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Pegadas na Areia

Uma noite eu tive um sonho...

Sonhei que estava andando na praia com o Senhor, e através do
céu passavam cenas da minha vida.

Para cada cena que passava, percebi que eram deixados dois
pares de pegadas na areia:

Um era o meu e outro do Senhor.

Quando a ultima cena da minha vida passou diante de noés, olhei
para tras, para as pegadas na areia e notei que muitas vezes no
caminho da minha vida havia apenas um par de pegadas na areia,
notei, também, que isso aconteceu nos momentos mais dificeis e
angustiosos do meu viver, isso aborreceu-me deveras, e perguntei

entdao ao Senhor:

"Senhor, tu me disseste que, uma vez que eu resolui te seguir, tu
andarias sempre comigo, todo o caminho, mas notei que durante as
maiores tribulacées do meu viver havia na areia dos caminhos da
vida, apenas um par de pegadas. Nao compreendo por que nas

horas que eu mais necessitava de ti tu me deixaste".
O Senhor me respondeu:

"Meu precioso filho, eu te amo e jamais te deixarei nas horas da
tua prova e do teu sofrimento.
Quando viste na areia, apenas um par de pegadas, foi exatamente

ai, que eu te carreguei nos bracgos”.
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1. INTRODUGAO

1.1. Biologia e Aspectos médico — sanitarios dos triatomineos

Em 1909, o cientista brasileiro Carlos Chagas descobriu o primeiro
caso humano de uma tripanossomia, sendo esta uma parasitose causada por um
protozoario denominado Trypanosoma cruzi, responsavel pela moléstia conhecida
como "doenga de Chagas", "tripanossomia americana" ou "tripanossomia cruzi"
(LENT & WYGODZINSKY, 1979).

A doengca de Chagas & uma parasitose transmitida ao homem por
insetos hematéfogos estritos, conhecidos popularmente como “barbeiros” ou
“chupancas” (PANZERA et al., 1992).

Sao pertencentes a subfamilia Triatominae (Heteroptera — Reduviidae)
122 espécies de insetos hematdéfogos que sédo divididas em 5 tribos e 15 géneros.
SCHOFIELD (1994 apud PANZERA et al., 1996) lista 118 espécies de insetos da
subfamilia, as quais acrescentam-se agora Belminus laportei (LENT et al., 1995),
Rhodnius stali  (LENT et al., 1993), Triatoma melanosoma (LENT et al., 1994) e
Triatoma gomeznunezi (MARTINEZ et al., 1994).

Esta parasitose constitui, pela sua vasta distribuicdo, pelos altos
indices de prevaléncia e gravidade de evolugcdo, um dos maiores problemas de
saude publica em nosso pais, bem como em varios paises sul — americanos.

Embora possa constituir problema urbano, como em Salvador (Bahia), € endemia,

principalmente rural, de transmissdo essencialmente intradomiciliaria (PESSOA &
MARTINS, 1988).
Segundo Chagas, a infecgdo pelo Trypanosoma cruzi seria uma

parasitose natural dos animais silvestres trazida as habitagbes humanas pelos
triatomineos. No ambiente silvestre o Trypanosoma cruzi infecta mamiferos de
pequeno porte, ndo sendo prejudicial a estes, e & transmitido por triatomineos
também silvestres. Esta situagdo persiste até hoje em regides esparsas ou virgens,
cada vez mais raras, da América, configurando o carater epidemiolégico de uma
enzootia silvestre (TAVARES & AZEREDO-OLIVEIRA, 1996).

A existéncia da doenca de Chagas, portanto, pode ser considerada
como um fato “acidental’, na medida em que o homem entrou em contato com focos

naturais, provocando desequilibrios ecolégicos, que fizeram com que os triatomineos
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procurassem novas fontes de alimento e que fossem progressivamente se
adaptando a habitagbes de ma qualidade (TAVARES & AZEREDO-OLIVEIRA,
1996), principalmente casas de pau-a-pique ou cafuas, também chamadas
"enchimento” ou "sopapo". Os animais se instalam em frinchas e orificios ou atras de
torrées de barro que se tornaram facilmente ninhos de "barbeiros”, de onde saem a
noite para se alimentarem do sangue de pessoas ou animais domésticos (PESSOA
& MARTINS, 1988).

No Brasil a area endémica da doenga de Chagas compreende mais do
que trés milhdes de Km? sendo estimado que aproximadamente cinco milhées de
pessoas estao infectadas pelo Trypanosoma cruzi (DIAS, 1987 apud FERNANDES
et al, 1997). GAZIN et al. (1999) acredita que atualmente este nimero de infectados
esta entre quatro a oito milhdes.

A doenga ocorre apenas no continente americano, distribuindo-se
sobre uma grande extensdo, desde o sul dos Estados Unidos até o pampa
argentina, ao sul de Buenos Aires. Atinge principalmente a populag&o rural e as
estimativas, pouco exatas, da quantidade de infectados, atualmente vivos, é da
ordem de 16 a 18 milhdes (GAZIN et al., 1999).

No Brasil, um inquérito nacional ja antigo, efetuado em meio rural com
todas as faixas etarias, tem mostrado uma prevaléncia sorolégica da infecgdo
chagasica entre 5% a 8% no Nordeste, em torno de 1% na Amazonia, entre 2% a
7% no Centro-Oeste e entre 2% a 8% no Sul do pais. Devido as migragdes de varios
camponeses, especialmente do Nordeste, para as grandes cidades industriais do

Sul, a infeccao esta presente nessas cidades apesar da transmisséo vetorial ser ali

excepcional. E importante ressaltar como forma de contaminag@o no meio urbano a
via transfusional (GAZIN et al., 1999).

Estima-se que a doenga de Chagas tenha sido responsavel, no Brasil,
por dezesseis mil mortes por ano nas ultimas duas décadas, admitindo-se que seja a
doenca parasitaria mais importante sob o ponto de vista da disfungéo
socioecondmica que produz (COLLI & ALVES, 1998).

Na regido Sul do Brasil, o estado do Rio Grande do Sul é a area
endémica mais importante da doenca de Chagas, com taxas variando de 17,6 % a
19,6 % na regido sul do estado (BARUFFA & ALCANTARA FILHO, 1977, 1985 apud
FERNANDES et al., 1997). Investigagdes da fauna dos triatomineos mostraram que,

pelo menos, sete espécies de triatomineos estavam presentes. Triatoma infestans
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foi a unica espécie vetor doméstica encontrada (COUTINHO et al., 1952 apud
FERNANDES et al., 1997).

De acordo com o censo populacional realizado em 1980, estima-se que
perto de 7 mil pessoas estdo infectadas pelo Trypanosoma cruzi no Rio Grande do
Sul (BARUFFA, 1987 apud FERNANDES et al, 1997). Embora com uma alta
prevaléncia, poucos grupos de Trypanosoma cruzi tém sido estudados e pouco é
conhecido sobre populagbes parasitas que circulam nos diferentes ciclos de
transmissao nesta regiao.

No Nordeste, a situagdo atual da doenga de Chagas esta sendo

observada no sertdo de Pernambuco. Os povoados estudados foram escolhidos sem
nenhuma avaliacdo de uma situagdo particular da doenga e podem ser considerados
como uma visdo da situagdo geral nessa regido. Os vetores nesta regido estao
sobretudo presentes no espago peri-domiciliar, especialmente dentro dos
galinheiros. Nesses povoados, as casas tém paredes comuns e néo ocorre distingéo
entre moradias infectadas ou néo (GAZIN et al., 1999).

Perto de 13% das pessoas analisadas no sertdo de Pernambuco, de
todas as idades, s&o portadores de anticorpos contra Trypanosoma cruzi. Neste
inquérito evidenciou-se que a faixa etaria dos infectados fala a favor de uma redugéo
da transmissdo: a prevaléncia é de 1,5% abaixo de 20 anos e de 30% acima de 40
anos. Essa grande diferenca, no entanto, ndo pode ser explicada unicamente pelo
menor tempo de exposi¢cdo ao risco de ser infectado. Essa constatagdo ngo deve
por enquanto levar a concluir que a situagdo esta satisfatéria, nem permite qualquer
triunfalismo a respeito do controle da doenga de Chagas nas regides mais pobres do
Brasil (GAZIN et al., 1999).

A maioria das espécies de triatomineos €&  silvestre. Algumas,
entretanto, no decurso da evolugdo e, muito provavelmente, por mutagcdo genética e
selecdo, adquiriram a capacidade de colonizar domicilios humanos, constituindo as
espécies chamadas domésticas, mas que sdo melhores denominadas como
domiciliarias, pois domiciliaram-se mas ndo se domesticaram (TAVARES &
AZEREDO-OLIVEIRA, 1996).

