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RESUMO 

 

 

O gênero Belostoma, família Belostomatidae, inclui os maiores heterópteros e seus 

representantes possuem hábitos aquáticos e predatórios desempenhando papel importante 

como agentes de controle biológico. Esse gênero é bastante numeroso e apresenta dúvidas 

sobre sua evolução cariotípica, que envolve eventos de agmatoploidia e simploidia 

cromossômicas, bem como sistemas múltiplos e simples de determinação cromossômica do 

sexo. Neste trabalho foram analisadas oito espécies do gênero Belostoma (B. candidulum, B. 

cummingsi, B. dentatum, B. dilatatum, B. elongatum, B. horvathi, B. testaceopallidum e 

Belostoma sp 1) de diferentes localidades do Brasil. As análises meióticas revelaram 

cariótipos de 2n = 14+XY para B. horvathi, 2n = 22+XY para B. cummingsi, 2n = 26+X1X2Y 

para B. dentatum, B. elongatum e Belostoma sp 1 e 2n = 26+X1X2X3Y para B. 

testacopallidum. Todas as espécies apresentaram cromossomos holocinéticos. Foram 

observadas diferenças na distribuição da heterocromatina entre as espécies bem como a 

composição de bases dos blocos heterocromáticos (CMA3/DAPI). A sequência de DNAr 18S 

foi extraída de B. horvathi e utilizada como sonda, esta apresentou alta similaridade com 

outras sequencias depositadas no NCBI. Os clusters de DNAr 18S foram evidenciados tanto 

nos cromossomos sexuais quanto nos autossomos, formando assim quatro padrões: i) nas 

espécies com sistema sexual simples B. candidulum e B. horvathi  foram encontrados blocos 

nos cromossomos sexuais, ii) nas espécies com sistema sexual múltiplo B. dentatum, B. 

dilatatum, B. elongatum e B. testaceopallidum os genes de DNAr 18S foram evidenciados em 

um par de autossomos iii) a espécie B. cummingsi que possui sistema sexual simples 

apresentou marcações em um par de autossomos e um cromossomo sexual, iv) e a espécie B. 

discretum possui sistema sexual múltiplo e apresentou blocos em dois cromossomos sexuais. 

Os dados do presente trabalho e os da literatura nos levaram a propor uma nova hipótese de 

evolução para o grupo, com um cariótipo ancestral com número diploide baixo, sistema 

simples de determinação sexual e Região Organizadora de Nucléolo (RON) nos cromossomos 

sexuais. A partir desse cariótipo teriam sido formados os demais cariótipos a partir de eventos 

de agmatoploidias, simploidias e movimentação do DNAr 18S. Esses eventos puderam ser 

confirmados pela análise da heterocromatina por bandamento-C e pela técnica de C0t-1. O 

cromossomo X de B. horvathi foi microdissectado e amplificado, e utilizado como sonda para 

a análise de similaridade dos cromossomos sexuais entre as espécies.  A Hibridização 

Fluorescente in situ (FISH) realizada com a sonda gerada a partir do cromossomo X, 

apresentou hibridização uniforme por todo o corpo heteropicnótico positivo correspondente 

ao cromossomo X em intérfase quando hibridizada na espécie de origem, e quando 

hibridizada na espécie B. dentatum apresentou marcações discretas, podendo ser um indício 

de divergências na composição dos cromossomos X entre as espécies com diferentes sistemas 

de determinação sexual. Os dados do presente estudo ampliam o conhecimento sobre o grupo, 

trazendo novas informações e uma nova hipótese de evolução cariotípica para o grupo. 

 

Palavras-chave: Citogenética. DNAr. Evolução cariotípica. Cromossomos sexuais. 
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ABSTRACT 

 

 

The genus Belostoma, Belostomatidae family, includes the largest heteropteran and their 

representatives have aquatic and predatory habits playing an important role as biological 

control agents. This genus is quite large and has doubts about its karyotype evolution, which 

involves chromosomal agmatoploidy and simploidy events as well as multiple and simple 

chromosomal sex determination systems. This study analyzed eight species of the genus 

Belostoma (B. candidulum, B. cumingsi, B. dentatum, B. dilatatum, B. elongatum, B. horvathi, 

B. testaceopallidum and Belostoma sp 1) from different locations. The meiotic analysis 

revealed karyotype 2n = 14 + XY to B. horvathi, 2n = 22 + XY to B. cummingsi, 2n = 26 + 

X1X2Y to B. dentatum, B. elongatum and Belostoma sp 1 and 2n = 26 + X1X2X3Y to B. 

testacopallidum. All species showed holokinetic chromosomes. The sequence of 18S rDNA 

extracted from B. horvathi showed high similarity to other sequences deposited in the NCBI 

and was used as a probe. Differences were observed in the distribution of heterochromatin 

between species and the composition of bases of heterochromatic blocks (CMA3 / DAPI). The 

18S rDNA clusters were evident in both sex chromosomes and in the autosomes, thus forming 

four patterns: i) the species with simple sexual system B. candidulum. and B. horvathi were 

found blocks in sex chromosomes, ii) the species with multiple sexual system B. dentatum, B. 

dilatatum, B. elongatum and B. testaceopallidum 18S rDNA genes were found in a pair of 

autosomes iii) the species B. cummingsi that has simple sexual system showed markings on a 

pair of autosomes and one sex chromosome iv) and B. discretum has multiple sexual system 

and blocks presented in two sex chromosomes. The present data and the literature led us to 

propose a new hypothesis of evolution for the group, with an ancestral karyotype with low 

diploid numbers, simple system of sex determination and the Nucleolar Organizing Region 

(NOR) in the sex chromosomes. From that karyotype have been formed other karyotypes 

from agmatoploidy events, simploidy and movement of the 18S rDNA. These events could be 

confirmed by analysis of heterochromatin by C-banding and by C0t-1 technique. The X 

chromosome of B. horvathi was microdissected and amplified, and used as a probe for the 

analysis of sex chromosomes similarity between species. The fluorescence in situ 

hybridization (FISH), performed with the probe generated from the X chromosome, 

hybridization was uniformly throughout the body heteropycnotic positive corresponding to 

the X chromosome in the interphase when hybridized species of origin, and when hybridized 

the specie B. dentatum presented discrete markings, may be an indication of differences in the 

composition of X chromosomes between species with different sex determination systems. 

The data from this study extend the knowledge of the group, bringing new information and a 

new hypothesis karyotype evolution for the group. 

 

Key words: Cytogenetics.  rDNA. Karyotype evolution. Sex chromosomes. 
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INTRODUÇÃO 1 

 2 

Ecossistemas aquáticos são parte fundamental de uma rede de interação 3 

entre compartimentos terrestres e aquáticos, com organismos co-existindo nos dois ambientes. 4 

A comunidade de macroinvertebrados bentônicos é componente importante do sedimento de 5 

rios e lagos, atuando como parte fundamental na dinâmica de nutrientes, transformação de 6 

matéria e fluxo de energia (CALLISTO et al., 2001). Os macroinvertebrados aquáticos 7 

apresentam uma grande diversidade taxonônima com representantes dos taxa Insecta, 8 

Acarina, Crustacea, Gastropoda, entre outros (GULLAN; CRANSTON, 2008), sendo que, de 9 

maneira geral, os insetos compreendem cerca de 75% de todos os organismos vivos do 10 

planeta (RESH; CARDÉ, 2009). 11 

O sucesso adaptativo dos insetos pode ser visto por sua diversidade e 12 

abundância, ampla distribuição e sua habilidade em colonizar a maior parte dos habitats 13 

(RESH; CARDÉ, 2009). Dentre esses insetos destaca-se a subordem Heteroptera (ordem 14 

Hemiptera) que possui mais de 38 mil espécies descritas distribuídas por todo o globo com 15 

maior abundância em regiões tropicais e subtropicais (SCHUH; SLATER, 1995). A família 16 

Belostomatidae é uma das maiores de Heteroptera e seus representantes são comumente 17 

conhecidos como “baratas d’água”. São insetos com hábitos aquáticos e predatórios e 18 

desempenham papel de agentes de biocontrole em seu habitat (SAHA et al., 2010). 19 

Apesar da grande importância ecológica, os estudos sobre a organização 20 

cromossômica são escassos frente à diversidade do grupo, e pouco se sabe sobre a 21 

organização estrutural dos cromossomos de Belostomatidae. Todas as espécies analisadas até 22 

o momento apresentaram cromossomos holocinéticos, ou seja, cromossomos com cinetócoro 23 

difuso, característica comum a todos os heterópteros (PAPESCHI; BRESSA, 2006). O 24 

número diploide observado varia entre 2n = 4 em Lethocerus sp. (CHICKERING, 1927, 25 

1932) e 2n = 30 em diferentes espécies do gênero Belostoma (BARDELLA et al., 2012), e um 26 

cariótipo modal de 2n = 29 = 26+X1X2Y (machos) (CHIRINO et al., 2013; CHIRINO; 27 

BRESSA, 2014). As espécies estudadas apresentaram sistema cromossômico de determinação 28 

sexual, sendo que dentro do gênero Belostoma, foram descritos três sistemas de determinação 29 

do sexo diferentes: XX/XY; X1X1X2X2/X1X2Y e X1X1X2X2X3X3/X1X2X3Y (BARDELLA et 30 

al., 2012; CHIRINO et al., 2013; CHIRINO; BRESSA, 2014). 31 
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Os dados sobre a família Belostomatidae são praticamente restritos à 32 

estudos convencionais. As análises moleculares, como a localização de DNA ribossômico 33 

18S, são escassas e foram aplicadas em apenas oito espécies (CHIRINO et al., 2013; 34 

CHIRINO; BRESSA, 2014). A organização em clusters dos DNAs ribossômicos faz com que 35 

sejam marcadores cromossômicos facilmente detectáveis e úteis na elucidação de problemas 36 

taxonômicos, de organização genômica e variações cariotípicas (CABRAL-DE-MELLO et 37 

al., 2011), podendo assim ajudar na compreensão da origem e evolução dos cromossomos em 38 

diferentes espécies.  39 

Principalmente devido à grande variedade de cariótipos dentro da família 40 

Belostomatidae, e a pequena quantidade de estudos a respeito, ainda existem dúvidas sobre 41 

sua evolução cariotípicas. O pouco conhecimento de sua organização genômica, como a 42 

localização dos DNAr e a formação e manutenção dos diferentes sistemas de determinação 43 

sexual são questões interessantes a serem elucidadas. A associação das análises convencionais 44 

e moleculares de novas espécies, com os dados já existentes na literatura, pode trazer a 45 

confirmação de hipóteses evolutivas, bem como o enriquecimento do conhecimento sobre o 46 

grupo. 47 

 48 

 49 

 50 

 51 

 52 

 53 

 54 

 55 

 56 

 57 

 58 

 59 

 60 

 61 

 62 

 63 

 64 
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 2 REVISÃO DE LITERATURA 65 

