional leva a mudanças de comportamento, quando indivíduos gregários 

induzem à gregarização os indivíduos solitários, que passam da “fase solitária” para a “fase 

gregária”, devido a estímulos mecânicos, visuais e de contato químico (Breuer e cols., 

2003; Ferenz e Seidelmann, 2003; Matheson e cols., 2004). Em Schistocerca gregaria, 

espécie causadora de grandes destruições no Continente Africano, o processo de 

gregarização é acompanhado por alterações fisiológicas, comportamentais, morfológicas e 

de pigmentação, provavelmente disparados por fatores endócrinos (Tawfik e Mohammed, 

1997; Rogers e cols., 2003). Estes fatores são bem conhecidos, sendo induzidos pela 

liberação de uma mistura de feromônios, principalmente fenilacetonitrila, que modula o 

comportamento de agregação e induz as alterações que o acompanham, incluindo o 

aumento do número de mitocôndrias e ribossomos de certos tecidos (Tawfik e cols., 2000; 

Tawfik e Sehnal, 2003). 

A família Acrididae é amplamente distribuída no mundo, com numerosos gêneros 

de importância econômica ocorrendo na região Neotropical (Amedegnato, 1974; Carbonell, 

1977; Mesa e cols., 1982; Gallo e cols., 2002). Pertencem a esta família 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 País. Uma terceira espécie, Stiphra robusta, 

da família 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 

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

(Simonet e cols., 2002b). 

 O cariótipo dos acridídios é tipicamente composto por cromossomos de difícil 

individualização, devido à semelhança de tamanho e forma. O cariótipo básico é 2n=23 

(XO) nos machos e 2n=24 (XX) nas fêmeas (Mesa e cols., 1982; Loreto e Souza, 2000; 

Rocha e cols., 2004). Derivações deste cariótipo básico são encontradas principalmente em 

alguns gêneros da subfamília Melanoplinae (Mesa e cols., 1982). Os representantes da 

subfamília Cyrtacanthacridinae apresentam cromossomos acro-telocêntricos, reunidos, 

conforme o tamanho, em três grupos: grandes (G1, G2 e G3), médios (M4, M5, M6, M7, M8 

e X) e pequenos (P9, P10 e P11), com sistema de determinação sexual XX, XO. Estudos 

genéticos do gênero Schistocerca são restritos à descrição cariotípica pela análise 

convencional (Mesa e cols.,1982). A única exceção é S. gregaria, do qual foram clonados e 

caracterizados os genes abd-A (Tear e cols., 1990), abd-B (Kelsh e cols, 1993), o 

agrupamento dos genes homeóticos Hox (Ferrier e Akam, 1996), todos relacionados ao 

desenvolvimento, o gene para a proteína ligadora de ácidos graxos (FABP) (WU e cols., 

2001), dois genes de precursores de peptídios neurotransmissores neuroparsinas (Janssen e 

cols., 2001), cinco genes de proteínas quimiorreceptoras de diferentes órgãos sensoriais 

(Angeli e cols., 1999; Picone e cols., 2001) e genes de duas isoformas de precursores de 

peptídios 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), 

impõe dificuldades para a clonagem e, principalmente, para um projeto de seqüenciamento 

genômico das espécies. Por este motivo, a clonagem de genes de outras espécies de 

gafanhotos são exemplos isolados (Hoy, 1994). Apesar da importância prática evidente, 

nenhum dos genes relacionados à gregarização, ou à susceptibilidade aos fungos utilizados 

em controle biológico, foi clonado e caracterizado em relação à sua seqüência de 

nucleotídeos e regulação da expressão. 

Uma abordagem inicial de exploração genômica mais simples que o 

seqüenciamento é a localização de genes de cópia única por hibridização in situ, que gera 

marcas físicas que poderão guiar futuros programas de seqüenciamento genômico. O 

mapeamento por hibridização in situ de genes também permitirá a detecção de processos 
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evolutivos envolvendo os cromossomos do grupo, quando comparado com as demais 

espécies da família. Neste trabalho é descrita pela primeira vez a localização cromossômica 

de genes de cópia única de S. pallens, os primeiros para a família Acrididae. Esta 

abordagem gerou marcas físicas que permitiram a individualização de três pares 

cromossômicos da espécie. 