No entanto, existem espécies que podem ser encontradas tanto nos
seus bidtopos naturais como artificiais, ou seja, tanto em ambientes silvestres como
nas moradias humanas, constituindo as espécies denominadas vulgarmente
semidomésticas. Para PESSOA & MARTINS (1988), entretanto, tais espécies
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constituem na realidade, duas ragas ou variedades, uma colonizando casas e outra,
bidtopos naturais.

Mais de 30 espécies de triatomineos ja foram encontradas
naturalmente infectadas (CESAR PINTO, 1943 apud PESSOA & MARTINS, 1988).
Mais ou menos 100 espécies sdo capazes de albergar e transmitir o Trypanosoma
cruzi, no entanto, sdo poucas as que tém realmente importancia epidemiolégica. Tal
importancia esta condicionada & domesticidade e a densidade da espécie. Nesse

sentido o principal transmissor da doenga de Chagas no Brasil, em particular nas

regides centro-oriental e sul, &€ o Triatoma infestans, sendo responsavel por mais
da metade dos 16 milhGes de afetados pela doenga (SCHOFIELD 1988, W.H.O.
1990 apud PANZERA et al., 1995a).

O Triatoma infestans tem sido capturado principalmente em casas e
adjacéncias (galinheiros, chiqueiros, etc.), parecendo ter-se adaptado
definitivamente ao domicilio humano, mas, segundo MAZZA (1943), TORRICO
(1946) e BARRETOS et al. (1963) apud PESSOA & MARTINS (1988), parece nédo
ter perdido totalmente os seus habitos silvestres, pois pode ser encontrado em
ecotopos naturais.

O Triatoma infestans € também o principal transmissor da doenga de
Chagas no Uruguai, Argentina, Paraguai, Bolivia e Peri (PESSOA & MARTINS,
1988). Outras espécies como, Triatoma brasiliensis e Panstrongylus megistus,
adaptaram-se muito bem no Nordeste semi-arido e tém importante papel na
transmissdo dos parasitos nesta regido (GAZIN et al, 1999). A espécie
Panstrongylus megistus encontra-se, em nosso pais, no segundo lugar como
transmissora da doenca de Chagas, ndo sendo uma espécie estritamente doméstica
(PESSOA & MARTINS, 1988).

Outras espécies do género Triatoma e Panstrongylus também
albergam o parasita Trypanosoma cruzi, no entanto, encontram-se em densidades
mais baixas do que as outras espécies do género, nas areas por onde se distribuem
(PESSOA & MARTINS, 1988).

Fora do nosso pais, outra espécie de grande importancia € Rhodnius
prolixus, domeéstica e principal transmissora da doenga na Guiana Francesa,
Venezuela e Coldmbia, sendo encontrada ainda no Equador, na América Central e
também no Brasil, onde, entretanto, ndo desempenha papel epidemiolégico

importante. Esta espécie, além de albergar e transmitir o Trypanosoma cruzi ao
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homem, é o principal vetor do parasita Trypanosoma rangeli. Os animais silvestres e
os mamiferos inferiores ja foram encontrados naturalmente infectados por este
protozoario (PESSOA & MARTINS, 1988).

Estudos experimentais indicaram que a espécie R. domesticus & um
importante vetor do Trypanossoma rangeli entre seus hospedeiros mamiferos
(GUARNIERI et al, 1998). No Brasil a espécie R. neglectus também ja foi
encontrada naturalmente infectada pelo Trypanosoma rangeli (BRAGA et al., 1998).

O conhecimento da infecgdo pelo Trypanosoma rangeli esta até o
presente, quase limitado a sua fase parasitologica, o estudo de numerosos casos,
sobretudo na Venezuela, ndo revelou ainda quadros sintomatolégicos ou anatomo-
patolégicos determinados pelo parasita. Este parasita geralmente € considerado
como ndo patogénico ao homem (D'ALESSANDRO-BACIGALUPO & SARAVIA,
1992 apud GUARNIERI et al, 1998). No entanto, TORREALBA (1951 apud
PESSOA & MARTINS, 1988), na Venezuela, refere-se a "casos agudos" de
“tripanossomose rangeli", insistindo na existéncia de manifestagdes clinicas
evidentes, sem que tivesse conseguido demonstrar, nos casos por ele estudados, o
parasitismo concomitante pelo Trypanosoma cruzi, pois esta associagdo é possivel.

Os triatomineos nascem sempre livres do tripanossoma, sO vindo a
contrair a infeccdo em qualquer estadio de suas vidas, ao sugar o sangue
contaminado do homem ou de algum reservatorio silvestre ou doméstico.

Algumas caracteristicas biologicas destes insetos, de interesse a
epidemiologia, séo:

1. apresentam vida relativamente longa (1 a 2 anos) com evolugdo de ovo a adulto
entre 4 a 7 meses, passando o inseto por 5 estadios ninfais ndo alados antes de
chegar a forma adulta;

. possuem boa performance biolégica em termos de oviposigdo. As posturas sao
sempre parceladas, podendo constar de 1-45 ovos em cada uma, cujo total vai

além de 200 ovos. Os ovos ndo sdo aglutinados uns aos outros, exceto nas

espécies dos géneros Rhodnius e Psammolestes, bem como nas espeécies

Triatoma delpontei e Triatoma platensis, nas quais os ovos sd@o colados ao
substrato, quase sempre palmeiras ou ninhos de aves, isolados ou aglutinados
em grupos irregulares o que impede que caiam ao solo. Apds a postura, 0s ovos
séo de coloragédo branca e, em contato com o ar, pela agdo das oxidases, v&o

amarelando. Tornam-se roseos depois de 6 a 7 dias, quando o embridao adquire
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seu maior desenvolvimento. A eclosdo varia com a temperatura e a espécie. O
minimo verificado foi de 16 dias, para o Triatoma infestans e, em geral, este
periodo é de 20 a 30 dias;

3. possuem capacidade de resisténcia ao jejum (6 a 10 meses);

. s@o artrépodes de hematofagismo restrito, mas com ecletismo alimentar que
permite sobreviver com qualquer tipo de sangue;

. 0s triatomineos possuem habito noturno, fotofobia, termotropismo positivo,
presenca de mimetismo acentuado em certas espécies, substancias
anticoagulantes e anestésicas na saliva e habito quase obrigatério de evacuar no
momento ou pouco depois de sugar o vertebrado.

O processo usual de transmissdo do Trypanosoma cruzi € O
contaminativo, pela deposigdo de fezes infectadas na pele ou mucosa do homem,
pois as formas infecciosas flageladas multiplicam-se no intestino posterior sendo
expulsas nas fezes (PESSOA & MARTINS, 1988).

Segundo DIAS (1933 apud PESSOA & MARTINS, 1988), o mesmo
"barbeiro" pode eliminar grande nimero de tripanossomos todas as vezes que, em
seguida a uma refeigéo, emite dejecdes.

As formas infectantes, encontradas nas dejecdes dos triatomineos,
penetram nas células da pele ou mucosas na regido da picada. Nos triatomineos o
desenvolvimento do Trypanosoma cruzi é ciclico, extracelular e se processa no trato
gastrointestinal, onde sdo encontradas formas em amastigota, epimastigota e
tripomastigota metaciclica infecciosa, que é a forma flagelar sanguinea circulante
infectante (PESSOA & MARTINS, 1988).

No sangue dos vertebrados, o Trypanosoma cruzi apresenta-se sob a
forma de um tripomastigota extracelular, medindo cerca de 20 um de comprimento e
ndo mostra formas em divisao. A reprodugédo acontece somente nos tecidos e, nas

células dos tecidos, apresenta-se sob a forma de amastigota. Provavelmente a

transformag&o das formas teciduais em sanguineas ocorra com o aparecimento de
formas intermediarias em epimastigotas (PESSOA & MARTINS, 1988).
Foi observado por ZELEDON et al. (1977 apud PESSOA & MARTINS,

1988) uma eliminagdo de grande numero de tripomastigotas metaciclicas atraves da

urina de triatomineos infectados. Essa eliminacdo ocorre algumas horas apds o
repasto sanguineo, sendo aparentemente relacionada a rapida absor¢ao do

componente liquido do sangue e sua excregao pelos tubulos de Malpighi.
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O parasita Trypanosoma rangeli é transmitido pela forma inoculativa.
Este protozoario desenvolve-se no intestino anterior de triatomineos e invade a
glandula salivar do hemiptero. Assim, a transmissdo ocorre através da picada.
Excepcionalmente, a forma flagelada infectante pode desenvolver-se no intestino
posterior do inseto e, como acontece com o Trypanosoma cruzi, a transmisséo da-se
ent&o por contaminagdo (ELLIS ef al., 1980).