 66 

2.1 Aspectos taxonômicos e biológicos  67 

 68 

Hemiptera, o quinto maior grupo dos insetos (SCHUH; SLATER, 1995), 69 

com cerca de 82.000 espécies descritas (ARNETT, 2000) é uma ordem de parametábulos 70 

distinguidos principalmente por sua peça bucal sugadora única, com hábitos alimentares 71 

variando de fitofagia a predação, incluindo ectoparasitismo e hematofagia (FORERO, 2008).  72 

Por muito tempo foi aceito que Hemiptera possuía duas subordens, 73 

Heteroptera e Homoptera (BORROR; WHITE, 1970; BORROR et al, 1981) e evidências 74 

morfológicas ressaltavam que Homoptera era provavelmente parafilético ou que seu 75 

monofiletismo não era bem documentado (SCHLEE, 1969). Até o presente momento a 76 

proposta mais aceita é a que a ordem Hemiptera seja composta pelas subordens 77 

Sternorrhyncha, Auchenorrhyncha, Coleorrhyncha e Heteroptera (WEIRAUCH; SCHUH, 78 

2011). 79 

O estudo realizado por Wheeler et al. (1993) é o mais aceito sobre o número 80 

de infraordens de Heteroptera e a relação filogenética entre elas, uma vez que traz dados 81 

morfológicos e moleculares utilizando 29 espécies. Seus resultados corroboram o proposto 82 

por Schuh (1979), discordando apenas da posição de Leptodopodomorpha, considerado por 83 

Wheeler et al. (1993) como grupo irmão de Cimicomorpha + Pentatomomorpha (Fig. 1). 84 

Sendo assim, as sete infraordens de Heteroptera são Enicocephalomorpha, Dipsocoromorpha, 85 

Gerromorpha, Nepomorpha, Leptodopodomorpha, Pentatomomorpha e Cimicomorpha 86 

(WEIRAUCH; SCHUH, 2011) (Fig. 1). 87 

A família Belostomatidae Leach, 1815, uma das famílias de Nepomorpha, é 88 

composta por aproximadamente 150 espécies descritas. Lauck e Menke (1961) subdividiram 89 

Belostomatidade em 3 subfamílias, Horvathiniinae, Lethocerinae e Belostomatinae, utilizando 90 

para isso aspectos da morfologia da genitália masculina e algumas outras características 91 

morfológicas complementares.  92 
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 93 

  94 

 95 

No Brasil a subfamília Horvathiniinae é representada apenas por 96 

Horvathinae Montadon, 1911, a subfamília Lethocerinae por Lethocerus Mayr, 1853, 97 

(RIBEIRO, 2005) e a subfamília Belostomatinae compreende seis dos oito gêneros descritos 98 

de Belostomatídeos: Abedus, Belostoma, Diplonychus, Lymnogeton, Hydrocyrius e 99 

Weberiella (LAUCK; MENKE, 1961; RIBEIRO, 2007; RIBEIRO; ALECRIM, 2008). O 100 

gênero mais diverso da subfamília Belostomatinae é o gênero Belostoma Latreille, 1807, que 101 

inclui 74 espécies descritas (RIBEIRO, 2007), com grande representação na Região Tropical 102 

da América do Sul, principalmente na Colômbia, Brasil, Argentina e Chile (CHIRINO et al, 103 

2013) 104 

Algumas características acentuadas podem ser ressaltadas neste grupo, 105 

como o formato do corpo largo e ovalado, pernas modificadas para agarrar e um par de garras 106 

reduzidas. Quanto ao comportamento reprodutivo, outra característica marcante, é o cuidado 107 

parental dos ovos, desempenhado pelo macho. (GULLAN; CRANSTON, 2008; RESH; 108 

CARDÉ, 2009). 109 

Figura 1 –  Filogenia das infraordens de Heteroptera com base em 

caracteres morfológicos e moleculares 

 Fonte: (WEIRAUCH; SCHUH, 2011) 
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Os belostomatideos são insetos com hábitos aquáticos e predatórios, 110 

podendo se alimentar de larvas, girinos, pequenos peixes e, até mesmo, pequenos anfíbios, 111 

desempenhando assim um importante papel como agentes de controle biológico (SAHA et al., 112 

2010). Esses macroinvertebrados bentônicos, são integrantes importantes nas comunidades de 113 

rios, riachos e lagoas, pois, além de exercerem papel de reguladores do sistema através da 114 

predação, servem ainda de alimento para peixes e participam do fluxo de energia e da 115 

ciclagem de nutrientes (ABÍLIO et al., 2007), o que os torna objeto interessante para estudos 116 

relacionados com ecologia, sistemática e genética. 117 

 118 

 2.2 Aspectos citogenéticos 119 

De todos os Heterópteros estudados, aproximadamente 1600 espécies 120 

possuem dados citogenéticos, correspondendo a 4,2% das espécies descritas e dentre essa 121 

pequena porcentagem, apenas 29 espécies de Belostomatidae possuem análises 122 

cromossômicas, sendo a maioria restrita a análise convencional (PAPESCHI, 1988, 1994, 123 

1996; BARDELLA et al., 2012). Os dados citogenéticos existentes para a família revelam que 124 

a maioria das espécies apresenta indivíduos machos com número cromossômicos variando de 125 

2n = 4 em Lethocerus sp. (CHICKERING, 1927, 1932) a 2n = 30 em diferentes espécies do 126 

gênero Belostoma (BARDELLA et al, 2012). 127 

Na maioria dos Eucariotos as proteínas do cinetócoro ligam-se ao 128 

cromossomo concentradas em um único local, o centrômero ou constrição primária. Em 129 

alguns grupos, essas proteínas ligam-se ao longo de todo o comprimento do cromossomo, são 130 

os chamados cromossomos holocinéticos caracterizados pela ligação dispersa das proteínas do 131 

cinetócoro e não formação da constrição primária (GUERRA et al., 2010). Esta disposição 132 

cinetocórica parece favorecer que eventos de fissão e fusão cromossômica sejam mais 133 

facilmente aceitos, além de permitir que eventuais fragmentações cromossômicas 134 

permaneçam viáveis em subsequentes divisões celulares. Desta maneira, a variação 135 

cromossômica numérica inter e intraespecífica é selecionada positivamente se fixando nas 136 

populações (HUGHES-SCHRADER; SCHRADER, 1961; MELTERS et al., 2012). 137 

Os cromossomos holocinéticos foram observados em plantas, insetos, 138 

aracnídeos e nematóides (MELTERS et al., 2012). O fato de que os mais diferentes 139 

organismos possuem cromossomos holocinéticos e considerando a presença de cromossomos 140 
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monocêntricos no último ancestral comum de todos os eucariotos, como uma hipótese mais 141 

parcimoniosa, Melters et al. (2012) sugeriram que os cromossomos holocinéticos surgiram 142 

independentemente 13 vezes durante a história evolutiva dos eucariotos. No reino Animal os 143 

cromossomos holocinéticos sugiram nove vezes, sendo uma no filo Nematoda e oito no filo 144 

Arthropoda (MELTERS et al., 2012).  145 

Em todos os organismos com cromossomos holocinéticos, algumas 146 

características podem ser observadas, como a ausência de constrição primária em prometáfase 147 

e metáfase e migração paralela das cromátides em anáfase mitótica (GUERRA et al., 2006). 148 

Entretanto, na anáfase I da meiose, os cromossomos apresentam migração telocinética, e as 149 

extremidades funcionais a cada ciclo são ativadas de maneira aleatória (PÉREZ et al., 2000; 150 

MELTERS et al., 2012). 151 

Geralmente cromossomos holocinéticos, como os de Belostomatidae, 152 

apresentam blocos heterocromáticos teloméricos, diferentemente do padrão heterocromático 153 

encontrado nos cromossomos monocêntricos, com heterocromatina pericentromérica e 154 

telomérica (MOLA; PAPESCHI, 2006). Os estudos sobre a heterocromatina em Heteroptera, 155 

revelam um padrão clássico de distribuição com blocos heterocromáticos teloméricos em 156 

todos ou alguns cromossomos, além de alguns blocos intersticiais correspondentes às RONs 157 

ou constrições nucleolares (PAPESCHI; BRESSA, 2006). 158 

No gênero Belostoma, há diferenças quanto ao número e distribuição dos 159 

blocos heterocromáticos. Belostoma dilatatum e Belostoma elongatum apresentam blocos 160 

heterocromáticos terminais em todos os bivalentes com poucas marcações intersticiais 161 

(BARDELLA et al., 2012), Belostoma gestroi e Belostoma orbiculatum apresentam pequenas 162 

bandas terminais (CHIRINO; BRESSA, 2011; CHIRINO et al., 2013), Belostoma candidulum 163 

apresenta apenas um bloco heterocromático na região de associação dos cromossomos sexuais 164 

(BARDELLA et al., 2012) e Belostoma bifoveolatum e Belostoma discretum possuem bandas 165 

conspícuas terminais nos autossomos e os cromossomos Xs completamente heterocromáticos 166 

(CHIRINO; BRESSA, 2011). 167 

A constituição da heterocromatina evidenciada pelos fluorocromos DAPI 168 

(regiões ricas em AT) e CMA3 (regiões ricas em CG), mostra diferenças entre as espécies do 169 

gênero, onde são observadas espécies com apenas um bloco DAPI-/CMA3
+ em um bivalente, 170 

como em B. dilatatum; espécies que apresentam blocos DAPI-/CMA3
+ nos cromossomos 171 

sexuais, como em B. candidulum (BARDELLA et al., 2012) e espécies que apresentam blocos 172 
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homogêneos para DAPI e CMA3 exceto por possuírem um bloco DAPI-/CMA3
+ em um 173 

bivalente médio e um bivalente grande respectivamente, como observado em B. elongatum e 174 

B. gestroi (CHIRINO et al., 2013). 175 

 176 

 2.3 DNA repetitivo 177 

Além dos genes de cópia única, uma grande porção do genoma dos 178 

eucariotos é formada por elementos de DNA repetitivo, que pode estar organizado em 179 

repetições in tandem ou dispersas e ser altamente ou moderadamente repetitivo (CABRAL-180 

DE-MELLO et al., 2010). O DNA moderadamente repetitivo tem como principais 181 

representantes as famílias multigênicas que codificam os RNAs ribossômicos (RNAr) e as 182 

histonas (BARDELLA, 2014; PIERCE, 2004). O DNA altamente repetitivo pode ser 183 

encontrado in tandem representado por microssatélites, minissatélites e DNAs satélite 184 

(DNAsat) e pode estar disperso pelo genoma como transposons e retrotransposons 185 

(CHARLESWORTH et al., 1994). 186 

Os genes nucleares que codificam as moléculas de RNA ribossômico 187 

(RNAr) são distribuídos em duas famílias multigênicas no genoma: uma delas representada 188 

pelo DNA ribossômico (DNAr) 45S, composto pelos genes que transcrevem o RNAr 28S, 189 

RNAr 18S e RNAr 5,8S sendo estas sequencias separadas entre si por espaçadores transcritos 190 

internos (ITS – Internal Transcribed Spacer ITS1 e ITS2) (CABRAL-DE-MELLO et al., 191 

