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RESUMEN

Los cromosomas holocinéticos carecen de una constriccion primaria y se encuentra
mayormente en insectos, entre ellos el orden Dermaptera, cominmente conocido
como “tijeretas”. Los integrantes del género Doru son depredadores de plagas en
cultivos de maiz, cana de aztcar y algodon, que se distribuyen ampliamente en
Sudamérica. En Argentina se encuentran dos especies: D. lineare (Eschs.) y D. luteipes
(Scudder). El material se recolecté en la provincia de Tucuman (Argentina). Para
tefiir los cromosomas se aplicaron técnicas citogenéticas clasicas, asi como el método
fluorescente DAPI. El analisis comparativo entre D. luteipes y D. lineare revel6 que
ambos taxones tienen formula haploide n = 10 (9A + XY) y 2n = 20. Ademis, se
encontraron numerosas irregularidades meidticas y se observaron cromosomas holo-
cinéticos sin constriccién primaria que varian gradualmente en tamafo. Se presenta
por primera vez informacion citogenética para D. luteipes, se realizan las primeras
descripciones de los cariotipos para ambas especies y se discute el posible origen
poliploide del género.
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ABSTRACT

Holokinetic chromosomes lack of a primary constriction and they are mainly found
in insects including order Dermaptera commonly known as “tijeretas”. Members
of the genus Doru are pest predators on corn, sugar cane and cotton crops and they
are widely distributed in South America. Two species occur in Argentina: D. lineare
(Eschs.) and D. luteipes (Scudder). The material was collected in the province of
Tucuman (Argentina). In order to stain the chromosomes, classical staining tech-
niques as well as DAPI fluorescent method were applied. The comparative analysis
between D. luteipes and D. lineare reveals that both taxa have a haploid formula n
= 10 (9A + XY) and 2n = 20. In addition, numerous meiotic irregularities were
found and holokinetic chromosomes that gradually vary in size and lack of primary
constrictions were observed. Cytogenetic information of D. luteipes is presented for
the first time, the first karyotype descriptions for both species are performed and it
is discussed the possible diploid origin for the genus.

Keywords — Secondary chromosomal associations, karyogram, holokinetic chromosomes,
meiosis, Dermaptera.

INTRODUCCION

Los cromosomas holocinéticos fueron mencionados por primera vez por Hughes-
Schrader y Ris (1941) en coccidos (Hemiptera; Homoptera). Investigaciones posterio-
res revelaron que otros insectos tenian como caracteristica este tipo de cromosomas,
entre ellos los 6rdenes Odonata, Dermaptera, Zoraptera, Phthiraptera, Psocoptera,
Lepidoptera, Tricoptera y Hemiptera (Mola, 1995, Golub y Nokkala, 2004; Kuznet-
sova, Grozeva, Nokkala, 2004; Gavrilov, 2007; Papeschi y Bressa, 2006; Thakur y
Gautam, 2013; Pita et al., 2017). Dentro de los ardcnidos se encuentran representados
en el grupo de los escorpiones en la familia Buthidae, en las aranas en el orden Ara-
nae en la superfamilia Dysderidae y orden Astigmata (dcaros) (Rodriguez Gil, Mola,
Papeschi, Scioscia, 2002; Schneider, Zacaro, Pinto-Da-Rocha, Candido, Cella, 2009).
Los cromosomas holocinéticos también son frecuentes en nematodos y en plantas
de las familias Juncaceae, Cyperaceae y Cuscutaceae (Pazy, 1997; Pazy y Plitmann,
1991, 1994; Garcia, 2001; Garcia y Castroviejo, 2003; Mola, Rebagliati, Rodriguez
Gil, Adilardi, 2011; Andrada, Paez, Toranzo, Ruiz de Bigliardo, 2018; Fogelberg,
1938; Oliveira ez al., 2020).