Além do processo contaminativo, que € o mais comum, pela deposi¢cao
das fezes do triatomineo no hospedeiro, existem outros meios de transmiss@o da
doenga, como a infecgdo chagasica congénita que esta definitivamente comprovada
e a transfusdo sanguinea. Uma estimativa de 1979, apontava a ocorréncia de 20 mil
novos casos da doenga de Chagas por ano, atribuidos a transfusdo de sangue
(PESSOA & MARTINS, 1988).

No Brasil, houve uma diminuicdo do indice de 6,5% de doacdes
infectadas para somente 1% em 1992. Segundo informagdo da OMS, 98% dos
bancos de sangue incluem teste para a presenga de soropositivos, diminuindo
drasticamente o segundo maior modo de transmissdo da doenga (COLLI & ALVES,
1998). A transmissdo da doenga, também, ja foi observada em transplantes de
érgéos que continham formas amastigotas do parasita Trypanosoma cruzi (PESSOA
& MARTINS, 1988).

E preciso considerar que pouco se conhece sobre a patogenia da

doencga ou as reagdes do sistema imune sobre o parasita e discute-se ainda se a
doenga é de origem auto-imune. No entanto, € intensa e inconclusiva a recente
discussé@o existente na literatura sobre ser ou ndo uma doenga auto-imune, ou seja,
se ha ou ndo a necessidade do parasita vivo para instalagdo e manutengdo do
processo inflamatério tissular (COLLI & ALVES, 1998).

Dois tipos de enfoque estratégico podem ser visualizados: (1) a
identificagdo de rotas metabolicas que permitam uma distingdo bioguimica entre
hospedeiro e parasita e (2) o processo pelo qual o parasita interage com a célula
hospedeira e, afinal, nela se interna e ai sobrevive (COLLI & ALVES, 1998).

Embora o conhecimento sobre o parasita e a doenga tenha
experimentado grande progresso nas ultimas décadas, muitas s&o as perguntas que
permanecem, exigindo novas abordagens experimentais e, inclusive, novas
hipoteses de trabalho (COLLI & ALVES, 1998).
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Muitos grupos da ciéncia biolégica ainda estudam o Trypanossoma
cruzi e o inseto vetor, porque tanto o parasita quanto o inseto constituem modelos
biolégicos que apresentam desafios ao progresso do conhecimento, e também
porque ha ainda um grande nimero de seres humanos portadores da doenca que
deveriam ter a oportunidade de serem tratados. Os medicamentos usados
atualmente (Nifurtimox e Benznidazol) tém eficacia relativa e sdo mais eficientes na
fase aguda da doenga (COLLI & ALVES, 1998).

No inicio da década de 80, o governo brasileiro, priorizou 0 combate a
doenca de Chagas através da aplicagdo macica de inseticidas nos domicilios. Em
1982 foram iniciados extensos testes de campo para investigar inseticidas e
formulagdes alternativas para controle dos vetores, levando a substituicdo do BHC e

outros organoclorados por piretréides, menos toxicos para mamiferos e com efeito
residual maior (COLLI & ALVES, 1998).

E necessario enfatizar que 36% de todo territorio brasileiro era

endémico para doenga de Chagas em 1970 e 2493 municipios (51% do total)
estavam infestados com Triatoma infestans. Até 1993, o programa da erradicagao
por inseticidas de longa permanéncia misturados a microesferas de latex na tinta de
parede eliminou o Triatoma infestans em 628 dos 711 municipios afetados em 1983.
A prevaléncia da doenga no grupo etario de 7-14 anos, em 10 estados brasileiros,
caiu de 4,2%, em 1980, para 0,15% em 1994, significando uma redugdo de 96,5%.
O mesmo ocorreu em outros paises do cone sul como Uruguai, Argentina e Chile
(COLLI & ALVES, 1998).

Ademais, ao exemplo da maléria que parecia extinta na década de 50
pela acdo do DDT, é teoricamente possivel o surgimento de triatomineos resistentes
aos inseticidas hoje empregados (COLLI & ALVES, 1998).

Sendo a doenga de Chagas contraida essencialmente nos domicilios,
uma das melhores solugbes para a prevengdo desta seria a substituicdo das
habitagées rudimentares por casas de alvenaria. No entanto, somente isto ndo
basta, pois estas construgbes também ja foram encontradas infestadas por
triatomineos, mostrando que a educagdo sanitaria das populagbes menos
favorecidas é necessaria, para o combate eficaz a esta doenga. Portanto, o combate
direto das populagdes humanas, contra os triatomineos, podera tornar-se uma das
medidas mais eficazes contra esta endemia, pois apenas com o uso de inseticidas
nao se obtém resultados satisfatorios.
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O reconhecimento e a identificagdo dos triatomineos & de grande
importancia em termos da epidemiologia da doenga de Chagas, especialmente para
a avaliagdo de uma regido e para o estabelecimento de um plano de profilaxia. O
estudo da biologia destacando, principalmente, o ciclo, a distingdo entre espécies
silvestres e domiciliares e ainda, o entendimento das inter-relagées evolutivas entre
as espécies e géneros obtido através de dados citogenéticos podem otimizar o
controle desses vetores.

1.2. Aspectos Citogenéticos dos Triatomineos

Além da importancia médico-sanitaria desses hemipteros, vetores da
doenca de Chagas, é também notdria a relevancia citogenética, nao sé pelos
aspectos ligados a procura do seu controle biolégico (SCHREIBER et al., 1967,
SCHREIBER et al, 1975, 1977), como por suas caracteristicas citogenéticas
incomuns (HUGHES-SCHRADER & SCHRADER, 1961).

A citogenética também tem demonstrado ser apropriada para
diferenciar espécies de triatomineos (PEREZ et al., 1992), inclusive quando se trata
de espécies morfologicamente similares (PANZERA et al., 1992).

As pesquisas citogenéticas, sobre os triatomineos, iniciaram-se no
Brasil em 1948, com os estudos realizados por SCHREIBER & PELLEGRINO, sobre
o caridtipo das espécies: Triatoma infestans, T. sordida, T. maculata, T. vitticeps, T.
brasiliensis, T. rubrovaria, T. dimidiata, T. pallidipennis, Panstrongylus megistus,
Rhodnius prolixus e Psammolestes coreodes. Nesse trabalho s&o indicados o
numero de autossomos e de cromossomos sexuais e sdo destacados os fendmenos
de heteropicnose de alguns autossomos na espécie Triatoma infestans.

A partir de 1972, as pesquisas em citogenética de triatomineos
continuaram com os estudos de cariétipos e a determinagéo do conteudo de DNA e
tamanhos nucleolares, além de novas observagées sobre o fendmeno da
heteropicnose dos autossomos em Triatoma infestans, ressaltando a importancia
desse fendmeno como um mecanismo de isolamento reprodutivo ao nivel de meiose
(SCHREIBER et al.,, 1972).

Em triatomineos, o numero cromossdmico dipléide nos machos
estende-se de 21 a 25. UESHIMA (1966) sugere que o nimero cromossomico tipico

da subfamilia Triatominae €& 2n= 22, sendo o macho com complemento
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cromossdmico 20A + XY. Este numero e complemento sdo apontados como o de
maior frequéncia. Alguns citogeneticistas consideram ser este o cariétipo ancestral
(WHITE, 1973) mas outros (SMITH & VIRKKI, 1978 apud PEREZ et al, 1992)
questionam esta interpretacdo e tentam explicar esta maior freqiiéncia, como uma
situagdo citoldgica ideal em cada grupo, proveniente de selecéo natural.

KOSHY (1979a,b) descreveu o caridtipo de cinco espécies do género
Rhodnius. Dessas, R. neglectus, R. neivai e R. robustus tiveram metafases mitéticas

e meidticas descritas, enquanto que para R. pictipes e R. prolixus foram descritos

apenas o0s cariotipos somaticos. Verificou-se que o cariétipo de todas as espécies
analisadas mostrou-se homogéneo, sendo constituido por dez pares de autossomos
e um par de cromossomos sexuais.