2011) e cada cluster, ou unidade transcricional, de DNAr 45s separado por espaçadores 192 

transcritos externos (ETS – External Transcribed Spacer) (BARDELLA, 2014; PIERCE, 193 

2004). A outra família multigênica, corresponde ao gene que transcreve o RNAr 5s e as 194 

sequencias desse gene são separadas por espaçadores não transcritos (NTS – Non-transcribed 195 

Spacer) (LONG; DAWID, 1980; BARDELLA, 2014). 196 

As famílias multigênicas podem estar organizadas em clusters separados ou 197 

associados, como já foi descrito em artrópodes, anelídeos, moluscos e peixes. A organização 198 

em clusters dos genes de RNAr faz deles marcadores cromossômicos facilmente detectáveis e 199 

de grande utilidade, ajudando a elucidar variações cariotípicas e organização genômica em 200 

diversos grupos de eucariotos (CABRAL-DE-MELLO et al., 2011; BARDELLA et al., 2013). 201 

Estudos acerca da localização de DNAr em heterópteros têm evidenciado a 202 

presença de sítios tanto em autossomos quanto em cromossomos sexuais (CABRERO et al., 203 
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2003; CATTANI et al., 2004; BARDELLA et al., 2010). Em Belostomatidae apenas oito 204 

espécies possuem dados sobre a localização e número de sítios de DNAr 18S. Em B. oxyurum 205 

e B. candidulum (CHIRINO; BRESSA, 2014) os sítios estão localizados nos cromossomos 206 

sexuais, em B. elegans em 1 par de autossomos (PAPESCHI; BRESSA, 2006), em 207 

Lethocerus patruelis foram encontradas marcações nos cromossomos sexuais 208 

(KUZNETSOVA et al., 2012) e B. dentatum, B. elongatum e B. gestroi possuem 1 cluster 209 

localizado em um par de autossomos (CHIRINO et al., 2013). Dessa forma, é importante 210 

aumentar o número de estudos para auxiliar na resolução das questões evolutivas do grupo 211 

com proposições de possíveis hipóteses de diferenciação e evolução cariotípica. 212 

 213 

 2.4 Cromossomos sexuais 214 

Diversos grupos de eucariotos possuem sistema de determinação sexual 215 

diferenciado. Geralmente aceito que cromossomos sexuais diferenciados evoluem a partir de 216 

um par de autossomos após um membro desse par ter adquirido alguma função de 217 

determinação sexual (BRESSA et al, 2009). Em diversos organismos eucariotos os dois sexos 218 

possuem constituição cromossômica distinta. Na maioria dos casos um sexo é heterogamético 219 

e possui um par de cromossomos morfologicamente diferentes e o outro é homogamético e 220 

possui dois cromossomos idênticos. Os cromossomos sexuais diferenciados X e Y, por 221 

exemplo, são diferentes genética e morfologicamente (BACHTROG, 2006).  222 

Um passo considerado importante na evolução de cromossomos sexuais é a 223 

restrição de recombinação. É um evento chave necessário para que ocorra sua diferenciação 224 

molecular e morfológica, resultando na degeneração progressiva do cromossomo presente 225 

apenas no sexo heterogamético, Y em sistemas com heterogamia masculina e o W em 226 

sistemas com heterogamia feminina (BACHTROG, 2006; BRESSA et al., 2009). 227 

A maioria dos dados sobre evolução de cromossomos sexuais em insetos é 228 

obtida em Diptera e Lepidoptera. Nos dois grupos a meiose é aquiasmática no sexo 229 

heterogamético, consequentemente os cromossomos Y ou W são não recombinantes desde o 230 

princípio de sua diferenciação (TRAUT et al, 1999). Em Heteroptera a meiose é geralmente 231 

quiasmática em ambos os sexos, mas os cromossomos sexuais apresentam comportamento 232 

aquiasmático nos machos (TRAUT et al, 1999; BRESSA et al., 2009). Cromossomos sexuais 233 

de Heteroptera são perceptíveis a partir de estágios iniciais da meiose I nos machos, podendo 234 
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ser vistos como corpos heteropicnóticos positivos (UESHIMA, 1979). Essa heteropicnose 235 

positiva sugere que os cromossomos sexuais são heterocromáticos (BRESSA et al., 2009). 236 

Grande parte dos sistemas cromossômicos descritos em Heteroptera é de 237 

sistemas simples, XX/XY (71,4%) e XX/X0 (14%), mas também são encontrados sistemas 238 

múltiplos de determinação sexual (/XnXn XnY; XnXn/Xn0 e XX/ XYn, somando 13,5%), que 239 

provavelmente são derivados de fragmentações dos cromossomos X ou Y ancestral dos 240 

sistemas simples (PAPESCHI; BRESSA, 2006). 241 

Em diferentes grupos são encontradas variações com relação os sistemas de 242 

determinação sexual. O gênero Dysdercus (Pyrrhocoridae) possui uma grande variabilidade 243 

quanto a sua constituição cromossômica e sistemas de determinação sexual. Em seis espécies 244 

neotropicais, por exemplo, são encontrados três sistemas de determinação do sexo diferentes, 245 

2n =14+X0 em D. honestus e 2n = 12+X0 em D.  chaquensis, D. ruficollis e D. imitator; 2n = 246 

14+X1X20 em D. peruvianus e    2n = 10+neoX neoY em D. albofasciatus (MOLA; 247 

PAPESCHI, 1997). 248 

No gênero Belostoma são encontrados dois sistemas de determinação do 249 

sexo, um simples e um múltiplo, e em ambos os casos o sexo masculino é heterogamético 250 

(BARDELLA et al., 2012; CHIRINO et al., 2013; CHIRINO; BRESSA, 2014) (TABELA 251 

01). Neste gênero os bivalentes autossômicos são sinápticos e quiasmáticos e os cromossomos 252 

sexuais assinápticos e aquiasmáticos. Em metáfase II os cromossomos sexuais pareiam-se por 253 

suas extremidades formando um pseudo-bivalente ou pseudo-polivalente, a chamada 254 

conformação “Touch-and-go” (UESHIMA 1979; PAPESCHI; BRESSA 2006; BARDELLA 255 

et al. 2012), isso ocorre, pois, a atividade cinética é restrita às regiões terminais (MOTZCO; 256 

RUTHMAN, 1984). 257 

Papeschi e Bressa (2006), propuseram o cariótipo ancestral dos machos para 258 

Belostomatidade como sendo 2n = 28 = 26+XY, do qual os cariótipos com sistema de 259 

determinação sexual múltiplo (2n = 26+X1X2Y) e também os cariótipos menores (2n = 260 

6+XY; 13+XY; 14+XY e 22+XY) teriam se originado, por fragmentação do cromossomo X 261 

ancestral ou por fusões cromossômicas, respectivamente. Estudos em diferentes espécies e 262 

populações mostraram que um cromossomo X do sistema ancestral simples (XY), foi 263 

“substituído” por dois cromossomos X um pouco menores nos indivíduos mutantes 264 

(CHIRINO et al., 2013). Por outro lado, espécies com o número cromossômico menor, 265 
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apresentam cromossomos maiores (PAPESCHI; BRESSA, 2006). Essa relação intraespecífica 266 

representa uma evidência direta de que a origem dos sistemas múltiplos passou por 267 

fragmentações em Belostoma (CHIRINO et al., 2013). 268 

A hipótese proposta por CHIRINO et al. (2013) baseada na localização das 269 

Regiões Organizadoras de Nucléolo (RONs) e sua confirmação com a utilização de sondas de 270 

DNA ribossômico (DNAr), sugere que existem dois padrões para as espécies do gênero já 271 

estudadas: i) a RON localizada na região terminal dos dois cromossomos sexuais em espécies 272 

com sistemas simples (XY), ii) RON localizada na região terminal de um par de autossomos 273 

em sistemas múltiplos. Assim a localização dos sítios de DNAr pode estar associada às 274 

variações no sistema de determinação sexual. 275 

Essa hipótese sugere que uma fragmentação do cromossomo X único do 276 

cariótipo ancestral (2n = 28 = 26+XY) resultou em um cariótipo derivado 2n = 29 = 277 

26+X1X2Y, presente em B. dentatum, B. elegans, B. elongatum e B.gestroi, e que fusões de 278 

autossomos e fusões dos cromossomos sexuais (XY) com autossomos resultaram na redução 279 

do número diploide (2n = 8,16) e no aumento dos cromossomos (CHIRINO et al., 2013). O 280 

citótipo argentino de B. candidulum descrito por Chirino e Bressa, 2014, revelou um novo 281 

número diploide para o grupo, incrementando essa hipótese e mostrando novas linhas 282 

evolutivas, de um processo que continua acontecendo (Fig. 2). 283 

Fusões e fragmentações estão entre os principais mecanismos de evolução 284 

cariotípica até agora relatados em Heteroptera (PAPESCHI; BRESSA, 2006). Os 285 

cromossomos de natureza holocinética e o comportamento aquiastmático dos cromossomos 286 

sexuais dos machos são os principais fatos que sustentam essas hipóteses (UESHIMA, 1979; 287 

MANNA, 1984; THOMAS, 1987) por suportarem melhor esses eventos, possibilitando assim 288 

uma constante variação cariotípica. 289 

 290 
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 291 

FIGURA 2 – Esquema hipotético da evolução cariotípica em espécies do gênero Belostoma.  