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

A coleta de espécimes 

 

Foram utilizados neste trabalho 03 indivíduos adultos machos de S. pallens, 

coletados com rede entomológica no município de Pesqueira (8o 18’ 45’’ S, 36o 41’ 15’’ 

W), no Estado de Pernambuco, Região Nordeste do Brasil. Os testículos foram dissecados e 

fixados em etanol e ácido acético (3:1) e armazenados em freezer para preparações 

citológicas, conforme Souza (1991). 

 

Preparação de lâminas 

 

Para a preparação de cada lâmina foi utilizado um único folículo testicular, 

colocado sobre a lâmina numa gota de ácido acético a 45%, coberto com lamínula e feito o 

esmagamento por pressão. As lâminas foram armazenadas a 4oC por 24 horas e as 

lamínulas foram retiradas após congelamento em nitrogênio líquido. Em seguida as lâminas 

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% à temperatura ambiente, 

ambos por 10 minutos (Engels e cols., 1986). Após secagem as lâminas foram armazenadas 

a 4oC e, posteriormente, selecionadas em microscópio para hibridização in situ. 
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Amplificação dos plasmídios 

 

 O plasmídio YIprd2-Lys contendo o gene completo da lisozima (Lys) humana e 

marca de resistência à ampicilina, foi cedido pelo Dr. Marcos Antônio 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 Biofísica, UFRJ), inseridos nos plasmídios 

pW229 e λ6, ambos derivados do pBR322, com marca de resistência à ampicilina. Os 

plasmídios foram amplificados através de transformação por choque térmico na linhagem 

DH5α da bactéria Escherichia coli, cultivada em meio LB com ampicilina e extraídos pela 

técnica de lise alcalina (Sambrook e cols., 1989). Para a utilização como sonda, o DNA 

plasmidial foi marcado com biotina utilizando o sistema BioNick DNA (GIBCO/BRL, 

Paisley, Escócia). 

 

Hibridização in situ 

 

O material cromossômico das lâminas foi pré-digerido com RNAse para melhorar 

as marcações (López-León e cols., 1995), e lavagens estringentes foram realizadas à 

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

realizada em tampão contendo formamida a 30% a 37°C por 40 horas, usando 100 ng de 

sonda marcada para cada lâmina. A revelação utilizou estreptoavidina/fosfatase alcalina 

(SAP), azul de nitro tetrazólio (NBT) e BCIP (fosfatase intestinal fetal bovina), todos da 

GIBCO/BRL (Paisley, Escócia). As lâminas foram contra-coradas com orceína-lactoacética 

(orceína 1% em ácido láctico 20% e ácido acético 45%, diluída 1:10 em ácido acético 

45%), e posteriormente montadas com Entellan (Merck). As preparações obtidas têm 

marcação permanente, de maneira que a técnica pode ser chamada de hibridização in situ 

permanente (PISH). 
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Análise microscópica 

 

 Para cada lâmina hibridizada foram examinados em microscópio sob contraste de 

fase os núcleos nas diversas fases da meiose com cromossomos individualizados. Os sinais 

de marcação identificados foram contados e os melhores núcleos fotografados com filme 

Kodak Gold 100 em Fotomicroscópio Leica com objetiva de aumento de 100X. Uma vez 

que a técnica de PISH exige quantificação das marcas, foi considerado como critério de 

marcação consistente aquela com freqüência superior a 30% do total de núcleos marcados. 

 

 

RESULTADOS 

 

Utilizando a técnica de PISH foram localizados os genes de cópia única Lys, Hsp70 

e Hsp83 em cromossomos meóticos do gafanhoto S. pallens. A análise foi realizada em um 

total de 691 núcleos, com percentual médio de marcação de 68,49% para os três genes, 

tendo sido obtidas marcações consistentes, muito acima do mínimo de 30%, em três 

diferentes pares autossômicos. 

Foram analisados 167 núcleos após hibridização com a sonda Lys, tendo sido 

obtidas marcações em 108 (64,67%). Dentre os núcleos marcados, 94,44% apresentaram 

marcações no maior autossomo da espécie (G1), conforme pode ser observado na Fig. 1 A e 

B. Também foram observados 9 núcleos marcados em um cromossomo médio, com 

freqüência de 8,33% do total (Tabela 1). 