Um trabalho realizado por PANZERA et al. (1996), com 46 espécies de
triatomineos, mostrou, através do estudo citogenético de cariétipos meiéticos, que os
mecanismos de cromossomos sexuais em machos de triatomineos variavam de XY
(25 espécies), XiX2Y (19 espécies) e XiX2X3Y (2 espécies). Vérios autores
(SCHRADER, 1947, WHITE, 1973) sugerem que a fragmentagdo tenha sido a
principal fonte de cromossomos sexuais multiplos em Heteroptera.

Uma caracteristica marcante dos triatomineos refere-se a profase da
primeira divisdo meidtica, que ndo apresenta as subfases caracteristicas distintas
(leptéteno, zigoteno, paquiteno). Estes estadios sdo denominados conjuntamente
de “estadio confuso” e a estrutura do nucleo parece ser interfasica, sendo visiveis
apenas o nucléolo e os cromossomos sexuais heteropicnéticos. A distingdo comeca
a ocorrer a partir do dipléteno e da diacinese.

O estudo citogenético desses insetos revelou, também, que seus
cromossomos possuem cinetécoro difuso, isto €, distribuido ao longo do
cromossomo e nao localizado na regido do centromero e uma formagdo nao usual
na meiose, onde a segregacdo dos cromossomos sexuais € pos-reducional (DE
VAIO et al., 1985).

O cinetocoro € um ativo participante em muitos dos eventos da divis&o
celular. Além da sua funcdo de ligagdo, ha sugestdées de que o cinetécoro
desempenhe um papel tanto na formagcdo do fuso como nos movimentos
cromossdmicos que ocorrem durante a mitose e meiose. Essas propriedades do
cinetocoro ajudam na precisa distribuicdo dos cromossomos durante 0s processos
de divisdo celular (BALCZON & BRINKLEY, 1990).
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Em muitos organismos, o cinetdcoro estd localizado em um sitio
especifico do cromossomo, estes, portanto, sdo denominados de monocéntricos, ou
seja, apresentam apenas um centromero.

Em alguns organismos como protozoarios, algas, algumas ordens de
insetos (Homoptera, Heteroptera e Lepidoptera) e em algumas familias de plantas
(Cyperaceae e Juncaceae) os cinetocoros sdo difusos. Ao microscopio eletronico,
tem sido demonstrado a existéncia de vérias placas cinetocéricas, ou de uma unica

placa ao longo de quase todo o cromossomo. Ao microscopio Optico 0s

Cromossomos caracterizam-se por ndo apresentarem constricbes primarias e 0s

cromossomos anafasicos migrarem paralelos uns aos outros, € ndo em forma de V,
como fazem os monocéntricos (GUERRA, 1988).

Os cromossomos com cinetécoros difusos também s&o conhecidos
como holocéntricos. Alguns autores, no entanto, usam o termo holocinético
referindo-se & mesma caracteristica (LUCENO & GUERRA, 1996).

A identificagdo de cada cromossomo sexual em triatomineos é dificil,
porque ambos 0s cromossomos sexuais sdo heteropicnéticos e indistinguiveis dos
cromossomos autossomos por coloragdo classica (PEREZ et al., 1992). Até agora os
cromossomos sexuais tém sido nomeados arbitrariamente de acordo com seu
tamanho relativo (SCHREIBER & PELLEGRINO, 1950; UESHIMA, 1966).

Os cromossomos autossomos mostram uma pequena variagao,
segundo SCHREIBER & PELLEGRINO (1950). Variagdes impressionantes foram
relatadas para Triatoma infestans e T. platensis que possuem trés grandes pares de
autossomos (SCHREIBER & PELLEGRINO, 1950; UESHIMA, 1966). As
observagdes indicaram que Triatoma pseudomaculata tem um par de autossomos
significantemente grande em relagdo ao resto do caridtipo. Em outras espécies,
classes cromossdmicas de tamanhos distintos ndo podem ser definidas (PEREZ et
al., 1992).

Andlises comparativas da metafase | podem indicar que o0s
cromossomos sd0 pequenos no género Rhodnius em relagédo aos cromossomos do
género Triatoma. No entanto, comparagdes intergéneros ou interespecificas de
tamanhos de cromossomos sdo dificultadas devido aos diferentes estagios de
condensacéo cromossdmica. Todavia, é bastante vidvel usar o tamanho relativo dos

cromossomos, dentro das espécies, como um carater diferencial.
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Outro enfoque, embora ndo diretamente relacionado com o tamanho
dos cromossomos pode ser o de comparar o conteido de DNA entre espécies.
SCHREIBER et al. (1972) mostraram de fato que espécies do género Rhodnius tém
um baixo valor de DNA comparado com espécies dos géneros Triatoma e
Panstrongylus. E de grande interesse a determinagdo do conteido de DNA em
espécies de triatomineos para possiveis interpretagdes de suas relagdes evolutivas.

Até o presente, a maioria dos resultados citogenéticos sobre
triatomineos foi obtida através da investigagdo cromossdmica comparativa nos
triatomineos com a coloragdo convencional dos cromossomos. Nestes trabalhos, os
criterios de comparagdo foram basicamente o numero e a morfologia dos
cromossomos, bem como a disposicdo destes na placa metafasica. Os dados
obtidos através dessas investigagdes deram as primeiras indicagbes do processo
que aconteceu durante a evolugdo cromossomica destes insetos.

A partir da década de 70 foram publicados diversos trabalhos de
MELLO (1971, 1977, 1978a-d, 1979, 1980, 1983, 1995), MELLO & DOLDER (1977,
1978, 1980), MELLO & RAIMUNDO (1979), MELLO & VIANA (1977a,b) e de MELLO
et al. (1973), enfocando principalmente a poliploidia, aspectos citoquimicos e
citofisicos, valores de Feulgen-DNA. Foram também analisadas caracteristicas
ultra-estruturais (DOLDER & MELLO, 1978a-c, 1979), comportamento das
heterocromatinas e eucromatinas em células somaticas de tubulos de Malpighi de
Triatoma infestans e ainda realizada citoquimica de alguns grupos de enzimas:
fosfatases, peroxidases e desidrogenases (AZEREDO-OLIVEIRA, 1982; AZEREDO-
OLIVEIRA & MELLO, 1985; 1986a-b; 1997; 1998a,b).

No entanto, excetuando-se GEITLER (1939 apud AZEREDO-
OLIVEIRA, 1990), MELLO & DOLDER (1978), AZEREDO-OLIVEIRA & MELLO
(1986a,b) e MELLO & RECCO-PIMENTEL (1987), que mostraram uma associagao
do nucléolo, em nucleos de células somaticas de tubulos de Malpighi, com massas
heterocromaticas na espécie Triatoma infestans, AZEREDO-OLIVEIRA (1990),
TAVARES & AZEREDO-OLIVEIRA (1997a,b) que estudaram estas mesmas

associagbes em ceélulas meidticas de cinco espécies do género Triatoma e
TARTAROTTI (1998) e TARTAROTTI & AZEREDO-OLIVEIRA (1999) que, também,

estudaram estas associagbes em células meidticas de duas espécies do género

Panstrongylus, pouco se conhece até agora sobre a localizagdo e atividade dos
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nucléolos e, menos ainda, sobre RONs nos triatomineos, sendo este, portanto o
tema do presente estudo.

O estudo das RONs ¢é de extrema importancia pois nestas
localizam-se os sitios do DNA ribossomico (DNAr), local de sintese da molécula
RNAr 45 S, precursora das duas subunidades ribossémicas. Como se sabe, 0s
ribossomos atuam na tradugdo do RNA mensageiro (RNAm), produzindo as
proteinas. E é esta importancia do RNA ribossémico na sintese protéica que justifica
0 enorme interesse pelo estudo dessas regiées cromossomicas.

Além desse aspecto do metabolismo celular, as RONs, por sua
estrutura e arranjo, podem constitujr-ée, também, em importante fonte de
variabilidade cromossémica (MORIELLE, 1987).

As RONs tém mostrado uma grande variabilidade quanto a varios

aspectos. Essa variabilidade permite diferenciar nao sé espécies, como também

linhagens e, as vezes, até mesmo individuos de mesma linhagem (BICUDO, 1985).
Os dados provenientes das investigagGes sobre essas regides, em muitas especies,
tém fornecido suporte essencial a respeito da evolugdo cromossomica (MORIELLE,
1987).

Portanto, os objetivos do presente trabalho foram:

1. Estudar comparativamente as caracteristicas das fases da espermatogénese de
seis espécies do género Rhodnius: R. domesticus, R. neglectus, R. neivai, R.
pallescens, R. prolixus e R. robustus com énfase a estrutura cromossomica e ao

ciclo nucleolar.