Los Dermaptera, cominmente llamados “tijeretas”, es uno de los 6rdenes que
poseen cromosomas holocinéticos (Mola et al., 2011). Su distribucién cosmopolita
y su alimentacién omnivora, son dos caracteristicas que les atribuyen un gran valor
como controladores de plagas (Brindle y Quintero Arias, 1992; Mariani, 1996, 1998;
Romero Sueldo y Virla, 2005, 2009; Romero-Sueldo, Benitez de Parra, Torres de la
Plaza, 2005; Romero Sueldo, Bruzzone, Virla, 2010). Dentro del género Doru (Forfi-
culidae) encontramos a Doru linerae (Eschs.) y D. luteipes (Scudder) ambas especies de
amplia distribucion en Sudamérica alcanzando registros hasta el noroeste argentino
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(NOA) (Reichart, 1971; Mariani, 1996, 1998; Romero Sueldo y Virla, 2005, 2009;
Romero Sueldo, 2012). En Tucuman, D. lineare es frecuente en los cultivares de maiz
donde es un importante depredador de huevos de Spodoptera frugiperda Walker y de
hemipteros auquenorrincos (Mariani, 1996). Mientras que D. luteipes, ademas de
ser un depredador de plagas en cultivos de maiz, estd presente en plantaciones de
algodon y de cana de aztcar, en esta Gltima consume huevos de Diatraea saccharalis
Fabr. (Romero Sueldo y Virla, 2009).

Andrada, Silenzi-Usandivaras, Bigliardo, Romero, Dode (2016) permitieron
determinar que D. lineare presenta 2n = 20 cromosomas holocinéticos y un meca-
nismo de determinacién del sexo del tipo XX: XY (Q/d' ). Ademas, estos autores
reportaron que la especie puede presentar numerosas irregularidades meioticas. No
se registraron datos citogenéticos para D. luteipes. Por tal motivo, el objetivo de este
trabajo fue estudiar citogenéticamente a D. luteipes y realizar un analisis comparativo
entre este taxon con D. lineare.

MATERIALES Y METODOS

Para cada una de las especies analizadas, se recolectaron 30 machos adultos presentes
en cultivos de maiz, ubicados en diferentes localidades: para D. lineare El Cadillal
(Dpto. Tafi Viejo, Tucuman, 26°40°48”S, 65°16°00”W) y para D. luteipes E1 Manantial
(Dpto. Lules, Tucuman, 26°49°50”S, 65°16°59”W).

Los individuos se fijaron en solucién de Farmer (alcohol etilico-acido acético,
3:1) por 48 hs, para luego ser conservados en alcohol 70% a -4°C hasta su posterior
utilizacion. Se emplearon dos técnicas citogenéticas de tincién; una clasica y otra
con fluorocromo DAPI. Para la primera técnica, 15 gonadas de cada especie, fueron
sumergidas durante 3 min. en HCI 1N a 60°C, posteriormente se lavaron en agua
destilada y se les realiz6 la tincién con una gota de hematoxilina propidnica al 2%
con cristales de citrato férrico. Para la técnica con fluorocromo DAPI, en ambas
especies, se procesaron 15 foliculos testiculares con una gota de acido acético al 45%
mediante el método de aplastado bajo cubreobjetos (“squash”). Posteriormente los
preparados se congelaron con nitrégeno liquido, se removieron los cubreobjetos y a
continuacion se dejaron secar los portaobjetos a temperatura ambiente (25°C) durante
24 hs; estos se colorearon con la técnica propuesta por Schweizer (1976), que utiliza
como fluorocromo 4’6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).

Para ambas especies analizadas, la longitud total de los cromosomas fue cuanti-
ficada en siete placas metafasicas mediante el programa Micromeasure 3.3 (Reeves,
2001). El analisis del comportamiento meidtico se realizé sobre un minimo de 100
células por estadio.