FONTE: CHIRINO; BRESSA, 2014 
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3 OBJETIVOS 292 

 293 

3.1 Objetivo Geral 294 

 295 

Diante da grande diversidade de espécies e de sistemas de cromossomos 296 

sexuais em Belostomatidae, e também devido ao baixo número de estudos no gênero e o 297 

pouco conhecimento sobre a evolução dos cromossomos sexuais no grupo, o presente 298 

trabalho tem como objetivo geral a caracterização citogenética de diferentes espécies do 299 

gênero Belostoma, com o emprego de técnicas convencionais e moleculares. 300 

 301 

3.2 Objetivos Específicos 302 

 303 

- Caracterizar citogeneticamente espécies do gênero Belostoma coletadas em diferentes 304 

regiões do Brasil; 305 

- Isolar, amplificar e localizar o cromossomo sexual X da espécie B. horvathi; 306 

- Isolar, caracterizar e localizar DNAs repetitivos pela técnica de C0t-1 307 

- Isolar, caracterizar e localizar o DNA ribossômico 18S da espécie B. horvathi; 308 

- Correlacionar os dados obtidos com a literatura a fim de elucidar as dúvidas quanto a 309 

estrutura, origem e evolução cariotípica de Belostoma. 310 

 311 

 312 

 313 

 314 

 315 

 316 

 317 



24 
 

 318 

 319 

 320 

 321 

 322 

 323 

 324 

 325 

Capítulo 1 326 

 327 

 328 

Uma nova abordagem sobre a evolução cromossômica no 329 

gênero Belostoma (Heteroptera: Belostomatidae) 330 

 331 

 332 

Artigo a ser submetido a revista Biological Journal of the Linnean Society 333 

 334 

 335 



25 
 

Uma nova abordagem sobre a evolução cromossômica no gênero Belostoma 336 

(Heteroptera: Belortomatidae). 337 

RAQUEL BOZINI GALLO1; RACHEL COLAUTO MILANEZI AGUIAR1; LAURIVAL 338 
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 347 

RESUMO 348 

 349 

O gênero Belostoma, família Belostomatidae, inclui os maiores heterópteros e seus 350 

representantes possuem hábitos aquáticos e predatórios desempenhando papel importante 351 
como agentes de controle biológico. Esse gênero é bastante numeroso e apresenta dúvidas 352 
sobre sua evolução cariotípica, que envolve eventos de agmatoploidia e simploidia 353 

cromossômicas, bem como sistemas múltiplos e simples de determinação cromossômica do 354 
sexo. Neste trabalho foram analisadas oito espécies do gênero Belostoma (B. candidulum, B. 355 

cummingsi, B. dentatum, B. dilatatum, B. elongatum, B. horvathi, B. testaceopallidum e 356 
Belostoma sp 1) de diferentes localidades do Brasil. As análises meióticas revelaram 357 
cariótipos de 2n = 14+XY para B. horvathi, 2n = 22+XY para B. cummingsi, 2n = 26+X1X2Y 358 

para B. dentatum, B. elongatum e Belostoma sp 1 e 2n = 26+X1X2X3Y para B. 359 

testacopallidum. Todas as espécies apresentaram cromossomos holocinéticos. Foram 360 
observadas diferenças na distribuição da heterocromatina entre as espécies bem como a 361 
composição de bases dos blocos heterocromáticos (CMA3/DAPI). A sequência de DNAr 18S 362 

extraída de B. horvathi apresentou alta similaridade com outras sequencias depositadas no 363 
NCBI, e sendo utilizada como sonda. Os clusters de DNAr 18S foram evidenciados tanto nos 364 
cromossomos sexuais quanto nos autossomos, formando assim quatro padrões sendo alguns 365 

diferentes dos existentes até o momento. A análise por C0t-1 evidenciou que a porção de DNA 366 
repetitivo é comporta em parte por um microssatélite e que este está presente nos blocos 367 
terminais heterocromáticos DAPI+ dos autossomos e totalmente ausente no cromossomo Y. 368 
Os dados do presente trabalho e os da literatura nos levaram a propor uma nova hipótese de 369 
evolução para o grupo, com um cariótipo ancestral com número diploide baixo, sistema 370 

simples de determinação sexual e Região Organizadora de Nucléolo (RON) nos cromossomos 371 

sexuais. A partir desse cariótipo teriam sido formados os demais cariótipos a partir de eventos 372 

de agmatoploidias, simploidias e movimentação do DNAr 18S. O cromossomo X de B. 373 
horvathi foi microdissectado e amplificado, e utilizado como sonda para a análise de 374 
similaridade dos cromossomos sexuais entre as espécies.  A Hibridização Fluorescente in situ 375 
(FISH) realizada com a sonda gerada a partir do cromossomo X, apresentou hibridização 376 
uniforme por todo o corpo heteropicnótico positivo correspondente ao cromossomo X em 377 
intérfase quando hibridizada na espécie de origem, e quando hibridizada na espécie B. 378 
dentatum apresentou marcações discretas, podendo ser um indício de divergências na 379 
composição dos cromossomos X entre as espécies com diferentes sistemas de determinação 380 



26 
 

sexual. Os dados do presente estudo ampliam o conhecimento sobre o grupo, trazendo novas 381 
informações e uma nova hipótese de evolução cariotípica para o grupo. 382 

Palavras-chave: citogenética; DNAr; evolução cariotípica; cromossomos sexuais 383 

 384 

INTRODUÇÃO 385 

Os representantes da família Belostomatidae são conhecidos como “baratas 386 

d’àgua” e estão entre os maiores heteropteros. Possuem hábitos aquáticos e predatórios e 387 

atuam principalmente como agentes de controle biológico (SAHA et al., 2010). Além da 388 

grande importância ecológica, esses animais são modelos interessantes para o estudo do 389 

comportamento meiótico dos cromossomos autossômicos e sexuais.  390 

As espécies dessa família analisadas até o momento, apresentaram 391 

cromossomos holocinéticos (sem centrômero localizado) e diferentes sistemas cromossômicos 392 

de determinação sexual (BARDELLA et al., 2012; CHIRINO et al, 2013). Além disso, 393 

apresentam também um comportamento meiótico diferente entre autossomos e cromossomos 394 

sexuais (PAPESCHI; BRESSA, 2006), onde os cromossomos sexuais apresentam-se 395 

aquiasmáticos (UESHIMA, 1979) e se comportam como univalentes em meiose I, nos 396 

machos, se dividindo equacionalmente na anáfase I, e se “associando” em meiose II, 397 

formando o chamado pareamento “touch-and-go” (BARDELLA et al., 2012; PAPESCHI; 398 

BRESSA, 2006).  399 

No gênero Belostoma, as análises citogenéticas são restritas a 17 espécies, a 400 

maioria delas apresentando apenas a descrição de número cromossômico/fórmula cariotípica 401 

(CHIRINO et al., 2013). O número diploide modal é de 2n = 26 A+ X1X2Y, e variações 402 

cariotípicas são observadas quanto ao número de autossômicos e aos sistemas de 403 

determinação sexual, que podem ser simples ou múltiplos (PAPESCHI; BRESSA, 2006). 404 

Apenas sete espécies possuem dados sobre a localização de DNA ribossômico 18S (DNAr 405 

18S), nos quais os clusters foram observados tanto em cromossomos sexuais quanto em 406 

autossomos (PAPESCHI; BRESSA, 2006; CHIRINO et al., 2013). DNAs repetitivos, como 407 

DNAr, representam excelentes marcadores cromossômicos importantes na citogenética 408 

molecular, utilizados em estudos de evolução de espécies, cromossomos supranumerários e 409 

sexuais e identificação de rearranjos cromossômicos e evolução cariotípica (CABRAL-DE-410 

MELLO et al, 2010).  411 
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 Além do grande número de espécies do gênero Belostoma, sua diversidade 412 

cariotípica chama bastante a atenção para a escassez de estudos acerca da evolução 413 

cromossômica do grupo. Os diferentes sistemas de determinação sexual são um dos temas 414 

mais intrigantes dentro desse gênero, sendo assim algumas hipóteses já foram criadas para 415 

buscar responder essas perguntas. Chirino et al. (2013) uniram os dados citogenéticos de 416 

todas as espécies estudadas e sugeriram dois grupos,  de acordo com a localização dos sítios 417 

de DNAr 18S, , onde a partir da fórmula cariotípica ancestral (2n = 26+XY) um grupo sofreu 418 

agmatoploidias no cromossomo X formando as fórmulas cariotípicas com sistema múltiplo de 419 

determinação sexual (X1X1X2X2/X1X2Y e X1 X1X2X2X3X3/X1X2X3Y), e o outro grupo sofreu 420 

sucessivas simploidias entre cromossomos sexuais e autossomos formando cariótipos com 421 

baixo número diploide.  422 

Diante da grande diversidade e importância do gênero Belostoma, este 423 

trabalho tem por objetivo a análise citogenética de oito espécies do gênero coletadas em 424 

diferentes locais do Brasil, a fim de compreender os mecanismos envolvidos na evolução 425 

cariotípica do grupo, principalmente aqueles relacionados aos sistemas de cromossomos 426 

sexuais.  427 

 428 

MATERIAL E METODOS 429 

 430 

Material Biológico e preparação cromossômica  431 

As espécies do gênero Belostoma foram coletadas em diferentes localidades 432 

dos estados de São Paulo, Paraná e Mato Grosso do Sul (TABELA 01). Os indivíduos 433 

coletados foram enviados para a Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA), para 434 

identificação e depositados em coleção entomológica.  Os testículos foram dissecados e 435 

fixados em solução de metanol e ácido acético (3:1, v:v) e imediatamente armazenados em 436 

freezer -20º C. Para confecção das lâminas, o material foi incubado em ácido acético 60% por 437 

aproximadamente 20 min e submetido à técnica de esmagamento. As lamínulas foram 438 

removidas após congelamento em nitrogênio líquido e as lâminas secaram ao ar. 439 

Posteriormente as lâminas foram coradas com Giemsa 4% para análises convencionais. 440 

 441 

Bandamento C e Fluorocromos 442 
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A heterocromatina foi identificada pela técnica de obtenção de bandas-C 443 

(Sumner, 1972). Após o bandamento-C as lâminas foram coradas com fluorocromos seguindo 444 

a metodologia descrita por Schweizer (1980) e utilizando o fluoróforos Cromomicina A3 445 

(CMA3) para identificar regiões ricas em bases guanina (G) e citosina (C) e o 4’-6-diamino-446 

2phenylindole (DAPI) para destacar as regiões cromossômicas ricas em bases adenina (A) e 447 

timina (T) em células meióticas.  448 

 449 

Microdissecção e amplificação do cromossomo X 450 

Para a análise do cromossomo X, foi escolhida a espécie Belostoma 451 

horvathi, pelo fato de apresentar sistema simples de determinação do sexo (XX/XY), o que 452 

permite a identificação do cromossomo X para o seu correto isolamento. Foram coletados 10 453 

cromossomos X. Os procedimentos de microdissecção foram realizados em microscópio 454 

invertido (Olympus® IX71), equipado com microdissector mecânico (Narishige® ONE-3). 455 

As agulhas foram preparadas por capilares com pontas de aproximadamente 0,7 μm no 456 

‘micropipette puller’ (Narishige® PC-10). A amplificação e marcação dos cromossomos 457 

isolados por microdissecção foi realizada por meio dos kits WGA 4 (Genomeplex Single Cell 458 

Whole Genome Amplification Kit) e WGA 3 (Genomeplex Whole Genome Amplification 459 

Reamplification Kit) conforme a especificação do fabricante. O DNA amplificado foi 460 

quantificado por espectrofotometria em um NanoDrop, e sua qualidade foi analisada através 461 

de gel de agarose. 462 

 463 

Extração de DNA e caracterização de DNAr  464 

O DNA utilizado para o isolamento e caracterização de DNAr 18S foi 465 

extraído do tecido muscular de um indivíduo adulto de B. horvathi. A extração de DNA foi 466 

realizada segundo o método de fenol/clorofórmio. O DNAr 18S foi amplificado utilizando os 467 

primers 18S Forward 5’-CCTGAGAAACGGCTACCACATC-3’ e Reverse 5’- 468 

GAGTCTCGTTCGTTAT CGGA-3’ (WHITING et al., 2002). A Reação em Cadeia da 469 

Polimerase (PCR) foi realizada para um volume final de 25 µL contendo 100 ng de DNA da 470 

amostra, 1 µL de cada primer (100mM) e 12,5 µL Go Taq® Green Master Mix (Promega). O 471 

produto da PCR foi clonado com o Kit pGEM®-T e pGEM®-T Easy Vector Systems 472 

(Promega), com células competentes E. coli linhagem TOP 10. Os clones obtidos foram 473 

sequenciados em sequenciador automático 3500xL (Applied Biosystems). A limpeza, 474 

determinação da qualidade das sequências e construção dos contigs foi realizada pelo 475 



