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RESUMO

O género Dichotomius apresenta mais de 154 espécies descritas e apenas nove espécies estudadas ao
nivel citogenético. O objetivo deste trabalho foi analisar através de coloragdo convencional
cromossomos meidticos e mitdticos de 20 espécimes de Dichotomius prox. sericeus, coletados em
Aldeia, no municipio de Paudalho, Estado de Pernambuco. A espécie estudada apresentou o caridtipo 2n
=18 + Xy, (meioférmula 8I1 + Xy,) e cromossomos meta-submetacéntricos. Este nimero cromossémico é
freqliente entre as espécies analisadas citogeneticamente e parece ser um marcador cromossOmico para
Dichotomius. D. prox. sericeus apresentou também um cromossomo diferenciado por apresentar
constrigées. Os dados citogenéticos obtidos neste trabalho contribuem para compreensdo dos padrdes
citolégicos e evolutivos do género Dichotomius.

Palavras Chave: besouro, citotaxonomia, marcador cromossémico.

ABSTRACT

The genus Dichotomius has more than 154 described species and nine species studied to the cytogenetic
level. The aim of this study was to examine through conventional staining the mitotic and meiotic
chromosomes of 20 specimens of Dichotomius prox. sericeus collected in Aldeia, municipality of
Paudalho, State of Pernambuco. The species studied had the karyotype 2n = 18 + Xy, (meioformula 8II +
Xyp) and meta-submetacentric chromosomes. This chromosome number is common among the species
analyzed cytogenetically and seems to be a chromosomal marker for Dichotomius. D. prox. sericeus also
presented a differential chromosome by display constrictions. The cytogenetic data obtained in this
study contributes to the understanding of cytological and evolutive patterns of the genus Dichotomius.

Key words: beetle, cytotaxonomy, chromosomal marker.
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INTRODUGAO

O género Dichotomius Hope, 1838 possui
cerca de 154 espécies distribuidas no novo
mundo e reunidas em quatro subgéneros:
Dichotomius, Homocanthonides, Luederwaldtinia
e Selenocopris (Ratcliffe et al., 2002). No Brasil ha
registro de aproximadamente 83 espécies (Vaz-
de-Mello, 2000). Este género é bastante diverso e
necessita urgentemente de revisdo taxonémica. A
ultima revisdo foi realizada por Luederwaldt
(1929), tendo varias espécies sido descritas
posteriormente (Hanski & Cambefort, 1991;
Kohlmann & Solis, 1997; Vaz-de-Mello et al.,
2001).

Varias caracteristicas morfoldgicas
podem ser observadas entre as espécies de
Dichotomius, dentre estas podemos destacar:
coxas médias transversais ou obliquas localizadas
nitidamente na parte ventral do corpo, tarso
posterior com cinco articulos, tibias anteriores
superiormente e obliguamente truncadas no
apice, tibias médias e posteriores bruscamente
alargadas para o apice e ndo carenadas, calcar
tibial posterior bifurcado no apice ou denteado
subapicalmente, superficie dorsal completamente
glabra, antenas com nove articulos, segundo
palpémero labial triangular, processo clipeal
ventral coniforme, esternitos abdominais ndo
soldados, abdéomen de tamanho normal e clava
antenal alongada com lamelas longas (Ratcliffe et
al., 2002).

As espécies de Dichotomius, em geral,
possuem habitos noturnos e sdo coprofagas,
podendo ser observado espécies ocasionalmente
necréfagas, como por exemplo, D. ascanius e D.
semiaeneus (Halffter & Matthews, 1966; Louzada
et al., 1996).

Os representantes de Dichotomius
apresentam um importante papel na dinamica de
nutrientes devido a sua alta eficiéncia na
remocdo de detritos, além de serem importantes
no controle bioldgico de pragas agricolas,
evidenciando também o interesse econdmico.
Algumas espécies sdo eficazes no controle de
dipteros e nematdides, como por exemplo,
Dichotomius bos (Flechtmann et al., 1995;
Rodrigues & Marchini, 1998).

Quanto aos estudos citogenéticos,
apenas nove espécies do género Dichotomius
foram estudadas até o momento: D.
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(Selenocopris)  bicuspis (Germar, 1824); D.
(Dichotomius) bos (Blanchard, 1843); D.
(Selenocopris)  bosqui  (Pereira, 1941); D.
(Dichotomius) carolinus (Linneaus, 1767); D.
(Luederwaldtinia) germinatus (Arrow, 1913); D.
(Luederwaldtinia) nisus (Olivier, 1789); D.
(

Dichotomius) semiaeneus (Germar, 1824); D.
(Luederwaldtinia) semisquamosus (Curtis, 1845) e
D. (Luederwaldtinia) sericeus (Harold, 1867).
Nestas espécies, o cariétipo 2n=18, Xy, é
predominante, embora tenha ocorrido variagdo
do numero dipldide e do sistema de
determinagdo sexual (Smith & Virkki, 1978; Vidal,
1984; Bione, 2004; Cabral-de-Mello et al., 2008;
Silva et al., 2009).