Las imagenes se capturaron mediante una camara Olympus QColor 5, acoplada
a un microscopio de epifluorescencia Olympus BX43 equipado con una apropiada
combinacion de filtros. Los graficos y las figuras se realizaron y se editaron, respec-
tivamente, mediante el programa Corel Draw X3.
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RESULTADOS
Mitosis

En Doru lineare (Fig. 1 A) y D. luteipes (Fig. 1 D) se observé un complemento cro-
mosomico diploide 2n = 20 (Fig. 1 B, E), con cromosomas carentes de constriccio-
nes primarias que se ubicaron paralelamente a los husos en mitosis y un sistema
de determinacion del sexo XX:XY (Q/F). En D. lineare, los cromosomas sexuales
heteromorficos se caracterizaron por tener el cromosoma X de mayor tamafo que
el cromosoma Y (1,7 um y 1,6 um, respectivamente) y los cromosomas autosdémicos
variaron gradualmente de tamano desde 3,75 um a 1,85 um (Fig. 1 C), con longitud
del complemento cromosémico haploide de 27,34 um (Tabla 1).

En tanto que en D. luteipes el cromosoma X también presenté mayor tamano
que el cromosoma Y (2,1 um y 1,8 um, respectivamente) y los cromosomas autoso-
micos variaron desde 4,3 um a 2,3 um (Fig. 1 F); la longitud de su complemento
cromosomico haploide fue de 28,9 um (Tabla 1).

Meiosis

Ambeas especies presentaron una formula haploide n = 10 (9A + XY) (Fig. 2, B; 3,
B). Durante las etapas tempranas de la meiosis se observo heteropicnosis positiva de
los cromosomas sexuales o fendmeno de alociclia (Fig. 2, A; Fig. 3, A).

Tabla 1. Pardmetros morfométricos de los cromosomas de Doru lineare y D. luteipes. c= Longitud
total. CCH= Complemento cromosémico haploide. X= Cromosoma sexual femenino. Y= Cromosoma
sexual masculino. DE= Desvio estandar

Table 1. Morphometric parameters of the Doru lineare and D. luteipes chromosomes. ¢ = Total
length. CCH = haploid chromosome complement. X = female sex chromosome. Y = Male sex chro-
mosome. SD = standard deviation.

€ (um)
Par cromosémico X = DE
Doru lineare Doru luteipes
1 3,75 = 0,11 4,30 = 0,10
2 3,15 = 0,10 3,65 = 0,15
3 3,00 = 0,04 3,25 + 0,05
4 3,00 = 0,06 3,20 = 0,06
5 2,80 + 0,40 2,75 + 0,30
6 2,65 0,10 2,75 £ 0,10
7 2,64 = 0,09 2,65 0,12
8 2,55 + 0,10 2,40 = 0,20
9 1,85 = 0,12 2,30 £ 0,15
X 2,10 £ 0,13 1,70 = 0,80
Y 1,80 = 0,16 1,60 = 0,11
CCH 27,34 28,9
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Figura 1. A-C: Doru lineare; D-F: D. luteipes. Ay D vista general de un macho, B y E metafase mitética
2n = 20, Cy F cariograma.

Figure 1. A-C: Doru lineare; D-F: D. luteipes. A and D general view of a male, B and E mitotic meta-
phase 2n = 20, C and F karyogram.

En diacinesis, se observaron asociaciones secundarias no quiasmaticas en grupos
de 4/6 y 5/5 en un 56% de las células en D. lineare (Fig. 2, D-E), mientras que en D.
luteipes el 25 % de las células presentaron asociaciones de 5 bivalentes (Fig. 3, C). A
su vez en el 38% de las células de D. lineare exhibieron uno de los autosomas con
constriccién secundaria en un bivalente que le confiere un aspecto tripartito (Fig.
2, C-E).
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Figura 2. Doru lineare. A) Paquitene con cromosoma sexual condensado con heteropicnosis positiva.
B) Diacinesis con n = 10, los cromosomas sexuales heteromérficos. C) Diacinesis con autosoma de
aspecto tripartito, con constriccion secundaria. D) Asociacién secundaria en diacinesis que incluyen
el par XY, se sefiala el autosoma con constriccion secundaria. E) Diacinesis temprana con dos grupos
polarizados de 5 cromosomas, se senala el autosoma con constriccion secundaria. F) Ml regular que
exhibe el par sexual heteromorfico. G) Al con cromosomas conformando dos circulos. H) Mll en vista
polar con cromosomas X disociado a modo de univalentes. Escala = 5 um.