29 
 

software Phred-PhrapConsed. A sequência consenso foi comparada com outras sequências 476 

depositadas no banco de dados GenBank através da ferramenta BLAST 477 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). 478 

 479 

Isolamento de DNA alta e moderadamente repetitivo: fração de DNA C0t-1 480 

Para o isolamento da fração enriquecida de DNA repetitivo foi realizada a 481 

técnica de cinética de desnaturação e reanelamento (C0t-1) (MARTINS, 2007). O DNA 482 

genômico foi extraído do tecido muscular de um indivíduo adulto de Belostoma dentatum 483 

segundo o método de fenol/clorofórmio, fragmentado em autoclave por 10 minutos, 484 

desnaturado a 95ºC por 10 minutos e renaturado à 65ºC por 10 minutos. O tratamento da 485 

amostra com a enzima S1 nuclease ocorreu à 37ºC por 8 minutos e seu congelamento foi 486 

realizado por nitrogênio líquido. A qualidade das amostras tratadas foi analisada através de 487 

gel de agarose. Os fragmentos isolados foram clonados com o Kit pMOS Blue Blunt-Ended 488 

Cloning (Sigma Aldrich) com células competentes E. coli linhagem Dh10b. Os clones obtidos 489 

foram sequenciados em sequenciador automático 3500xL (Applied Biosystems). A limpeza, 490 

determinação da qualidade das sequências e construção dos contigs foi realizada pelo 491 

software Phred-PhrapConsed. A sequência consenso contida no clone pBd_11 foi comparada 492 

com outras sequências depositadas no banco de dados GenBank através da ferramenta 493 

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). 494 

 495 

Hibridização Fluorescente in situ 496 

A Hibridização Fluorescente in situ (FISH) foi realizada segundo descrito por 497 

Pinkel et al. (1986). O clone pBh18S_c2 contendo a sequência parcial de DNAr 18S de B. 498 

horvathi; e as sondas dos cromossomos sexuais e da porção de DNA repetitivo (C0t-1), foram 499 

marcados com digoxigenin-11dUTP por nick translation (Dignick translation Roche).  500 

As lâminas foram tratadas com 50µL de mix de hibridação contendo 7,5µL de 501 

sonda marcada, 30 µL de formamida 50%, 12 µL de polietilenoglicol 50%, 16 µL de 20× 502 

SSC. A desnaturação dos cromossomos foi feita em formamida 70% a 70ºC por 4 min em 503 

banho-maria, e a hibridização foi por realizada por aproximadamente 16 h a 37ºC em câmara 504 

úmida. Para a detecção foi utilizado 1 µL de anti-digoxigenin rhodamine em 49 µL de BSA 505 

5%. Após as lavagens pós – detecção, as lâminas foram montadas com 25 µL de DABCO, 3 506 

µL de DAPI e 3 µL de 50 mM MgCl2. 507 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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 508 

 Captura e análise de imagens 509 

As lâminas submetidas a coloração convencional e FISH foram analisadas 510 

em fotomicroscópio de fluorescência Leica DM 4500 B equipado com uma câmera DFC 300 511 

FX, com software de análise de imagens Motic Images Plus 3.2. As imagens dos 512 

cromossomos foram captadas separadamente em filtros específicos para cada tratamento. 513 

 514 

RESULTADOS 515 

Nas oito espécies analisadas neste trabalho foram encontradas quatro 516 

fórmulas cariotípicas diferentes (Fig. 1): (i) B. horvathi com 2n = 14+X+y (Fig. 1b); (ii) B. 517 

cummingsi com 2n = 22+X+y (Fig. 1f); (iii) B. dentatum, B. elongatum e B. discretum com 2n 518 

= 26+X1+X2+Y (Fig. 2 b, f, j); e (iv) B. testacopallidum com 2n = 26+x1+x2+x3+Y (Fig. 3b). 519 

Os dados das análises convencionais para as espécies B. candidulum e B. dilatatum já foram 520 

publicados por Bardella et al. (2012), apresentando 2n=14+X+y (Fig. 1j) e 2n = 26+ 521 

x1+x2+x3+Y (Fig. 3f), respectivamente. Todas as espécies possuem cromossomos 522 

holocinéticos e sistema cromossômico de determinação sexual, com os autossomos bivalentes 523 

dispostos em anel em metáfase I e os cromossomos sexuais univalentes no interior do anel 524 

(Fig. 1, 2 e 3). Em diplóteno/diacinese todas as espécies apresentaram um ou dois quiasmas 525 

por bivalente e cromossomos sexuais aquiasmáticos, as espécies B. dentatum, B. elongatum; 526 

B. discretum (Fig. 2 a, e, i), e B. testaceopallidum (Fig. 3a) com predominância de um 527 

quiasma por bivalente e as espécies B. horvathi (Fig. 1a), B. cummingsi (Fig. 1e), B. 528 

candidulum (Fig. 1i) e B. dilatatum (Fig. 3e) com predominância de dois quiasmas por 529 

bivalente.  530 

De maneira geral, em metáfase I os autossomos se apresentaram com 531 

tamanho semelhante e os cromossomos sexuais geralmente foram compostos por um 532 

cromossomo X um pouco maior que o cromossomo Y., entretanto, nos casos de sistema de 533 

determinação sexual múltiplo, os cromossomos Xs são um pouco menores. Esse padrão se 534 

repete em todas as espécies, exceto em B. discretum, onde foi encontrado um par de 535 

autossomos com tamanho muito reduzido (Fig. 2 i, j), nunca antes observado.  536 

As espécies B. horvathi e B. cummingsi apresentaram pouca 537 

heterocromatina detectada pelo bandeamento-C (Fig. 1 d, h), já as espécies B. dentatum (Fig. 538 

2d) e B. testaceopallidum (Fig. 3d) apresentaram blocos heterocromáticos terminais na 539 

maioria dos cromossomos e alguns blocos intersticiais.  540 
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A análise dos fluorocromos base-específicos revelou dois padrões distintos 541 

para as espécies com sistemas simples: (i) B. horvathi (Fig. 1 c, d) e B. candidulum (Fig. 1 k, 542 

l) apresentaram um bloco CMA3
+/DAPI- nos cromossomos sexuais, sendo que os autossomos 543 

apresentaram-se totalmente neutros para ambos os fluoróforos; (ii) em B. cummingsi (Fig. 1 g, 544 

h) quase todo o cromossomo X apresentou-se CMA3
+/DAPI+, além disso foi observado em 545 

um bivalente autossômico blocos CMA3
+/DAPI-, sendo que nesse autossomo os blocos 546 

apresentaram um heteromorfismo de tamanho (Fig.1g). Para as espécies com sistemas 547 

múltiplos B. dentatum (Fig. 2 c, d), B. testaceopallidum (Fig. 3 c, d), B. dilatatum (Fig. 3 g, h) 548 

e B. elongatum (Fig.2 g, h), foi observado um bivalente autossômico com blocos 549 

CMA3
+/DAPI-, além disso uma grande quantidade de blocos CMA3

0/DAPI+ nos demais 550 

autossomos. Ainda os cromossomos Xs apresentarem-se totalmente CMA3
0/DAPI+ enquanto 551 

que o cromossomo Y não apresentou nenhum tipo de marcação pelos dois fluorocromos.  552 

A hibridização in situ utilizando como sonda a fração enriquecida de DNA 553 

repetitivo (isolada pela técnica de C0t-1) tanto nas espécies com sistema simples quanto nas 554 

espécies com sistema múltiplo, revelou DNAs repetitivos coincidentes com as regiões 555 

heterocromáticas DAPI+. Além disso, os cromossomos X apresentaram-se totalmente 556 

hibridizados com DNAs repetitivos, enquanto que o cromossomo Y não apresentou blocos 557 

hibridizados (Fig.  3 i, j). A clonagem e sequenciamento revelou que o fragmento de 379 pb 558 

contido no clone pBd_11, apresentou 108 pb com 100% de similaridade à um microssatélite 559 

rico em GT descrito para Salmo salar (número de acesso: Y11447.1) depositado no GenBank 560 

(NCBI) (Apêndice 1). 561 

O fragmento de DNAr 18S inserido no clone pBh18S_c2 obtido do genoma 562 

de B. horvathi foi clonado, sequenciado e depositado no GenBank (NCBI) (número de acesso: 563 

KU726737), sua sequência consenso apresentou um comprimento de 1.037 pb (Apêndice 2), 564 

com 999 pb altamente semelhantes (95%) com a região de 18S de B. flumineum (número de 565 

acesso: AY252132.1) depositado no GenBank (NCBI). As FISHs com sonda de DNAr 18S 566 

mostraram diferenças de marcações nas oito espécies estudadas. De acordo com a localização 567 

do DNAr 18S foi possível dividir as espécies em quatro grupos: (1) B. horvathi e B. 568 

candidulum, com sistema de determinação sexual simples apresentaram clusters de DNAr 569 

18S nos cromossomos sexuais (Fig. 4 a,b); (2) a espécie B. cummingsi, também com sistema 570 

simples, apresentou uma marcação em um cromossomo sexual e outra em um autossomo 571 

bivalente, onde foi possível observar um heteromorfismo de tamanho (Fig. 4 c); (3) espécies 572 

com sistema de determinação sexual múltiplo (B. dentatum, B. testaceopallidum, B. dilatatum 573 

e B. elongatum) que apresentaram um cluster terminal em um par de autossomos (Fig. 4 d, e, 574 
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f); e (4) B. discretum, que apresentou sistema múltiplo de determinação sexual (X1X2Y) e um 575 

bloco de DNAr 18S em dois cromossomos sexuais, possivelmente um dos cromossomos X e 576 

o cromossomo Y (Fig. 4g). A espécie B. elongatum apresentou um evidente heteromorfismo 577 

de tamanho nos blocos de DNA r 18S, o que pode ser visto em diferentes fases (Fig. 4h).  578 

O cromossomo X microdissectado da espécie B. horvathi, foi amplificado e 579 

utilizado como sonda na hibridização in situ na própria espécie de origem, para a confirmação 580 

da correta microdissecção, e para análise de vestígios comuns com outros cromossomos, e em 581 

outras espécies para comparação da similaridade dos cromossomos X dos diferentes sistemas. 582 

A FISH realizada na espécie B. horvathi, a espécie de origem da sonda, apresentou em 583 

paquíteno inicial, marcação contínua e homogênea por todo o bloco heteropicnótico 584 

correspondente ao cromossomo X, e pequenas marcações discretas em outros cromossomos 585 