Detectar as Regides Organizadoras Nucleolares (RONs) nos cromossomos

meioticos dos testiculos de triatomineos adultos jovens das seis espécies.

Correlacionar diferengas e semelhancgas citolégicas, verificando a ocorréncia de

variabilidade interespecifica.
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2. MATERIAL E METODO

2.1. Espécies Analisadas, Procedéncia e Obtengao

As espécies Rhodnius domesticus, R. neglectus, R. neivai, Rhodnius
pallescens, R. prolixus e R. robustus analisadas, neste estudo, pertencem a ordem
Heteroptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, tribo Rhodniini e género

Rhodnius. A procedéncia de cada uma das espécies consta da Tabela 1 e Figura 1.

Espécies Procedéncia Numero de insetos

utilizados

Rhodnius domesticus Belém do Para, PA: Brasil 38
Rhodhnius neivai Belém do Para, PA: Brasil 44
Rhodnius neglectus Guaira, SP: Brasil 45
Rhodnius pallescens Barro Colorado, Panama 18
Rhodhnius prolixus Bogota: Colombia 43
Rhodnius robustus Lima: Peru 47

Tabela 1. Espécies, procedéncia e numero de insetos utilizados

Rhodnius domesticus possui distribuicdo pelo Brasil (Bahia, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Parang, Santa Catarina e Sdo Paulo). Esta espécie tem sido
encontrada em habitagdes humanas, mas somente em casos isolados. Apesar do
nome n&o € uma espécie doméstica. Populagdes de vida livre sdo encontradas em
moitas de bromélias proximas a abrigos de roedores (LENT & WYGODZINSKY,
1979).

Rhodnius neglectus possui ampla distribuicdo geogréfica no territério
brasileiro, encontra-se na regido nordeste, sudeste e sul do pais. Esta espécie é
predominantemente silvestre mas, as vezes, é encontrada em habitagées humanas
e situagdes peridomésticas. Tem sido encontrada naturalmente infectada pelo
Trypanosoma cruzi (LENT & WYGODZINSKY, 1979).

Rhodnius neivai distribui-se pela Coldbmbia e Venezuela. Tem sido

encontrada naturalmente infectada pelo Trypanosoma cruzi. E encontrada em
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habitacdes humanas, mas ndo as colonizam. E encontrada em &reas secas, com
formagdes fitogeograficas tropical e semidesértico de flora xerofitica e psamdfila.
Esta espécie difere de todas as outras do género, por ser quase uniformemente de
cor preta (CABELLO et al., 1987).

Rhodnius pallescens distribui-se por Belize (antiga Honduras Britanica;
América Central), Coldmbia e Panama. Foi primeiramente relatada em Belize. No
Panama, esta espécie tornou-se domiciliar e é o principal vetor da doenga de
Chagas. Esta espécie também tem sido encontrada em situagdes peridomésticas e
em tocas de animais silvestres (LENT & WYGODZINSKY, 1979).

Rhodnius prolixus distribui-se por paises como, Bolivia, Brasil
(Amazonas, Goias e Pard), Colombia, Costa Rica, Equador, Guiana Francesa,
Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Panama, El Salvador, Suriname e
Venezuela. Esta espécie € bem estabelecida em habitagbes humanas, ndo é
considerado um importante vetor da doenga de Chagas na Coldombia e Guiana
Francesa. Na Venezuela é o principal vetor, e ocorre no pais inteiro, do nivel do mar
a 2000 metros de altitude. Esta espécie constitui aproximadamente 90% de todos os
triatomineos encontrados nas habitagdes humanas, encontra-se também em
situacdes peridomiciliares (LENT & WYGODZINSKY, 1979).

Rhodnius robustus distribui-se por paises como Bolivia, Brasil

(Amazonas e Para), Coldombia, Equador, Guiana Francesa, Peru e Venezuela. E

encontrada naturalmente infectada pelo Trypanosoma cruzi. Na Coldmbia esta
especie tem sido encontrada em habitagbes humanas (LENT & WYGODZINSKY,
1979).

As espécies estudadas foram cedidas pelo Insetario do Servigo
Especial de Saude de Araraquara (SESA), que pertence ao Departamento de
Epidemiologia da Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo, sob
coordenacéo do Prof. Dr. José Maria Barata. O insetario promove coletas periodicas

em diversas regides brasileiras e também recebe doagdes de insetos de outros
paises, mantendo assim um estoque que possibilita a distribuicdo as instituicdes de

pesquisas solicitantes.
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@® R. domesticus, Belém do Para, PA

% R. neglectus, Belém do Para, PA

€ R neivai, Guaira, SP

» R. pallescens, Barro Colorado, Panama
A R. prolixus, Bogota, Colémbia

M R. robustus, Lima, Peru

Figura 1. Procedéncia geografica das espécies de triatomineos, do género

Rhodnius, analisadas no presente trabalho.
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2.2. Manutengao e Alimentagao

No insetario, os triatomineos sdo mantidos em cristalizadores fechados
com tecido de malha fina, a temperatura ambiente, em salas com pouca
luminosidade.

A alimentagdo desses insetos € feita, uma vez por més, com sangue de
pato ou rato, dependendo do tamanho da coldnia. No centro dos cristalizadores

colocam-se separagbes de papeldo, para apoio e acesso dos insetos aos patos.

Estes sdo imobilizados e apresentam o abdome parcialmente exposto aos insetos

durante quinze a trinta minutos, dependendo da espécie que esta se alimentando.
Em coldnias menores ou em formagao, coloca-se um rato vivo e imobilizado por uma
prensa de tela metalica dentro dos cristalizadores para assegurar a alimentagao dos
insetos. As aves e ratos, por ndo serem transmissores do Trypanosoma cruzi, nao
infectam as ninfas que, a partir do primeiro estadio, ja sdo hematoéfagas.

Esses insetos resistem até sete meses ao jejum e, no presente
trabalho, os insetos utilizados eram recém alimentados ou estavam em jejum de até
um meés. Dessa forma foi estabelecida uma padronizagéo para evitar alteragoes

metabdlicas que poderiam modificar as estruturas nucleares.
2.3. Orgao, Estadio Analisado e Dissecagio dos Insetos

O aparelho reprodutor masculino de espécimes adultos de triatomineos
€ constituido de um par de testiculos, um par de vasos deferentes, um par de
vesiculas seminais (reservatorio de esperma), epididimo (extensdo do vaso
deferente irregularmente enovelado), quatro pares de glandulas acessorias sob
forma de bolsas e um canal ejaculador. A abertura externa do aparelho reprodutor
ou gondporo masculino, estd geralmente situada sobre ou dentro de um orgéo
mediano, o pénis (Esquema 1a).

Para o desenvolvimento desse trabalho o érgdo escolhido foi o
testiculo proveniente de insetos adultos jovens.

Os testiculos sdo formados por sete tubulos testiculares, cada tubulo
esta ligado ao vaso deferente por um pequeno canaliculo chamado vaso eferente. O
tubulo testicular é revestido por uma camada celular, formando uma bainha epitelial,

que algumas vezes apresenta-se subdividida em duas camadas, interiormente
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constitui-se por quatro regides: germario, zona de crescimento, zona de maturagdo e
zona de transformacdo (Esquema 1b). No interior de cada tubulo espermatico,
encontram-se as células germinais masculinas, nos seus diferentes estadios de
desenvolvimento, bem como outras células que Ihe sdo associadas.

O germario esta situado na porgéo apical do tubulo e é responsavel
pela formagéo das espermatogbnias; na sua porgéo superior, possui uma célula
germinativa, com funcéo tréfica, denominada célula apical. A partir do germario as
espermatogdnias sdo gradualmente deslocadas para a regido proximal (regiao
adjacente ao canal eferente) do tdbulo, originando uma sucessdo de zonas de
acordo com o grau de desenvolvimento.

A zona de crescimento caracteriza-se pelo encistamento, multiplicagao
e aumento de tamanho das espermatogbnias que se transformam em
espermatocitos de primeira ordem. Na zona de maturagdo os espermatocitos

primarios sofrem duas divisdes meidticas para transformarem-se em espermatides.

Finalmente, na zona de transformagdo ocorre a espermiogénese, isto

e, a diferenciagdo das espermatides em espermatozoides.

Para a retirada dos testiculos os insetos foram eterizados e as patas e
asas foram seccionadas. As laterais do abdome foram cortadas (conexivo) e foi feito
um corte transversal na regido anterodorsal do exoesqueleto abdominal, que foi
rebatido para tras e preso por um alfinete. A seguir, gotejou-se solugéo fisioldgica
(Demerec) sobre o abdome e o inseto foi entdo, levado ao microscopio
estereoscopico (lupa).