Para o gene Hsp70 foram analisados 313 núcleos, dos quais 199 (63,57%) 

apresentaram marcas de hibridização. Em 89,94% dos núcleos marcados pela sonda Hsp70 

as marcas foram observadas no cromossomo G2 (Fig. 1 C e D). Também foram observadas 

marcações por esta sonda em um dos cromossomos médios, em 38 núcleos (freqüência de 

19,09%) e um único sinal de hibridização no cromossomo X (0,50%) (Tabela 1). 

Na análise de hibridização do gene Hsp83 foram observados 211 núcleos, tendo 

sido detectadas marcações em 163 (77,25%). Entre os núcleos marcados, 97,54% possuiam 

hibridização consistente em um par de cromossomos de tamanho médio, identificado como 
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M7 (Fig. 1 E e F). Também foram encontrados 35 núcleos (21,47%) com hibridização da 

sonda Hsp83 no cromossomo G2 e dois (1,22%) com marca em um dos cromossomos P. 

No idiograma apresentado na Figura 2 são apontadas as localizações consideradas 

consistentes dos genes mapeados Lys, Hsp70 e Hsp83. 

 

 

DISCUSSÃO 

 

A metodologia de hibridização in situ foi proposta por Engels e cols. (1986) para 

cromossomos politênicos de Drosophila, e tem sido extensivamente utilizada em 

politênicos de dípteros (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 quantificação das marcações, de maneira que neste 

trabalho foi adotado como critério de marcação consistente aquela observada com 

freqüência superior a 30% do total de núcleos marcados. Aproximadamente 700 núcleos 

foram analisados e o percentual médio de marcação para os três genes foi de 68,49%, 

demonstrando a eficácia da metodologia empregada. 

Utilizando a técnica de PISH em cromossomos meióticos, neste estudo foram identificadas 

as primeiras localizações cromossômicas de genes de cópia única do gafanhoto S. pallens, 

que também são os primeiros para a família Acrididae. O gene Lys, mapeado no 

cromossomo G1 com freqüência de 94,44% de marcação, também apresentou sinais menos 

freqüentes (8,30%) de marcação em um cromossomo M, que pode representar um loco 

adicional de lisozima, uma vez que em outros insetos, como D. melanogaster, são 

encontrados 13 locos, oito agrupados na seção 61F do braço cromossômico 3L e mais cinco 

dispersos pelo genoma (Dafre e cols., 1994; Adams e cols., 2000). Em Anopheles gambiae, 

utilizando hibridização em dot blot foi mapeado um loco de lisozima na divisão 27 do 

braço cromossômico 2L (Kang e cols., 1996). 
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Figura 1. Marcações (setas) por hibridização in situ em cromossomos meióticos de S. 

pallens: localização do gene Lys no cromossomo G1 em células na fase de diplóteno 
(A) e metáfase I (B), localização do gene Hsp70 no cromossomo G2 em células em 
paquíteno (C) e metáfase I (D), localização do gene Hsp83 no cromossomo M7 em 
células em paquíteno (E) e metáfase I (F). Barra = 1 µm. 
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Tabela 1. Número (N) e porcentagem (%) de marcações em cromossomos meióticos do gafanhoto Schistocerca pallens pelas 

sondas dos genes Lys, Hsp70 e Hsp83, através da técnica de PISH. 

 

Cromossomos marcados Núcleos 

analisados 

Núcleos 

marcados G1 G2 M* M7 P X 

 

GENE 

N N % 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 1 0,50

Hsp83 211 163 77,25 35 21,47 159 97,54 2 1,22

* Cromossomo médio não identificado, não sendo necessariamente o mesmo para as duas hibridizações 
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Figura 2. Idiograma do complemento cromossômico meiótico de Schistocerca pallens, 

mostrando a localização aproximada dos genes Lys, Hsp70 e Hsp83 mapeados. 
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Um número maior de marcações de lisozima em outros locais do genoma de S. 