(Fig. 5 a, b). Quando hibridizada em paquíteno inicial de uma espécie com sistema múltiplo 586 

de determinação sexual, B. dentatum, a sonda apresentou marcações discretas por alguns 587 

bivalentes (Fig. 5 c, d). 588 

 589 

DISCUSSÃO  590 

 591 

Variações nas fórmulas cariotípicas 592 

As análises de células com coloração convencional mostraram fórmula 593 

cariotípica de 2n = 14+X+y para B. horvathi, 2n = 22+X+y para B. cummingsi, 2n = 594 

26+x1+x2+Y para B. dentatum, B. elongatum e B. discretum e 2n = 26+x1+x2+x3+Y para B. 595 

testacopallidum. Todas as fórmulas cariotípicas encontradas estão de acordo com a literatura 596 

que traz um intervalo de ocorrência dentro da família Belostomatidae de 2n = 4 em 597 

Lethocerus sp. (CHICKERING, 1927, 1932) a 2n = 30 em espécies do gênero Belostoma 598 

(BARDELLA et al., 2012). As espécies B. dentatum, B. discretum e B. elongatum 599 

apresentaram fórmulas cariotípicas iguais às anteriormente publicadas (CHIRINO et al 2013; 600 

PAPESCHI; BIDAU 1985; PAPESCHI, 1991; 1992; PAPESCHI; BRESSA 2006). Para a 601 

espécie B. cummingsi a fórmula cariotípica 2n = 22+X+y, descrita neste trabalho, mostra um 602 

citótipo diferente do resultado encontrado por Papeschi e Bidau (1985) de 2n = 26+x1+x2+Y. 603 

Essa divergência pode estar relacionada a eventos de alterações cromossômicas ocorridas 604 

entre as populações, ou representar um erro de identificação, já que as espécies são muito 605 

semelhantes e de difícil identificação. Já para as espécies B. horvathi, B. discretum e B. 606 

testacopallidum esses são dados inéditos, e as fórmulas cariotípicas encontradas já haviam 607 

sido anteriormente descritas para outras espécies do gênero (Tabela 1).  608 
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O cariótipo ancestral proposto para o gênero Belostoma é 2n =26+XY, e 609 

devido a diversos eventos de simploidias e agmatoploidias teriam surgido os demais 610 

cariótipos do grupo (BARDELLA et al., 2012; CHIRINO; BRESSA, 2014; CHIRINO et al, 611 

2013 PAPESCHI; BRESSA, 2006). O número diploide de B. discretum, B. dentatum e B. 612 

elongatum (26+X1X2Y) teria surgido por um evento de agmatoploidia ocorrido no 613 

cromossomo X ancestral, e é um número diploide bastante comum para o grupo, como 614 

descrito anteriormente para B. gestroi (PAPESCHI; BRESSA, 2006; CHIRINO et al, 2013), 615 

entre outros. Um segundo evento de agmatoploidia teria dado origem então ao cariótipo da 616 

espécie B. testaceopallidum (26+X1X2X3Y), assim como na espécie B. dilatatum 617 

(BARDELLA et al., 2012). Já no caso de B. cummingsi (22+XY) e B. horvathi (14+XY), 618 

simploidias podem ter dado origem a seus cariótipos, da mesma forma que em B. candidulum 619 

(BARDELLA et al., 2012), B. micantulum (PAPESCHI; BRESSA, 2006) e B. orbiculatum 620 

(CHIRINO; BRESSA, 2011). Dessa forma, a ocorrência de agmatoploidias e simploidias teria 621 

sido o principal evento relacionado à evolução do gênero. 622 

Como em todos os heteropteros descritos até o momento, as espécies 623 

estudadas também apresentaram cromossomos holocinéticos (UESHIMA, 1979; JACOBS, 624 

2004; BARDELLA et al, 2013). A presença desse tipo de cromossomo pode ser o principal 625 

fator que influencia na grande variedade cromossômica dentro do grupo, já que cromossomos 626 

com a atividade cinética dispersa não possuem todas as limitações adaptativas a quebras e 627 

fusões impostas por um centrômero localizado. Essa natureza holocinética permite então que 628 

simploidias e agmatoplodias sejam os principais mecanismos de evolução cariotípica para os 629 

heteropteros, já que fragmentos acêntricos e dicêntricos, por exemplo, são meioticamente 630 

instáveis nos sistemas com centrômero localizado (PAPESCHI; BRESSA, 2006). 631 

Quando cromossomos holocinéticos sofrem eventos de agmatoploidias, os 632 

fragmentos resultantes passam a funcionar como cromossomos independentes, esse 633 

mecanismo de variação cromossômica tem sido observado em diferentes gêneros (GUERRA, 634 

1988) e pode ser considerado um evento comum e bastante recorrente. Dessa forma, esses 635 

eventos podem ser mais comuns no grupo do que as simploidias. 636 

Segundo Papeschi e Bressa (2006), uma das características marcantes do 637 

grupo Heteroptera é a alta frequência da ocorrência de um quiasma por bivalente. As espécies 638 

B. discretum, B. dentatum, B. elongatum e B. testaceopallidum se encaixaram nessa premissa, 639 

já as espécies, B. cummingsi, e B. horvathi apresentaram maior frequência de dois quiasmas 640 

por bivalente. Quando autossomos bivalentes possuem um quiasma terminal, se orientam com 641 

seus eixos longos paralelamente ao eixo metafásico, em metáfase I, assim segregam 642 
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reducionalmente na metáfase I e equacionalmente na metáfase II. Por outro lado, os 643 

autossomos bivalentes que possuem dois quiasmas terminais podem se comportar de duas 644 

maneiras: a) um quiasma se libera primeiro e uma posição axial é alcançada; ou b) sítios 645 

alternativos de atividade cinética são ativados e a atividade telocinética não é observada 646 

(MOLA; PAPESCHI, 1993; PAPESCHI; BRESSA, 2006; PAPESCHI et al, 2003). Os 647 

cromossomos com dois quiasmas se encontram em formato de anel, e tem maior dificuldade 648 

de ligação das fibras do fuso, portanto a quantidade de quiasmas pode influenciar na 649 

segregação dos autossomos (PAPESCHI et al., 2003). Como a presença de dois quiasmas no 650 

bivalente pode levar à ativação de sítios alternativos de ligação das fibras do fuso, e pelo fato 651 

de normalmente os cromossomos possuírem sítios frágeis mais propensos a quebras 652 

(KASAHARA, 2009), essas fibras poderiam se associar a esses sítios frágeis das cromátides, 653 

o que favoreceria a ocorrência de quebras cromossômicas. O fato de as espécies B. cummingsi 654 

e B. horvathi possuírem baixo número cromossômico e, com maior frequência, dois quiasmas 655 

por bivalente, reforça a proposição de que o cariótipo ancestral tenha baixo número diploide e 656 

tenha sofrido sucessivos eventos de agmatoplodia. 657 

Levando em consideração que a ocorrência de agmatoploidias é mais 658 

favorável do que a ocorrência de simploidias e que as espécies com número diploide menor 659 

apresentaram dois quiasmas, pode-se sugerir que o principal evento relacionado à variação no 660 

número diploide em Belostomatidae são as agmatoploidias, desta forma, números diploides 661 

baixos seriam considerados basais aos demais. Ainda assim, simploidias são eventos 662 

importantes para o surgimento de alguns cariótipos, entretanto as agmatoploidias 663 

provavelmente são alterações cromossômicas mais comuns para o grupo.  664 

 665 

HETEROCROMATINA, MICROSSATÉLITE E DNAr 18S 666 

Estudos recentes com a localização de heterocromatina mostram que 667 

Heteroptera possui blocos principalmente nas regiões terminais, mas também possui bandas 668 

intersticiais (ITUART; PAPESCHI, 2004), assim como encontrado em todas as espécies deste 669 

trabalho. De acordo com o proposto por Papeschi e Bressa, (2006), a comparação entre 670 

conteúdo de DNA e heterocromatina mostra que a quantidade de heterocromatina muda 671 

durante a evolução, e espécies com número cromossômico reduzido são caracterizadas por 672 

também possuírem menor conteúdo de DNA, possivelmente devido à escassez de 673 

heterocromatina. As espécies deste trabalho corroboram o proposto acima, onde, as com 674 

menor número cromossômico B. horvathi, B.cummingsi, possuem menor quantidade de 675 
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heterocromatina detectada no bandeamento se comparadas às espécies com maior número 676 

cromossômico, B. dentatum, e B. testaceopallidum.  677 

A heterocromatina além de excelente marcador citogenético é conhecida por 678 

possuir diversos efeitos genéticos, sua presença pode promover uma estável epigenética, 679 

podendo silenciar genes inseridos ou próximos às regiões heterocromáticas (SHIN et al., 680 

2005), podendo por exemplo atuar diretamente no controle de funções genéticas vitais e no 681 

pareamento de cromossomos sexuais (PEACOCK, et al., 1978). Perdas significativas de 682 

regiões heterocromáticas podem acarretar sérios danos ao organismo, sendo assim, processos 683 

evolutivos envolvendo perda de heterocromatina, podem não ser favoráveis, tornando os 684 

processos de heterocromatinização mais viáveis evolutivamente e mais prováveis de 685 

acontecer que a perda da mesma.  686 

Os resultados do presente estudo, somados aos que já existem na literatura, 687 

nos permitem dizer que mecanismos de heterocromatinização estejam envolvidos na evolução 688 

do grupo, o que também ocorre em outros grupos de insetos como Orthoptera, indicando que 689 

os DNAs repetitivos possuem uma grande importância nas alterações citogenéticas que 690 

ocorrem nele (ROCHA et al, 2015). Se considerarmos os eventos de heterocromatinização, 691 

nossos resultados são contrários ao proposto por Chirino et al, (2013), uma vez que dessa 692 

forma espécies com o número diploide maior não poderiam ser ancestrais, mas sim aquelas 693 

com número diploide menor e menos heterocromatina em seus cromossomos 694 

As análises por fluorocromos evidenciaram dois grupos com relação a 695 

distribuição da heterocromatina. Geralmente, em Heteroptera, blocos ricos em GC estão 696 

associados a sítios de DNAr, como descrito para Triatoma matogrossensis (BARDELLA et 697 

al, 2010) e para Camptischium clavipes (Coreidae) (CATTANI et al, 2004). Uma observação 698 

pode ser feita com relação às espécies com grande quantidade de heterocromatina, onde essa 699 

heterocromatina apresentou-se, em sua maioria, DAPI+. A análise do DNA repetitivo com a 700 

sonda de microssatélite evidenciou que este distribui-se principalmente nessas regiões ricas 701 

em AT mesmo nas espécies com baixa quantidade de heterocromatina, esse microssatélite 702 

também pode ser evidenciado, porém em menor quantidade. Além disso, essa sequência não 703 

foi observada no cromossomo Y, em nenhum tipo de sistema sexual. Esses dados confirmam 704 

que processos de hetercromatinização (spreading) estão ocorrendo no gênero, e que o 705 

acúmulo de sequencias repetitivas nos cromossomos está diferenciando os cariótipos das 706 

espécies, e que isso é parte importante da evolução do grupo.  707 

As hibridizações com sonda de DNAr 18S revelaram também a formação de 708 

quatro grupos quanto a localização dessa sequência: (1) espécies com sistema sexual simples 709 
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e DNAr 18S nos cromossomos sexuais; (2) espécie com sistema simples e uma marcação em 710 

um cromossomo sexual e outra em um autossomo bivalente; (3) espécies com sistema 711 

múltiplo e DNAr terminal em um par de autossomos; e (4) espécie com sistema múltiplo e um 712 

bloco de DNAr 18S em dois cromossomos sexuais, provavelmente correspondentes a um 713 

cromossomo X e ao Y. No caso do grupos 1 e 3 os dados são congruentes com os relatados 714 

para diferentes espécies do gênero, entretanto para os grupos 2 e 4 esses dados são diferentes 715 

dos descritos até o momento (CHIRINO; BRESSA, 2014; CHIRINO et al, 2013) onde o 716 