Os testiculos estao localizados na porgao anterior do hemocelo, um de
cada lado, e séo envoltos por uma membrana clara e leitosa. Para retirar os tubulos
seminiferos foi rompida a membrana do testiculo e posteriormente estes foram
colocados sobre uma lamina, separados e utilizados para coloragdo com orceina

lacto-acética e impregnagao por ions prata.
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Esquema 1. Aparelho reprodutor masculino. a) Organizagao geral esquematica: Te-
testiculos; Vd- vaso deferente; Epd- epididimo; Vs- vesiculas seminais; Gla-
glandulas acessorias; Dej- duto ou canal ejaculador; Pen- pénis; Gp- gonéporo.
b) Tudbulo testicular: Ger- germario; Zc- zona de crescimento, Zm- zona de
maturacdo; Zt- zona de transformagdo; Cap- célula apical ou de Verson; Epg-

espermatogodnias; Epc- espermatécitos; Epm- espermatides; Epz- espermatozoéides;

Ce- canal eferente; Be- bainha epitelial (BARTH, 1956a - com modificagées).




Material e Método

2.4. Preparagao, Coloragao das Laminas e Estruturas Analisadas

As laminas e laminulas utilizadas nas preparagdes citolégicas foram

colocadas em alcool, onde permaneceram até sua utilizacdo.

2.4.1. Coloragdo Padrao: Orceina Lacto-Acética (DE VAIO et al, 1985, com
modificagdes)

a. dissecar o inseto adulto em solug&o fisiolégica de Demerec;

b. depositar o érgéo a ser corado em solugdo aquosa de acido acético a 45%, por
um minuto;
transportar o material para solugdo de orceina lacto-acética a 2%, por 10
minutos;

. cobrir o material com uma laminula e efetuar o esmagamento.

A coloragdo pela orceina lacto-acética foi utilizada para observar os

nucleos polipldides da parede dos tubulos testiculares, os nucleos interfasicos e
profasicos espermatogoniais, a disposicdo dos cromossomos espermatogoniais e
meidticos na placa metafasica e as diferengas e semelhangas existentes em cada
fase.

2.4.2. Impregnacao por ions Prata

Preparacgéo das laminas (BICUDO, 1979)

a. dissecar o inseto adulto em solugéo fisioldgica de Demerec;
b. transportar o 6rgdo para uma solugdo aquosa de acido acético a 45% por um
minuto;
transportar o 6rgao para solugéo aquosa de acido latico a 50% por 5 minutos;
esmagar em acido acético a 45% entre lamina e laminula;
. depositar as laminas em camara umida por aproximadamente 10 minutos;
retirar a laminula com o auxilio de nitrogénio liquido. As laminas secas podem ser

guardadas em freezer por varios dias.
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A coloragdo pelos ions prata foi feita segundo a técnica de HOWELL & BLACK
(1980), como descrita a seguir:

. tratar a lamina com o material a ser analisado, com uma gota de solugdo
reveladora (solugdo de gelatina a 2%, acrescida de acido férmico);

. adicionar sobre esta, duas gotas de solugédo de Nitrato de Prata a 50% e mistura-
las;

cobrir com laminula;

. incubar as laminas em estufa a 70°C, durante 8 a 12 minutos, em placa de Petri
contendo papel de filtro umedecido com agua deionizada, até a mistura das
solugdes tornar-se marrom dourada;

lavar a lamina em agua deionizada até que a laminula desprenda-se, deixar
secar ao ar;

montar a lamina com verniz cristal.

A impregnacéo pelos ions prata, foi utilizada para observar o numero

de corpusculos nucleolares e a localizagdo das Regides Organizadoras Nucleolares

NOS Cromossomaos.

2.4.3. Contra Coloragdao com Giemsa a 2%

As laminas apods serem coradas pelo nitrato de prata foram
mergulhadas por 8 minutos em solugdo de Giemsa a 2%, em tampao fosfato (pH
6,8), sendo entao lavadas e montadas com laminulas.

Esta contra coloracdo, com Giemsa a 2%, foi utilizada em algumas
laminas, impregnadas pelos ions prata, da espécie R. robustus, que foi escolhida ao
acaso, para verificagdo de um melhor contraste das Regiées Organizadoras
Nucleolares.

2.5. Fotomicrografias

As fotomicrografias foram obtidas em microscopio Olympus modelo BX
40, com sistema fotografico acoplado (PM-10 AK3 automatico), utilizando-se filme
TEMAX 100 ASA e papel fotografico Kodak Kodabromide F3.




Material e Método

Os fimes e fotos foram revelados no laboratério fotogréfico do

Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
de Sao José do Rio Preto, de acordo com as técnicas rotineiras empregadas neste

processo.
A ampliacéo final (AF) foi calculada da seguinte forma:

AF=100 x 3,3 x 5,5= 1815 vezes; onde

100 = aumento da objetiva

3,3 = aumento da ocular projetiva

5,5 = ampliagdo fotografica
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3. RESULTADOS

No presente trabalho estudamos a espermatogénese de seis espécies
do género Rhodnius: R. domesticus, R. neglectus, R. neivai , R. pallescens, R.
prolixus e R. robustus, com énfase aos aspectos da espermatogénese e a atividade
nucleolar (Figuras 8-25).

3.1. Morfologia dos Tubulos Testiculares de Rhodnius

Durante a preparagdo do material foram observadas pequenas

variagbes na morfologia dos tdbulos testiculares nas espécies analisadas
(Figuras 2-7).

No presente trabalho, as seis espécies do género Rhodnius
apresentaram dois tubulos testiculares longos e grossos e cinco curtos e finos. O
aspecto geral dos tubulos é bastante semelhante em cinco especies (R. domesticus,
R. neglectus, R. pallescens, R. prolixus e R. robustus). Em R. neivai os tubulos
testiculares maiores apresentaram-se mais curtos e grossos quando comparados
aos das outras espécies estudadas.

Os resultados do presente trabalho foram semelhantes aos descritos
na literatura para o género Rhodnius, ou seja, a presenga de dois tubulos longos e
grossos e cinco curtos e finos. Contudo pudemos observar variagdo interespecifica
quanto ao comprimento € a espessura dos tubulos longos. Em uma das seis
espécies analisadas, R. neivai, os tubulos testiculares maiores apresentaram-se

mais curtos e grossos que o das outras espécies (Figura 4b).




Figura 2. a) Rhodnius domesticus, macho (Aumento: 2x). b) Disposi¢c&o dos tubulos
seminiferos apos dissec¢ao. As regides A, B, C dos tubulos seminiferos contem

respectivamente: células espermatogoniais; células meidticas e espermatides e

espermatozdides (Aumento: 15x).
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Figura 3. a) Rhodnius neglectus, macho (Aumento: 2x). b) Disposicdo dos sete

tubulos seminiferos apés disseccéo. Notar que os tdbulos indicados pelos niimeros 6

e 7 s&o maiores e mais espessos que os demais (Aumento: 15x).
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Figura 4. a) Rhodnius neivai, macho (Aumento: 2x). b) Disposigdo dos tubulos

seminiferos apds dissecgdo. Nesta espécie os dois tubulos seminiferos maiores (6 e

7) sdo, mais curtos e espessos, quando comparados com os das outras espécies

estudadas (Aumento: 15x).
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Figura 5. a) Rhodnius pallescens, macho (Aumento: 2x). b) Disposi¢céo dos tubulos

seminiferos apoés dissec¢ao (Aumento: 15x).
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Figura 6. a) Rhodnius prolixus, macho (Aumento: 2x). b) Disposi¢cdo dos tubulos

seminiferos apos dissecgao (Aumento: 15x).
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Figura 7. a) Rhodnius robustus, macho (Aumento: 2x). b) Disposicdo dos ttbulos

seminiferos apods dissec¢ao (Aumento: 15x).

AVA
AVAVEY
VAY

cm 1 2 3 4 5 6 i unesp 112 13 14 15 16

17

18



Resultados

3.2. Coloragado com Orceina Lacto-Acética

3.2.1. Espermatogénese em Rhodnius domesticus

Na Figura 8 estdo representados os cariétipos de R. domesticus
(20A + XY) em metéfase espermatogonial (a), metafase da primeira diviso
meidtica (b) e metafase da segunda divisdo meiética (c).