MATERIAIS E METODOS

Neste  trabalho foram  estudados
cromossomos meidticos e mitdticos obtidos de
20 espécimes machos de Dichotomius prox.
sericeus (Harold, 1867) (Figura 1). A espécie foi
coletada em remanescentes de Mata Atlantica
em Aldeia (7°53'48"S, 35°10°47”W), no municipio
de Paudalho, Estado de Pernambuco, em junho
de 2005. A coleta foi realizada através de
armadilhas de solo (Pitfall) iscadas com fezes
humanas e carne bovina apodrecida (Figura 2).
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Figura 1. Exemplar macho de Dichotomius prox. sericeus.

Figura 2. Armadilha de solo (Pitfall).
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O processamento dos individuos, bem
como a preparagdo e analise das laminas foram
realizados no Laboratério de Biodiversidade e
Genética de Insetos, Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade de Pernambuco. Os
espécimes foram depositados na colegdo
entomolégica da  mesma  instituicdo. A
identificagdo da espécie foi feita pelo doutorando
Fernando Silva, Universidade Federal de Lavras,
Minas Gerais.

Os foliculos testiculares foram retirados
de exemplares machos, previamente
anestesiados com éter, fixados em Carnoy 3:1
(etanol: 4acido acético) e, posteriormente,
acondicionados no freezer. Para as preparagdes
citoldégicas foi utilizada a técnica cldssica de
esmagamento de foliculos testiculares, seguida
da coloragdo convencional com orceina lacto-
acética a 2% p/v.

Os procedimentos realizados para coleta,
sacrificio e acondicionamento dos espécimes
estdo de acordo com os principios éticos,
determinados pelo COBEA (artigos VIl e X) e com o
artigo Il § 32 da Lei n? 1.153, de 1995, que tratam
da melhor forma de anestesiar o animal e de
técnicas adequadas de sacrificio e remetem para
a utilizagdo de animais silvestres em
experimentos, respectivamente. A  andlise
citogenética ndo necessitou de autorizagdo de
acesso segundo a resolugdio de n.28 de
06/11/2007 do MMA-Conselho de Gestdo do
Patriménio Genético, artigo |, por se tratar de
pesquisa que visou “avaliar e elucidar a histdria
evolutiva de uma espécie ou de grupo
taxonomico, as relagGes dos seres vivos entre si
ou com o meio ambiente, ou a diversidade
genética de populagbes”.

A captura das imagens das células foi
feita através do microscépio Nikon ECLIPSE E200
acoplado a camera digital Olympus D- 535 ZOOM.
As pranchas foram montadas com auxilio do
programa Corel PHOTO-PAINT 12.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie Dichotomius prox. sericeus apresentou
nimero dipldide 2n=18 e mecanismo de
determinagdo sexual Xy, (meioférmula 81 + Xyp).
Os  autossomos desta espécie  foram
metacéntricos (par 1, 5 6 e 7) e
submetacéntricos (par 2, 3, 4 e 8). O cromossomo
X também apresentou morfologia
submetacéntrica e o y mostrou-se diminuto. O
par cromossOmico 1 possui o0 tamanho
relativamente maior que os demais, o que
caracteriza a assimetria cariotipica nesta espécie
(Figura 3).

O caridtipo encontrado em D. prox.
sericeus é a condigdo mais frequente e a redugdo
do numero dipldide para 2n=18 parece ser um
marcador cromossdmico para 0 género
Dichotomius. Dentre as nove espécies estudadas
para o género, apenas D. carolinus (Smith &
Virkki, 1978) e D. bosqui (Vidal, 1984)
apresentaram o cariétipo 2n=20. A redugdo do
caridtipo de 2n=20 para 2n=18 e a presenca de
um bivalente autossdmico grande sugere a
ocorréncia de duas inversGes pericéntricas
seguidas de uma fusdo entre estes cromossomos,
resultando em um par grande metacéntrico. O
sistema de determinagdo sexual Xy, também é o
mais comum dentro do género, ocorrendo
registro de sete espécies com este mecanismo
(Vidal, 1984; Bione, 2004; Silva et al., 2009;
Cabral-de-Mello et al., 2008). Apenas D. sericeus
apresentou o mecanismo Xy, (Silva et al., 2009) e
D. bosqui (Vidal, 1984) n3o teve seu mecanismo
sexual determinado. Em relagdo a morfologia
cromossOmica, foi observada diferenga entre a
morfologia do par autossomico 1 de D. sericeus e
D. prox. sericeus, onde na primeira espécie a
morfologia é nitidamente submetacéntrica (Silva
et al., 2009), enquanto que na segunda é
metacéntrica.
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Figura 3. Coloragdo convencional em Dichotomius prox. sericeus. 3a-b) Metafases espermatogoniais; 3c) Metafase I.
Em destaque os cromossomos 1, X e y, o bivalente sexual (Xyp) e o cromossomo diferenciado (seta).