DNAr 18S encontra-se exclusivamente em cromossomos sexuais nos sistemas simples, e em 717 

cromossomos autossômicos em sistemas múltiplos. Isso demonstra que algumas espécies 718 

estudadas neste trabalho podem estar sofrendo a ação de eventos genéticos, como a 719 

transposição gênica ou translocações entre cromossomos sexuais e autossômicos, levando à 720 

alteração na posição da sequência de DNAr 18S. Esse fato pode ser favorecido por sua usual 721 

localização distal, já que essa é uma região cromossômica mais dinâmica e facilita assim a 722 

dispersão do segmento pelo genoma (SCHWEIZER; LOIDL, 1987; CABRAL-DE-MELLO 723 

et al, 2011). Esse reposicionamento é bem documentado para coleópteros como os do gênero 724 

Cicindela, onde ocorreram translocações entre autossomos e cromossomos sexuais, sendo 725 

assim, a presença de DNAr nos cromossomos sexuais pode então ser explicada pela 726 

transposição de clusters e não somente por rearranjos cromossomais como fusões. (GALIÁN 727 

et al, 2007).  728 

Em B. elongatum os blocos de DNAr apresentaram heteromorfismo de 729 

tamanho que também pode ser evidenciado na coloração com CMA3, essa diferença pode 730 

acontecer por variações no número de cópias do gene de RNAr, como já descrito para 731 

diversos organismos, como Holhymenia rubiginosa (BRESSA et al, 2008), Tritoma 732 

rubrovaria, e outros (BARDELLA et al., 2010). Bardella et al (2013), sugere associação com 733 

mecanismos de amplificação (duplicação) ou crossing-over desigual. Outra observação 734 

importante foi a diferença entre os exemplares de B. candidulum estudados aqui e outra 735 

população da mesma espécie. Chirino e Bressa (2014), analisaram uma população argentina 736 

da espécie B. candidulum, que apresentou número diploide 2n = 12+XY com um autossomo 737 

muito maior que os outros, diferente da população brasileira que possui 2n = 14+XY 738 

(BARDELLA et al, 2012). Como relatado por Bardella et al (2012) e Papeschi (1992) as 739 

populações argentina e brasileira de B. dilatatum também apresentaram fórmulas cariotípicas 740 

com sistemas de determinação sexual diferentes, com 2n = 26+X1X2Y e 2n = 26+X1X2X3Y, 741 

respectivamente. Os dados do presente trabalho são o primeiro relato da localização de DNAr 742 

para a espécie e revelaram sua localização subterminal em um bivalente autossomo. 743 
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 744 

EVOLUÇÃO CARIOTÍPICA EM BELOSTOMA 745 

 Em vista da grande diversidade cariotípica do gênero Belostoma, Chirino et 746 

al (2013), uniram todos os dados disponíveis para o grupo e formularam uma hipótese de 747 

evolução. Nessa hipótese, um cariótipo ancestral de 2n = 26+XY com NORs em um par de 748 

autossomos, teria dado origem aos demais cariótipos do grupo por meio de sucessivos eventos 749 

de simploidias e agmatoplodias. Para a formulação de tal hipótese, foi analisada a localização 750 

dos genes de DNAr 18s onde dois padrões de distribuição puderam ser observados. No 751 

primeiro esta sequência está localizada nos cromossomos sexuais, onde as espécies possuem 752 

sistema simples de determinação sexual, e no outro, o DNAr 18S está em um par de 753 

autossomos, onde as espécies possuem sistema múltiplo de determinação sexual.  754 

De acordo com essa hipótese, os cariótipos do primeiro grupo seriam 755 

formados a partir de sucessivas simploidias entre autossomos e cromossomos sexuais do 756 

cariótipo ancestral, o que acarretou na diminuição do número cromossômico, aumento de 757 

tamanho dos cromossomos e a realocação do sítio de DNAr para os cromossomos sexuais. 758 

Além disso, nota-se nessas espécies uma escassez de heterocromatina, segundo Chirino e 759 

Bressa (2014), o cariótipo ancestral possuía baixa quantidade de heterocromatina, 760 

característica mantida nos cariótipos com número cromossômico reduzido. O segundo grupo 761 

engloba as espécies que tiveram seus cariótipos formados a partir de uma ou duas 762 

fragmentações do cromossomo X ancestral, formando X1, X2 e X3 dos novos cariótipos, estes 763 

são menores que o cromossomo ancestral (PAPESCHI, 1996).  764 

No presente estudo, duas espécies analisadas não se encaixam em nenhum 765 

dos grupos propostos acima. A primeira, B. discretum possui 2n = 26+x1+x2+Y com clusters 766 

terminais de DNAr em dois cromossomos sexuais; e a segunda espécie é B. cummingsi que 767 

apresentou 2n = 22+x+Y, com dois blocos terminais de DNAr 18S em um cromossomo 768 

sexual e um bloco terminal em um bivalente.  769 

Considerando os dados da literatura e os obtidos nesse trabalho, uma nova 770 

proposta de evolução para o gênero Belostoma pode ser sugerida com base nos caracteres 771 

citológicos. Se levarmos em conta que os processos de agmatoploidia são mais fáceis de 772 

acontecer que os de simploidias, e que mecanismos de heterocromatinização são mais comuns 773 

que perdas de heterocromatina, podemos propor que um ancestral com número diploide 774 

baixo, sistema sexual simples, NOR nos cromossomos sexuais e pouca heterocromatina teria 775 

dado origem aos cariótipos existentes por diferentes eventos (Fig. 6). Os cariótipos com 776 

2n=14+XY teriam sofrido simploidias nos cromossomos autossômicos (Evento A) enquanto 777 
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que os demais cariótipos teriam sofrido agmatoploidias (Evento B). A movimentação do 778 

DNAr 18S (translocação e/ou transposição) teria sido o evento que formou o cariótipo 779 

observado em B. cummingsi (Evento C). Eventos de heterocromatinização teriam formados os 780 

demais cariótipos (Evento D) que posteriormente teriam sofrido agmatoploidias em 781 

cromossomos autossômicos e sexuais (Evento E), dando origem aos cariótipos 2n=26A+XnY 782 

(NOR nos cromossomos sexuais), enquanto que um segundo evento de movimentação do 783 

DNar 18S (Evento F) teria resultado na formação dos cariótipos 2n=26A+XnY com a NOR 784 

nos autossomos (Fig. 6). 785 

A diversidade cromossômica observada no gênero, bem como a grande 786 

variação com relação aos cromossomos sexuais pode ser confirmada com a pintura 787 

cromossômica do cromossomo X na espécie com sistema sexual simples. A sonda obtida a 788 

partir do cromossomo X de B. horvathi, quando hibridizada na própria espécie, apresentou 789 

marcação homogênea no bloco heteropicnótico correspondente ao cromossomo X nas células 790 

em interfase, confirmando assim o correto isolamento do cromossomo. Quando hibridizada 791 

nas células de B. dentatum a sonda do cromossomo X não apresentou marcações evidentes em 792 

cromossomos sexuais, apenas marcações discretas pelos bivalentes, semelhante ao descrito 793 

em cromossomos W para lepidópteros da família Pyralidae (VÍTKOVÁ et al., 2007). Essa 794 

falta de homologia entre os cromossomos X pode ser reflexo de sua evolução, já que o 795 

cromossomo microdissectado vem de uma espécie com sistema simples de determinação 796 

sexual. Sistemas múltiplos de determinação sexual, em geral, tem origem de um sistema 797 

simples, onde ocorrem fissões cromossômicas formando os novos cromossomos do sistema 798 

(CHIRINO; BRESSA, 2014) e esse processo evolutivo pode ter causado modificações nos 799 

cromossomos sexuais, justificando assim a falta de similaridade entre eles. 800 

A análise integrada de diferentes ferramentas citogenéticas utilizadas nesse 801 

trabalho, demonstra que o gênero Belostoma apresenta uma grande plasticidade cariotípica. 802 

Eventos relacionados a agmatoploidias e simploidias foram fundamentais para a evolução do 803 

gênero, entretanto, outros tipos de alterações cromossômicas, como transposições de sítios de 804 

DNAr 18S e crossing-over desigual, bem como processos de heterocromatinização foram 805 

fundamentais para a sua modificação. Nossos dados dão base à uma nova proposta de 806 

evolução cariotípica trazendo a luz novas evidencias de que esse grupo está em constante 807 

processo evolutivo. 808 

 809 

 810 

 811 
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 957 

TABELA 1 – Dados dos sistemas de determinação sexual e localização de DNAr 18S no gênero Belostoma (2n: 958 

número diploide; FISH: Hibridização fluorescente in situ; A: autossomos; S: Cromossomos Sexuais; *: Clusters 959 

de DNAr 18S). 960 

Espécies 2n (machos) 
DNAr 18S 

FISH 
Referências 

Belostoma bergi 

(Montandon,1899) 
26 + X1X2Y -- Papeschi e Bressa 2004. 

B. bifoveolatum (Spinola,1852) 26 + X1X2Y -- 
Papeschi 1991, Chirino e 

Bressa 2011. 

B. candidulum (Montandon, 

1903) 

14 + XY 
-- Bardella et al. 2012. 

S* Presente estudo. 

12+XY S* Chirino; Bressa, 2014. 

B. cummingsi (De Carlo,1935) 
26 + X1X2Y -- Papeschi e Bidau 1985. 

22+ XY S* A* Presente estudo. 

B. dentatum (Mayr, 1863) 26 + X1X2Y 
-- 

Papeschi e Bidau 1985, 

Papeschi 1991, Chirino et al., 

2013. 

A* Presente estudo. 

B. dilatatum (Dufour, 1863) 

26 + X1X2Y -- Papeschi 1992. 

26 + 

X1X2X3Y 

-- Bardella et al. 2012. 

A* Presente estudo. 

B. discretum (Montandon, 1903) 
26 + X1X2Y -- 

Papeschi 1992, Chirino e 

Bressa 2011. 