O nucleo polipldide das células nutriivas da parede dos tdbulos
testiculares apresenta um corpusculo heteropicnético grande e varios corptisculos
menores ao redor deste, sobre um halo claro (Figura 9a) e nucleos interfasicos das
células espermatogoniais que apresentam corpusculos heteropicnaéticos,
predominantemente centrais (Figura 9b) e os nlcleos profasicos das células
espermatogoniais apresentam corpusculos heteropicnéticos periféricos e centrais
(Figura 9c, setas).

A metafase espermatogonial apresenta filamentos cromatinicos

(Figura 9d, seta) unindo os cromossomos e, nota-se, também, que alguns
cromossomos apresentam heteropicnose.

Na préfase |, no “estadio confuso” (Figura Se-f), observam-se nos
nucleos de um a dois corpusculos heteropicnéticos. Os nucleos em dipléteno-
diacinese (Figura 9g-i) apresentam cromossomos com quiasmas (seta). Pode-se
observar que em (g-h) um dos cromossomos sexuais apresenta heteropicnose,e em
(i) um dos autossomos mostra uma regido heteropicnotica.

As metafases | da meiose apresentam dez bivalentes autossémicos e
dois cromossomos sexuais (Figura 9j-k,) que se dispdem na placa metafasica
formando um anel. Nas metafases Il os autossomos sempre se dispdem em anel, ao
redor dos cromossomos sexuais centrais (Figura 9I-m).

Nas anafases, os autossomos segregam-se regularmente, enquanto os
cromossomos sexuais dividem-se equacionalmente, a divisdo segregacional destes
somente ocorre na segunda divisdo. Esta fase é caracterizada pela migracéo tardia
dos cromossomos sexuais. Notar em (n) os cromossomos sexuais indicados pelas
setas (Figura 9n-p). As tel6fases meidticas estdo representadas na Figura 9(g-r).

No inicio da espermiogénese as espermatides sdo arredondadas e
apresentam regides cromatinicas condensadas (Figura 9s). Conforme se processa a
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diferenciagdo, as espermatides iniciam um processo gradual de alongamento celular
e ainda apresentam as regides condensadas da cromatina (Figura St-u). No final do
processo de espermiogénese ja € possivel observar espermatozoides (Figura 9v).

3.2.2. Espermatogénese em Rhodnius neglectus

Na Figura 10 estdo representados os cariotipos de R. neglectus
(20A + XY) em metafase espermatogonial (a), metafase da primeira divisdo meidtica

(b) e metafase da segunda divisdo meidtica (c).

O nucleo polipldide das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares apresenta um unico corpusculo heteropicnoético, sendo possivel observar
um halo claro ao redor deste corpusculo (Figura 11a). Os nucleos interfasicos das

células espermatogoniais possuem corpusculos heteropicnéticos dispersos no

interior dos nucleos, podendo observar-se no centro dos nucleos uma regido

formando um halo (Figura 11b) e o0s nulcleos profasicos das células
espermatogoniais (Figura 11c) apresentam-se com corpusculos heteropicnéticos
distribuidos predominantemente no interior dos nucleos e menos frequentemente na
periferia (seta).

As metafases espermatogoniais (20A+XY) apresentam  0s
cromossomos unidos por pontes cromatinicas (Figura 11d, setas) e ndo apresentam
um arranjo ordenado dos cromossomos, sendo que estes ocupam toda a placa
equatorial. Nota-se, ainda, a presenga de cromossomos heteropicnéticos.

Na Figura 11(e), estdo representados os nucleos no inicio da profase |
meidtica ("estadio confuso"), que mostram de um a trés corpusculos
heteropicnéticos. Em estadio mais avangado da profase | meidtica observam-se dois
corpusculos heteropicnoéticos, provavelmente formados pelos cromossomos sexuais
(Figura 11f). No nucleo da profase |, em dipléteno-diacinese observa-se os
cromossomos sexuais, que sao os menores (Figura 11g, setas).

As metafases da primeira divisdo meidtica ndo seguem um padréo de
orientagao definido, sendo que 0s cromossomos sexuais (setas) podem aparecer no
centro do anel formado pelos autossomos ou distribuidos pela placa

metafésica (Figura 11h-i).
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A metafase da segunda divisdo meidtica apresenta uma disposicao
anelar dos autossomos com 0s cromossomos sexuais no centro da placa
metafésica, sendo o cromossomo X maior que Y (Figura 11j).

Durante as anafases meidticas, sdo observados cromossomos de
migracdo tardia (Figura 11k-m, setas)). Na anafase meidtica, portanto, ha uma
migracao progressiva dos cromossomos para os polos celulares, atingindo entéo o
estadio telofasico, ou seja, as teléfases meidticas (Figura 11n-0). Notar em (n)
cromossomos de migragao tardia.

Na espermiogénese nota-se que as espermatides iniciais possuem
forma arredondada com um halo claro ao redor e apresentam regidées cromatinicas
condensadas (Figura 11p, setas). Com o avangar da espermiogénese as células
alongam-se e ainda apresentam as regiées condensadas (Figura 11qg). No final do

processo é possivel evidenciar os espermatozdides (Figura 11r).

3.2.3. Espermatogénese em Rhodnius neivai

Na Figura 12 estao representados os cariétipos de R. neivai (20A + XY)
em metafase espermatogonial (a), metafase da primeira divisdo meidtica (b) e

metéfase da segunda divisdo meidtica (c).

O nucleo polipldide das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares que esta representado na Figura 13(a) mostra varios corpusculos
heteropicndticos sobre um halo claro. Os nucleos interfasicos das células

espermatogoniais apresentam corpusculos heteropicnéticos dispersos no interior dos

nucleos (Figura 13b) e na Figura 13(c, setas), estdo representados os nucleos

profasicos espermatogoniais com corpusculos heteropicnéticos periféricos bem
evidentes.

A metafase espermatogonial caracteriza-se por apresentar o0s
cromossomos unidos por pontes cromatinicas (Figura 13d, seta).

Os nucleos da préfase | meidtica (dipléteno-diacinese) (Figura 13e-g)
apresenta um cromossomo sexual heteropicnético bem evidenciado (e-f). Em (Q)
nota-se a presenga de um quiasma (seta).

As metafases da primeira divisdo meiética apresentam 10 autossomos

bivalentes e dois cromossomos sexuais. Nesta fase, os cromossomos mostram uma
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distribuicao irregular, proximo a regido central da placa metafasica (Figura 13h) ou
na periferia desta (Figura 13i). As metafases da segunda divisdo apresentam os
10 autossomos formando um anel, com os dois cromossomos sexuais no
centro deste (Figura 13j-k).

As anafases da segunda divisdo meidtica, apresentam cromossomos
com migragao tardia (Figura 13I-n). Nota-se que ocorre uma migragdo progressiva
destes cromossomos. Em (I) é possivel visualizar a heteropicnose dos
cromossomos sexuais (setas). Na Figura 13(o) esta representada uma telofase
meidtica.

As espermatides no inicio da espermiogénese mostram formas
arredondadas e regides cromatinicas condensadas (Figura 13p, setas). Estas no
decorrer da diferenciagcdo celular alongam-se mas, ainda apresentam as regides
cromatinicas condensadas (Figura 13q). Na Figura 13(r), estdo representados os

espermatozoéides, alguns deles apresentam condensacdo cromatinica (seta).

3.2.4. Espermatogénese em Rhodnius pallescens

Na Figura 14 estdo representados os carittipos de R. pallescens
(20A + XY) em metafase espermatogonial (a), metafase da primeira divisdo meiotica

(b) e metafase da segunda divisdo meidtica (c).

O nucleo polipldide das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares (Figura 15a) mostra varios corpusculos heteropicnéticos periféricos a um
halo claro. Os nucleos interfasicos das células espermatogoniais apresentam
corpusculos heteropicnéticos predominantemente dispersos no interior dos nucleos.
Alguns nucleos mostram corpusculos centrais (Figura 15b).

Os nucleos profasicos espermatogoniais apresentam-se com
corpusculos heteropicnéticos predominantemente dispersos em seu interior, sendo
encontrados casos isolados de corpusculos periféricos (Figura 15c, setas).

As metafases espermatogonias apresentam cromossomos unidos
por pontes cromatinicas. Notar que alguns cromossomos sdo heteropicnoéticos
(Figura 15d).

Na profase meidtica | durante o "estadio confuso" os nucleos

apresentam-se com um a dois corpusculos heteropicnéticos (Figura 15e-f, setas). Os
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nucleos da préfase | meidtica (dipléteno-diacinese) apresentam dois corpusculos
heteropicnoticos (Figura 15g) e um quiasma (Figura 15h, seta).