Figure 2. Doru lineare. A) Pachytene with a condensed sex chromosome with positive heteropycnosis.
B) Diakinesis with n = 10, heteromorphic sex chromosomes. C) Diakinesis with autosomal tripartite
appearance, with secondary constriction. D) Secondary association in diakinesis including the XY pair,
the autosome with secondary constriction is indicated. E) Early diakinesis with two polarized groups
of 5 chromosomes, the autosome with secondary constriction is indicated. F) Regular Ml exhibited
by the heteromorphic sex pair. G) Al with chromosomes forming two circles. H) Mll in polar view
with X chromosomes dissociated into univalents. Scale = 5 um.
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Figura 3. Doru luteipes. A) Paquitene con cromosoma sexual condensado con heteropicnosis posi-
tiva. B) Diacinesis con n = 10 y cromosomas sexuales heteromérficos. C) Asociacion cromosémica
secundaria en diacinesis. D) Ml con n = 10, se muestra el par sexual heteromorfico XY. E) Al con
segregacion asincronica de sus cromosomas. F) Al con cromosomas conformando un circulo en uno
de los polos y un cromosoma central. G-H) MIl con asociaciones cromosémicas secundarias. 1) Al
con puente de cromatina. J) MIl con los cromosomas X disociados a modo de univalentes. Escala
= 5pum.

Figure 3. Doru luteipes. A) Pachytene with condensed sex chromosome with positive heteropycno-
sis. B) Diakinesis with n = 10 and heteromorphic sex chromosomes. C) Secondary chromosomal
association in diakinesis. D) Ml with n = 10, the XY heteromorphic sex pair is shown. E) Al with
asynchronous segregation of its chromosomes. F) Al with chromosomes forming a circle at one of
the poles and a central chromosome. G-H) MIl with secondary chromosomal associations. I) Al with
chromatin bridge. J) MIl with the X chromosomes dissociated into univalents. Scale = 5 um.
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En ambas especies las Metafases I (MI) son regulares y sus cromosomas auto-
somicos constan de actividad cinética de tipo telocinética, segregando en la primera
division ecuacionalmente, mientras que el par sexual heteromorfico se separa de
modo reduccional durante Anafase I (Al) (Figs. 2 E 3 D). En Al D. lineare pre-
sento el 80% de las células con los cromosomas dispuestos en forma de circulos y
en el 10% de los casos, se observé un patrén de migraciéon a cada polo con uno o
dos cromosomas en la region central del anillo de cromosomas (Fig. 2 G), mientras
que en D. luteipes se observaron uno o dos cromosomas con disposicion central en
el 36% de las Al (Fig. 3 F). Ademas, en esta etapa el 7% de las células presentaron
una segregacion sincronica de los cromosomas quedando en diferentes alturas de
los husos (Fig. 3 E) y en menor medida (5%) exhibieron puentes de cromatina (Fig.
3 I). La Telofase I (TT) fue regular.

En la segunda etapa de la division meiética, en D. lineare el 45% de las Metafases 11
(MII) exhibieron células con el bivalente sexual XX a modo de dos univalentes (Fig. 2
H), mientras que en D. luteipes se observo la misma situacion, pero con un valor ligera-
mente mayor de 48% (Fig. 3 J). A su vez, en esta Gltima especie durante MII, también
se observaron asociaciones secundarias en dos grupos de 5 cromatidas (Fig. 3, G-H).
Las Anafases II (AIl) y Telofases II (TII) se desarrollaron de modo regular.