26 + X1X2Y S* Presente estudo 

B. elegans (Mayr, 1871) 26 + X1X2Y A* 

Papeschi 1988, 1991, 

Papeschi e Bidau 1985, 

Papeschi e Bressa 2006. 

B. elongatum (Montandon, 1908) 26 + X1X2Y A* 

Papeschi e Bressa 2006, 

Chirino et al. 2013, Presente 

estudo. 

B. gestroi (Montandon, 1903) 26 + X1X2Y A* 
Papeschi e Bressa 2006, 

Chirino et al. 2013. 

B. horvathi 14 + XY S* Presente estudo. 

B. martini (Montandon, 1899) 26 + X1X2Y -- Papeschi 1991. 

B. micantulum (Stål, 1860) 14 + XY S* 
Papeschi 1988, Papeschi e 

Bressa 2006. 

B. orbiculatum (Estévez e 14 + XY -- Papeschi 1996, Chirino e 

Continua 
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Polhemus, 2001) Bressa 2011. 

14 + X1X2Y -- Papeschi 1996. 

 961 

 962 

963 

Espécies 2n (machos) DNAr 18S 

FISH 

Referências 

B. oxyurum (Dufour, 1863) 6 + XY S* 
Papeschi 1988, 1995, 

Papeschi e Bressa 2006. 

B. plebejum (Stål, 1858) 

14 + XY -- 

Papeschi 1994. 13 + XY -- 

14 + X1X2Y -- 

B. testaceopallidum 26 +X1X2X3Y A* Presente estudo. 
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 964 

TABELA 2 – Espécies estudadas e seus respectivos locais de coleta. 965 

 966 

ESPÉCIES 
Nº DE 

INDIVÍDUOS 
LOCAIS DE COLETA 

B. candidulum 8 
Ribeirão Água do Macuco – Rio Paranapanema – 

Cândido Mota – PR (S 22° 54’ 15.3” O 50° 23’ 47.98”) 

B. cummingsi 7 
Rio Taquari – Jataízinho – PR  
(S 23° 56’ 9.65” O 51° 29’ 26.08”) 

B. dentatum 13 
Rio Miranda – Corumbá– Pantanal – MS 

(S 19º 31’ 24.96” O 57º 02’ 25.51”) 

B. dilatatum 13 
Ribeirão Água do Macuco – Rio Paranapanema – 

Cândido Mota – PR (S 22° 54’ 15.3” O 50° 23’ 47.98”) 

B. discretum 3 
Rio Paranapanema – Reservatório Rosana/Lagoa II – 

Teodoro Sampaio – SP (S 22º38’42,27”O 52º09’31,81’) 

B. elongatum 2 
Rio Paranapanema – Reservatório Rosana/Lagoa II – 

Teodoro Sampaio – SP (S 22º38’42,27”O 52º09’31,81’)  

B. horvathi 17 
Ribeirão Água do Macuco – Rio Paranapanema – 

Cândido Mota – PR (S 22° 54’ 15.3” O 50° 23’ 47.98”) 

B. testaceopallidum 14 
Rio Quexada – Borrazópolis – PR   
(S 23° 10’ 45.2” O 50° 56’ 30.9”) 
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FIGURA 1 – Fases meióticas e mitóticas com coloração convencional e com fluorocromos base específicos (CMA3/DAPI) de três espécies do gênero Belostoma. a – d) 

Belostoma horvathi. a. Diplóteno/Diacinese parcial b. Metáfase I c. Metáfase mitótica d. Metáfase mitótica; e – h) B. cummingsi. e. Diplóteno/Diacinese parcial f. 

Metáfase II g. Metáfase II h. Metáfase II; i – l) B. candidulum i. Diplóteno/Diacinese parcial j. Metáfase I k. Metáfase II l. Metáfase II. As cabeças de seta indicam os 

cromossomos sexuais. As setas indicam os blocos DAPI+. Os asteriscos indicam os blocos CMA3
+. 
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 969 

FIGURA 2 – Fases meióticas com coloração convencional e com fluorocromos base específicos (CMA3/DAPI) de três espécies do gênero Belostoma. a – d) Belostoma 

dentatum. a. Diplóteno/Diacinese b. Metáfase II c. MetáfaseII d. MetáfaseII; e – h) B. elongatum. e. Diplóteno/Diacinese f. Metáfase II, g. Diplóteno/Diacinese parcial, 

h. Diplóteno/Diacinese parcial; i – l) Belostoma discretum. i. Diplóteno/Diacinese j. Metáfase II. (Nos quadros pequeno cromossomo autossômico em evidência). As 

cabeças de seta indicam os cromossomos sexuais. As setas indicam os blocos DAPI+. Os asteriscos indicam os blocos CMA3
+. 
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970 FIGURA 3 – Fases meióticas com coloração convencional, fluorocromos base específicos (CMA3/DAPI) e Hibridização fluorescente in situ com sonda da porção C0t-1 

isolada de B. dentatum, de duas espécies do gênero Belostoma. a – d) Belostoma testaceopallidum. a. Diplóteno/Diacinese b. Metáfase II parcial c. MetáfaseII d. 

Metáfase II; e – h) B. dilatatum. e. Diplóteno/Diacinese parcial f. Metáfase II, g. Metáfase II h. Metáfase II; i Metáfase II de Belostoma horvathi. j. Metáfase II de B. 

dentatum; k. Diplóteno/Diacinese de B. dentatum. As cabeças de seta indicam os cromossomos sexuais. As setas indicam os blocos DAPI+. Os asteriscos indicam os 

blocos CMA3
+. 
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FIGURA 4 -  Hibridização fluorescente in situ com sonda de DNAr 18S. a. Metáfase II de B. horvathi. b. Metáfase II de B. 

candidulum. c. Metáfase II de B. cummingsi.d. Metáfase II de B. dentatum. e. Metáfase II de B. testaceopallidum. f. Metáfase II de 

B. dilatatum. g. Metáfase II de Belostoma discretum. h. Metáfase mitótica de B. elongatum (nos quadros: paquíteno e núcleo 

interfásico). As setas indicam os clusters de DNAr 18S. As cabeças de seta indicam os cromossomos sexuais. 
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FIGURA 5 – Hibridização fluorescente in situ com sonda do cromossomo X microdissectado de B. 

horvathi. a,b. Paquíteno inicial de B. horvathi. c,d. Paquíteno inicial de B. dentatum. As setas indicam o 

bloco heteropicnótico correspondente ao cromossomo X. 
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 990 

FIGURA 6 – Esquema representativo da nova hipótese de evolução cromossômica para o gênero 

Belostoma. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 991 

 992 

Em síntese, os dados aqui obtidos como a caracterização citogenética de 993 

duas novas espécies, novos padrões de localização de DNAr 18S e a análise da composição 994 

dos cromossomos sexuais em espécies com diferentes sistemas de determinação sexual, 995 

confirmam a grande diversidade cariotípica do gênero Belostoma, e são fortes indicativos de 996 

que o processo evolutivo continua ocorrendo e deve ser considerado com atenção. Estudos 997 

mais aprofundados acerca da diversidade no gênero, da composição genômica e a utilização 998 

de marcadores cromossômicos devem ser realizados para que linhas evolutivas sejam 999 

confirmadas, a as dúvidas sobre a evolução do grupo sejam respondidas. Tendo em vista a 1000 

complexidade cariotípica do gênero Belostoma, este pode ser um importante objeto de estudos 1001 

para a elaboração de modelos que auxiliem na resolução de problemas nos mais diversos 1002 

grupos de organismos. 1003 

 1004 

 1005 

 1006 

 1007 

 1008 

 1009 
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 1253 

 1254 

APÊNDICE A 1255 

Sequencia consenso do fragmento contido no clone 11, isolado da porção C0t-1 1256 

> pBd_11 1257 

TTTTGTAAAAACGTACGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCGATATACGATACAAAAT1258 
AGAAATAAAATTAGTAAGAAACGGAGAGACACGATCGGGGAATGACAAGAGGAATGGAACGGGT1259 
TAGAGAAGGGTAAAAATACCGATGAATATTTTTATCGAGAACTCGCAAAACTCCAAGCGCGGTTTG1260 
TATCCATTTCAAGAGTCTCGGGGACCGTCTTATAGTAAGGCATCCGTCCGACCTTTGACCTTTGCTC1261 
GGTCCGCAATCCATATGACTAGTAGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTTCCCTAT1262 
AGTGAGTCGTATTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGA 1263 



61 
 

 1264 
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 1265 

 1266 

 1267 

 1268 

 1269 

 1270 

 1271 

 1272 

 1273 



63 
 

 1274 

 1275 

 1276 

APÊNDICE B 1277 

Sequencia consenso do fragmento de DNAr 18S. 1278 

>pBh_18S_c2 1279 

 1280 
GAGTCTCGTTCGTTATCGGAATTAACCAGACAAATCGTTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACCA1281 
CTATCCATTGAATCAAGAGAGAGCTATCAATCTGTCAATCCTTCCAATGTCCGGGCCTGATGAGGT1282 
TCCCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCGCAGGCTCCACTCCTGGTGGTGCCCTTCCGTCAATTCCTTTA1283 
AGTTTCAGCTTTGCAACCATACTTCCCCCGGAACCCAAAAGCTTTGGTTTCCCGGAAGCTGCCCGCC1284 
GAGTCATCGGAGGAACATCGGCGGATCGCTGGCTGGCATCGTTTATGGTTAGAACTAGGGCGGTAT1285 
CTGATCGCCTTCGAACCTCTAACTTTCGTTCTTGATCAACTAAGACATACTTGGCAAATGCTTTCGC1286 
TTTAGTGCGTCTTGCGACGATCCAAGAATTTCACCTCTAACGCCGCAATACGAATGCCCCCGCCTGT1287 
CCATATTGATCATTACCTCGGGTTCCGAAAACCAACAAAATAGAACCGAGGTCCTATTCAATTATT1288 
CCATGCACCACTATTCAGGCTGAGCTCAGCCTGCTTTGAGCACTCTAATTTGTTCAAAGTAAACGTG1289 
CCGGCCCACCTCGACACTCAGTTAAGAGCACCGCGGCGGGATTAGATAGGCGACCGGCGGATCCC1290 
GGGGGGGAGCTTCGGACCCGTTCCGGGTCTTACGCCCCGCCCGCCGGGCCGCGGCCGCCACCGGCA1291 
GGACATCCCACGGCGTGCCAGTTGCACCGACAGGCGGTGAACCGACAGCGTGGGACGCAGGACCA1292 
ACTACGAGCTTTTTAACCGCAACAACTTTAATATACGCCATTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCT1293 
GGCACCAGACTTGCCCTCCAATAGGTACTTGTTAAATGATTTAGAGTGTGCTCATTCCGATTACGGG1294 
GCCTCGGATGAGTCCCGTATCGTTATTTTTTGTCACTACCTCCCCGTGCCGGGAGTGGGTAATGTGC1295 
GTGCCTGCTGCCTTCCTTG 1296 
 1297 

 1298 
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