pesar do numero 2n = 18 ser a situagdo
mais comum em Dichotomius, esta constituigdo
cromossdmica difere do cariétipo modal da
ordem Coleoptera e da familia Scarabaeidae (2n =
20) (Smith e Virkki, 1978, Yadav e Pillai, 1979;
Vidal e Nocera, 1984; Colomba et al., 1996, 2000;
Moura et al., 2003; Bione et al., 2005a, b; Cabral-
de-Mello et al., 2008). No entanto, o nimero 2n =
18 também tem sido observado em algumas
espécies de diferentes  subfamilias de
escarabeideos como, por exemplo, em [socopris
inhiata e Glyphoderus sterquilinus — Scarabaeinae
(Vidal e Nocera, 1984; Bione et al., 2005a),
Macraspis festiva — Rutelinae (Bione et al.,
2005b); Haplidia etrusca — Melolonthinae (Yadav
et al., 1979) e Phyllognathus silensis — Dynastinae
(Yadav et al., 1979). O mecanismo sexual Xy,
apresentado em Dichotomius prox. sericeus é o
mais frequente em Scarabaeidae, ocorrendo em
cerca de 60% da subfamilia Scarabaeinae (Smith
& Virkki, 1978; Yadav & Pillai, 1979; Yadav et al.,
1979; Cabral-de-Mello et al., 2008). A morfologia
cromossémica meta e  submetacéntrica
observada na espécie aqui estudada é também a
condicdo mais comum em Coleoptera (Smith &
Virkki, 1978, Yadav & Pillai, 1979).

Dichotomius prox. sericeus apresentou
ainda, em metafases | de todos os individuos
analisados e em metafase espermatogonial de
um Unico espécime, um bivalente autossémico
diferenciado, o qual apresentou duas constri¢des
(Figura 3b e 3c). A presenga deste bivalente
também foi observada em outras espécies de
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Dichotomius, como D. nisus (Bione, 2004; Silva et
al., 2009) e D. sericeus (Silva et al., 2009), embora
ndo tenha sido relatado, talvez devido a
condensacdo nas fases observadas nestas
espécies.

A diferenciagdo apresentada por este
cromossomo pode ser resultante: 1 — da presenga
de um gap cromossémico causado pela
amplificagdo de seqliéncias de DNA em tandem.
Este gap poderia ocasionar futuramente a quebra
cromossémica. Os fragmentos poderiam portar
ou ndo centrébmeros, desta forma haveria,
respectivamente, aumento do nimero
cromossdémico com a ocorréncia de cromossomo
extra (ou cromossomo B) ou perda de informagdo
genética; 2 — da ocorréncia de uma constricdo
secundaria, que pode ou ndo estar relacionada a
RON (Regido Organizadora de Nucléolo).

A presenga de um cromossomo extra foi
descrita para espécie D. germinatus por Cabral-
de-Mello et al. (2010). Este cromossomo foi
encontrado em alguns individuos de D.
germinatus coletados nos municipios de Igarassu
e Maracaipe, Estado de Pernambuco. Neste
estudo, técnicas de bandeamento cromossGmico
e mapeamento das sequéncias de DNA repetitivo
revelaram a provavel origem intraespecifica do
cromossomo extra, o qual pode ter sido originado
através da amplificagdo e acumulagdo de DNA
repetitivo de fragmentos cromossOmicos que
foram gerados a partir de cromossomos do
complemento padrdo. Estes dados corroboram
com a primeira hipdtese, que considera a possivel
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ocorréncia de quebra do cromossomo
diferenciado levando a formagdo de cromossomo
extra e, consequentemente, ao aumento do
ndmero cromossdmico.

Contudo, com o objetivo de aprofundar a
investigacdo, se faz necessario a aplicagdo de
técnicas citogenéticas diferenciais e moleculares
com o intuito de verificar a possivel amplificagdo
da HC (Heterocromatina Constitutiva) no
cromossomo diferenciado de D. prox. sericeus,
bem como verificar se a(s) RON(s) evidenciada(s)
pelo AgNOs; e os sitios de DNAr estdo localizados
neste mesmo cromossomo, ou se ocorre sitios de
DNAr inativos independentes do organizador
nucleolar, o que poderia vir a corroborar a
segunda hipotese.

CONCLUSOES

A ocorréncia do numero dipldide 2n=18
na maioria das espécies estudadas, pode indicar
um marcador citotaxond0mico para o género,
enquanto que a presenga de um cromossomo
diferenciado em  algumas espécies de
Dichotomius pode também consistir em um
marcador adicional ou o cromossomo a partir do
qual pode se originar €cromossomos
supranumerarios ou Bs. Neste caso, faz-se
necessario uma observagdo cuidadosa dos
caridtipos das espécies de Dichotomius que foram
e que serdo estudadas e o emprego de técnicas
diferenciais, visando verificar a frequéncia de
cariotipos derivados com e sem cromossomos Bs
e comparar os padroes de bandeamentos entre
0s cromossomos autossOmicos, sexuais e
supranumerarios.

Apesar das semelhangas morfoldgicas
entre D. prox. sericeus e D. sericeus, essas
espécies apresentam diferengas no mecanismo
de determinagdo sexual e na morfologia do par
autossOmico 1. Os dados citogenéticos obtidos
neste trabalho contribuem para compreensdo
dos padrGes citoldgicos e evolutivos do género
Dichotomius.
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