DISCUSION

Dermaptera es un orden de insectos con cromosomas holocinéticos cuyos nimeros
cromosdmicos son muy variados y poco estudiados. Se caracterizan por tener rangos
de complementos diploides que van desde 2n = 7 (Arixeniidae) hasta 2n = 60 (He-
mimeridae) (Jarvis, Haas, Whiting, 2004). Los estudios citogenéticos realizados por
Andrada et al. (2016) revelaron nimeros cromosémicos gamético n = 10 y somatico
2n = 20 para D. lineare, los cuales coinciden con los observados en la presente inves-
tigacion para la misma especie, como asi también para los recuentos cromosémicos
de D. luteipes. Cabe destacar que ambas especies presentan cromosomas holocinéticos
y un sistema determinante del sexo de tipo XX:XY.

Los cromosomas holocinéticos han surgido de manera independiente varias
veces durante la evolucion tanto de plantas y como de animales (Mola y Papeschi,
2006) v, a pesar de su origen polifilético, presentan caracteristicas comunes entre los
diferentes grupos (Guerra et al., 2010); durante la mitosis presentan caracteristicas
Unicas: 1- las metafases mitdticas con ausencia de constricciones primaria, 2— las
cromatidas hermanas se ubican paralelas al plano ecuatorial en el estadio mitético
de la anafase, 3— cuando se fragmentan los segmentos cromosomicos persisten y se
segregan durante la division celular (por ejemplo, cuando son irradiados con rayos
X), 4— la funcién cinetocorica no esta centralizada sino que presentan placas pro-
teicas que se extienden a lo largo de una gran superficie en cada cromatida (Mola y
Papeschi, 2006); 5S— mientras que en meiosis los cromosomas holocinéticos tienen
autosomas con orientacion de las cromatidas y patrones de migracion de las mismas
Unicos, durante la primera divisién meiotica se produce la separacion de cromatidas
hermanas y la divisién se denomina post-reduccional (o ecuacional), mientras que
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en la segunda etapa de la division se produce la separaciéon de segmentos homologos
y la divisién se designa reduccional (Mola y Papeschi, 2006).

Las especies estudiadas presentaron las caracteristicas de los cromosomas holo-
cinéticos: 1- tanto Doru lineare como D. luteipes carecen de constriccion secundaria,
2— durante la anafase mitética se ubican paralelamente a los husos, 3— cuando se
fragmentan, sus segmentos se segregan de modo regular (lo que habria originado los
meiocitos supernumerarios reportados como células poliploides por Andrada et al.,
2016), 4— la actividad cinética no esté centralizada sino que se localiza en una gran
region de los telémeros (telocinéticos), 5— presentan meiosis post-reduccional.

La holocentricidad de los cromosomas de ambas especies coincide con la natu-
raleza holocinética de los cromosomas establecida para el resto de los dermapteros
(Giles y Webb, 1972; White, 1972; Mittal y Suri, 1981; Avancini, Recco-Pimentel,
Prado, 2000; Gavrilov, 2007; Melters, Paulius, Korf, Chan, 2012). Sin embargo, como
fue reportado en los cromosomas de D. lineare por Andrada et al., (2016) y lo observa-
do en estas investigaciones para D. luteipes, estos cromosomas presentan zonas claras
y oscuras que les brindan el aspecto de monocinéticos. Dicha coloracion diferencial
de la cromatina estaria relacionada a diferentes grados de condensacién de la mis-
ma. Diferentes grados de condensacion de la cromatina también se han encontrado
en cromosomas politénicos de Drosophila melanogaster Meigen 1830, donde se dife-
rencian en dominios topolégicamente asociados (TADs, por sus siglas en inglés)
que corresponden a bandas de cromatina densamente empaquetadas con actividad
de transcripcion limitada, mientras que las regiones entre los TADs (inter-TADs)
se corresponden a inter-bandas descondensadas de estos cromosomas densamente
activas (Ulianov et al., 2016). Tal vez en el género Doru, los meiocitos necesitan
mantener activos algunos genes durante la division celular y, de este modo, parte de
la cromatina permanece descondensada para tal fin, confiriéndole a los cromosomas
la diferencia de tincion antes descripta.