pallens poderia ter sido obtido com a utilização de uma sonda com maior homologia, uma 

vez que a multiplicidade de locos de lisozima é comum em insetos, devido à sua 

importância na resposta de defesa contra microrganismos (Dafre e cols., 1994; Lee e cols., 

1999; Fujita e cols., 2002). A lisozima é expressa em tecidos de cutícula 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 biológico (Bateman e cols., 1993; Gillespie e cols., 1998). A marcação em apenas 

dois locos cromossômicos em S. pallens pode ser devida à baixa especificidade da sonda 

heteróloga de lisozima humana, em relação às seqüências de nucleotídios do gene de 

ortópteros, apesar da redução da estringência, pela diminuição de 50% para 30% de 

formamida empregada neste trabalho. 

Um aspecto do controle biológico das espécies de gafanhotos pragas é o mecanismo 

de susceptibilidade aos fungos utilizados como agentes controladores (Bateman e cols., 

1993; Gillespie e cols., 1998). Em S. gregaria a resposta imunológica está associada à 

resistência ao fungo Metarhizium anisopliae var. acridum, através da formação de nódulos 

de hemócitos agregados, levando à melanização local pela atividade da enzima 

fenoloxidase (Gillespie e cols., 2000). Esta enzima é produzida como profenoloxidase e 

convertida na forma ativa pela lisozima, que desta forma também está implicada na 

resposta imunológica dos insetos (Gillespie e cols., 1998). Devido ao importante papel da 

lisozima na resposta imunológica a microrganismos invasores, genes para esta enzima já 

foram clonados de diversos insetos, incluindo D. melanogaster, Musca domestica, 

Anopheles gambiae, Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus, Bombix mori e Hyalophora 

cecropia (Hultmark, 1993; Dafre e cols., 1994; Kang e cols., 1996; Gao e Fallon, 2000). 

Em gafanhotos, entretanto, em que é grande sua importância devido à implicação na 

resistência ao controle biológico por microrganismos, ainda não foram clonados genes para 

lisozima, nem mesmo para as espécies em que a expressão da fenoloxidase foi 

caracterizada, como L. migratoria (Simonet e cols., 2002b) e S. gregaria (Gillespie e cols., 

2000). 



Silva, Sandra Vasconcelos O. 

 

56

 O gene HSP70 de S. pallens foi localizado no cromossomo G2, sendo possível que 

as marcações secundárias observadas em um cromossomo médio não identificado também 

representem um segundo loco desta hsp. Alguns genes de resposta ao choque térmico têm 

múltiplos locos, como HSP70, para o qual foram identificados um agrupamento de três 

locos na seção 87C1 e dois na 87A7 em D. melanogaster (Livak e cols., 1978; Vazquez e 

cols., 1993). Utilizando a mesma sonda empregada neste trabalho, Bonorino e cols. (1993) 

localizaram o gene HSP70 em várias espécies do grupo willistoni de Drosophila, que 

também ocorre em agrupamento único ou em agrupamentos próximos. Em cromossomos 

politênicos do mosquito Anopheles albimanus foram localizados por hibridização in situ, 

com sondas de D. melanogaster, locos de Hsp70 nas posições 11C e 13C no braço 

cromossômico 2R (Benedict e cols., 1993). 

 O gene HSP83 foi mapeado em um cromossomo médio identificado como M7, 

ocorrendo também marca secundária no cromossomo G2, que pode representar um segundo 

loco desta hsp ou uma cognata em S. pallens. Em D. melanogaster ocorrem dois locos de 

hsp90, HSP83 e HSRω, na seção 93D do braço cromossômico 3L (Holmgren e cols., 1981). 

Em uma comparação de seis espécies do grupo willistoni de Drosophila, utilizando também 

as mesmas sondas deste trabalho, Rieger (1999) demonstrou a existência de um único loco 

do gene HSP83 no braço cromossômico XR, com exceção de D. insularis, que apresentou 

um loco adicional autossômico no braço IIR. Na mesma comparação o gene HSRω foi 

mapeado na seção 94A do cromossomo III em D. willistoni. 