Las asociaciones secundarias son un indicio de que los genomas que dieron
origen al organismo o al individuo, a pesar de estar muy emparentados entre si, son
lo suficientemente diferentes como para que los cromosomas no homoélogos (prove-
nientes de un mismo parental) se asocien de manera inespecifica y no quiasmatica,
mediante segmentos heterocromatinicos que se atraen entre si, como lo describe
Kuznetsova, Golup, Aguin Pombo (2013). Sumado a las asociaciones secundarias,
generalmente en grupos de 5 cromosomas, la falta de homologia observada entre los
cromosomas X en Doru lineare y en D. luteipes, los cuales se disocian como univalen-
tes durante la MII, sugieren que el género podria haber tenido un origen hibrido. La
disociacién temprana de los cromosomas X en las dos especies de Doru analizadas,
durante la segunda divisién, agregan sustento a la aseveracion que los cromosomas
sexuales tienen segregacion reduccional durante Al y se mantienen unidos como
bivalentes por medio de los “crossing over” durante la MI, mientras que en las MII
estos permanecen separados por causa de la ausencia de entrecruzamientos y la ca-
rencia de homologia de los segmentos X segregantes.

Chirino y Bressa (2014) observaron en prometafases meiéticas del hemiptero
Belostoma candidulum Montandon, 1903 (Heteroptera: Belostomatidae) constriccio-
nes secundarias en los cromosomas X. Estos autores hacen mencion a que dichas
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constricciones tendrian una funcidn cinética durante la fijacién de los cromosomas
a las fibras del huso. Constricciones secundarias similares fueron observadas en D.
lineare, sin embargo, éstas no estaban presentes en los cromosomas sexuales sino en
uno de los bivalentes autosémicos; las mismas fueron interpretadas anteriormente
por Andrada er al., (2016) como fragmentacién de cromosomas.

Para tener una vision mas amplia de la funciéon que cumplen estos cambios es-
tructurales en los cromosomas, es necesario realizar estudios con técnicas adicionales,
por ejemplo, estudios moleculares donde se pueda determinar la distribucion de las
proteinas del cinetocoro. Uno de los principales componentes proteicos es la proteina
centromérica CENP (Melters et al., 2012), su funcionalidad y modo de organizacién
en los cromosomas brindaria informacion adicional que podria contribuir al estudio
del comportamiento y evolucién de los cromosomas hasta alcanzar el holocentrismo,
tal como ocurre en estos insectos.

También es necesario incrementar el conocimiento genético en las especies atin
no analizadas que son afines al género y asi, poder tener un indicio de la funcién
cinética que cumplirian las mencionadas constricciones secundarias.

CONCLUSIONES

Se reportan por primera vez recuentos cromoséomicosn = 9 + XY y 2n = 18 +
XX/YY para &' de D. luteipes. Las especies aqui estudiadas comparten: la presencia
de cromosomas holocinéticos con el orden Dermaptera, ambas especies presentan
cromosomas sexuales heteromorficos y el mismo tipo de irregularidades. Por otro
lado, estas especies se diferencian en la longitud de sus cromosomas, que se pone
de manifiesto en el mayor tamafno del complemento cromosémico haploide de D.
luteipes. Entre las anormalidades podemos mencionar la alta frecuencia de asociacio-
nes cromosdmicas secundarias y la disociacién del bivalente sexual X en la segunda
divisién meidtica, que hace inferencia a que este género podria tener un posible
origen hibrido.
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