 A importância da resposta ao choque térmico é demonstrada pela ampla distribuição 

do fenômeno em todas as espécies investigadas e pela alta conservação dos genes entre 

espécies tão distintas como D. melanogaster e o homem (Becker e Craig, 1994; Kiang e 

Tsokos, 1998; Santoro, 2000). As proteínas de resposta ao choque térmico são produzidas 

também em resposta a outros estresses, como os decorrentes de anóxia, álcool, selênio e 

metais pesados, drogas como a benzamida e colchicina e doenças, 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 marcações principais, ocorreram marcações secundárias, abaixo do 

critério mínimo de 30%, para os três genes hibridizados. Tanto Lys quanto Hsp70 

apresentaram marcação em um cromossomo M, que não é necessariamente o mesmo 
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autossomo. Uma hibridização simultânea com as duas sondas (Lys e Hsp70) poderá 

esclarecer a situação. Também é interessante notar que as marcações principais de Hsp70 

ocorreram no cromossomo G2 e a de Hsp83 no M7, mas enquanto as marcações secundárias 

de Hsp70 foram observadas em um cromossomo M não identificado, as de Hsp83 foram no 

G2, sendo tentador levantar a possibilidade de que estas marcas secundárias sejam resultado 

de hibridizações cruzadas, devidas à homologia parcial entre os dois genes. Embora não 

possa ser descartada, esta hipótese é pouco provável, pois a homologia entre os genes de 

diferentes famílias de hsp é baixa (Santoro, 2000). 

 O rápido progresso do projeto de seqüenciamento do genoma de D. melanogaster 

resultou da adoção de abordagens complementares, incluindo a disponibilidade de extensa 

quantitidade de dados de mapeamento de genes (Adams e cols., 2000). Considerando que o 

genoma de ortópteros é mais de 50 vezes maior que o de drosofilídios (Hoy, 1994), embora 

sejam menos precisos devido ao reduzido tamanho dos cromossomos mitóticos e meióticos 

de S. pallens em relação aos politênicos interfásicos de Drosophila, os dados de localização 

física de genes que puderem ser obtidos serão ainda mais úteis para guiar um futuro 

programa de seqüenciamento genômico deste gafanhoto praga. 
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V. CONCLUSÕES 

 

 Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusões sobre a localização dos 

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

 

1. O gene da lisozima foi localizado no maior autossomo da espécie (G1), 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 cromossômico G2, 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 cromossômico de tamanho médio, identificado 

como M7, apresentando também outro loco com similaridade no cromossomo G2; 

4. A alta freqüência de sinais de hibridização observados com as sondas dos três genes mostrou 

o elevado grau de homologia das seqüencias 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 são os primeiros genes de seqüência única de S. pallens localizados 

cromossomicamente. Localizações cromossômicas 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 G1 chromosome, the species major autosome. The gene 

Hsp70 was assigned to G2 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 M7. 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 Acrididae 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. 
 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VII. ANEXO 
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ANEXO 
 
 O cariótipo de Schistocerca pallens (Fig. 1) complementado por dados de bandas C 
e localização das regiões organizadoras do nucléolo será descrito por SOUZA 
(comunicação pessoal) em manuscrito em preparação. 
 

A  

B  
 
Figura VII.1. Metáfase mitótica (A) e cariótipo (B) de Schistocerca pallens (fotografia 

cedida pela Dra. Maria José de Souza, UFPE). 
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 As coletas de indivíduos 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.  
 
 
 
 

 
 
Figura VII. 2. Mapa do Estado de Pernambuco com a indicação dos locais de coleta (●) 

dos espécimes de Schistocerca pallens. 
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Tabela VII.1. Número de espécimes do gafanhoto Schistocerca pallens coletados durante o 

período de 2001 até 2003 com as coordenadas geográficas dos locais de coleta. 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Local Coordenadas Nº espécimes 
Itamaracá 7º41’e 7º49’S e 34º49’ e 34º54’W 28 
Pombos 8º09’ 16,6’’S e 35º25’15,1’’W 5 

Pesqueira 8º18’45’’S e 36º41’15’’W 12 
Bezerros 08º11’15’’S e 35º48’45’’W 20 
Toritama 8º03’45’’S e 36º03’45’’W 4 
Bonito 8º26’15’’S e 35º41’15’’W 9 
Total  78 