As metafases da primeira divisdo meidtica apresentam 10 bivalentes
autossdmicos e dois cromossomos sexuais (Figura 15i-j). Em (i) a placa metafasica
€ observada em vista frontal e, em (j), vista lateral. A metafase da segunda divis&o
apresenta uma disposigéo anelar dos autossomos com 0s Cromossomos sexuais
no centro da placa metafasica (Figura 15k).

Nas anafases meidticas sdo observados cromossomos sexuais de
migracao tardia (Figura 15l, setas). A teléfase meidtica estd representada na
Figura 15m.

As espermatides no inicio da espermiogénese sdo arredondadas e
apresentam uma condensagéo da cromatina (Figura 15n), sendo que no decorrer

desta fase as células alongam-se e perdem esta condensacgéo (Figura 150).
3.2.5. Espermatogénese em Rhodnius prolixus

Na Figura 16 estdo representados os caridtipos de R. prolixus
(20A + XY) em metafase espermatogonial (a), metafase da primeira divisdo meiédtica
(b) e metafase da segunda divisédo meidtica (c).

O nucleo polipldide das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares (Figura 17a) apresenta um unico corpusculo heteropicnético sendo
possivel observar a presenga de regidées mais claras proximas ao corpusculo. Os

nucleos interfasicos das células espermatogoniais apresentam corpusculos

heteropicnoticos predominantemente centrais (Figura 17b) sendo, observados,
também, corpusculos dispersos no interior dos nucleos. Nos nucleos profasicos
espermatogoniais os corpusculos estao localizados na periferia (Figura 17¢).

As metafases espermatogoniais apresentam cromossomos unidos por
pontes cromatinicas (Figura 17d). Alguns cromossomos apresentam heteropicnose.

Os nucleos no inicio da préfase meidtica | ("estadio confuso")
apresentam-se com trés corpusculos heteropicnéticos (Figura 17e). O nucleo da
profase | meidtica em diacinese apresenta um corpusculo heteropicnético e um

quiasma (Figura 17f, seta).
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Metafases de primeira divisdo meidtica (Figura 17g-h) apresentando
em (h) uma metafase com 10 bivalentes autossdmicos dispostos em anel e dois
cromossomos sexuais no centro deste. A metéafase da segunda divisdo apresenta-se
com uma disposi¢éo anelar dos autossomos, sendo que os sexuais localizam-se no
centro do anel. O cromossomo sexual X é maior que Y (Figura 17i).

Na Figura 17(j-I), estdo representadas as anafases meidticas |.
Em (k, seta) observa-se cromossomos de migragdo tardia. A teléfase meiética esta
representada na Figura 17(m).

As espermatides iniciais apresentam uma pequena regido de
condensag&o cromatinica fracamente marcada (Figura 17n, setas). Em um estadio
mais adiantado da espermiogénese (maturagdo) estas células alongam-se e
continuam exibindo a pequena regido cromatinica condensada (Figura 170, setas).
As células ja diferenciadas em espermatozdides mostram pequenos corpusculos
heteropicndticos (Figura 17p, setas).

3.2.6. Espermatogénese em Rhodnius robustus

Na Figura 18 estdo representados os caridtipos de R. robustus
(20A + XY) em metéfase espermatogonial (a), metafase da primeira divisdo meidtica

(b) e metafase da segunda divisdo meidtica (c).

O nucleo polipléide das células nutritivas da parede dos tubulos testiculares
apresentam dois corpusculos heteropicnéticos (Figura 19a), ja os nucleos
interfasicos das células espermatogoniais possuem corpusculos heteropicnéticos
predominantemente centrais (Figura 19b) e os nucleos proféasicos das células
espermatogoniais (Figura 19c), os corpusculos heteropicnéticos encontram-se
dispersos pelo interior dos nucleos.

As metafases espermatogoniais (20A+XY) apresentam 0s Cromossomos
unidos por pontes cromatinicas (Figura 19d).

Os nucleos da profase | meidtica em "estadio confuso” estéo representados
na Figura 19(e-g). Notar em (e) a presenca de trés corpusculos heteropicnéticos e,
em (f-g, setas), a presenca de dois corpusculos heteropicnaéticos.

Nas metafases da primeira divisdo meidtica os autossomos € o0s

cromossomos sexuais estdo distribuidos na placa metafasica sem nenhuma
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ordenagdo caracteristica (Figura 19h-i). As metafases da segunda divisdo
apresentam-se com 10 cromossomos autossomos € dois cromossomos sexuais
(Figura19j-k). Notar que os autossomos se dispbem em anel € 0s cromossomos
sexuais situam-se no centro (j) ou proximos a periferia da placa metafasica (k).

As anafases meibticas apresentam cromossomos de migragao tardia
(Figura 19I-n). A tel6fase meidtica esta representada na Figura 19(0).

As espermatides iniciais (Figura 19p) e as espermatides em estadio mais
adiantado da espermiogénese (Figura 19q) apresentam regiées de condensagéo da
cromatina. As espermatides na fase final da espermiogénese apresentam um

pequeno corpusculo heteropicnoético (Figura 19r, seta).

Na Tabela 2 estao resumidos e comparados os principais resultados obtidos,
através da técnica de esmagamento e posterior coloragao com orceina lacto-acética,

dos tubulos testiculares das seis espécies do género Rhodnius analisadas no

presente estudo. Os espagos com tragos indicam que as estruturas celulares dos

tabulos testiculares nao foram fotomicrografadas.




Tabela 2: Comparagdes dos principais resultados obtidos através da técnica de orceina lacto-acética, em tabulos testiculares das espécies Rhodnius domesticus,

R. neglectus, R. neivai, R. pallescens, R. prolixus e R. robustus.

R. domesticus

R. neglectus

R. neivai

R. pallescens

R. prolixus

R. robustus

Nucleos polipléides
das células do
epitélio do tdbulo
testicular

v Um corpusculo
heteropicnético
grande e varios
menores

v Um tnico
corpusculo
heteropicnético, com
halo claro ao redor

v Varios corpusculos
heteropicnéticos
sobre um halo claro

v Corplisculos
periféricos a um halo
claro

v Um unico
corptisculo
heteropicnético
v Presenga de
regioes claras

v Dois corplsculos
heteropicnéticos

Nucleos interfasicos
das células
espermatogoniais

v Corpusculos
heteropicnoticos
centrais

v Corpusculos
heteropicnoticos
dispersos

v Corplsculos
heteropicnéticos
dispersos

v Corpusculos
heteropicnéticos
dispersos

v Corpusculos
heteropicnéticos
predominantemente
centrais

v Corplsculos
heteropicnéticos
predominantemente
centrais

Nucleos profasicos
das células
espermatogoniais

v Corpusculos
heteropicnéticos
periféricos e centrais

v Corpusculos
heteropicnéticos
dispersos

v Corpusculos
heteropicnéticos na
periferia do nicleo

v Corpusculos
heteropicnéticos
predominantemente
periféricos

v Corpusculos
heteropicnoéticos na
periferia do nucleo

v Corplsculos
heteropicnéticos
dispersos

Metéafases
espermatogoniais

v 20+XY

+ Pontes
cromatinicas unindo
0S Cromossomos

v Heteropicnose de
alguns cromossomos

v 204 XY

v Pontes
cromatinicas unindo
0S Cromossomos

v Heteropicnose de
alguns cromossomos

v 20+XY
v Pontes

cromatinicas unindo .

0S Cromossomos

v 20+XY

v Pontes
cromatinicas unindo
0S Cromossomos

v Heteropicnose de
alguns cromossomos

v 20+XY

v Pontes
cromatinicas unindo
0S Cromossomos

v Heteropicnose de
alguns cromossomos

v 20+ XY

v Pontes
cromatinicas unindo
0S Cromossomos

Nucleos da préfase |
meidtica ("estadio
confuso")

v Presenga de dois
corpusculos
heteropicnoticos

v Presenga de um a
trés corplsculos
heteropicnéticos

v Presenca de um
corpusculos
heteropicnoticos

v Presenca de trés
corpusculos
heteropicnoticos

v Presenga de dois a
trés corpusculos
heteropicnéticos

Ndcleos da préfase |
meidtica (dipléteno-
diacinese)

v Cromossomo
sexual
heteropicnético
v Quiasmas

v Cromossomos
sexuais sdo os
menores

+ Cromossomo
sexual
heteropicnético
+ Quiasmas

v Cromossomos
sexuais
heteropicnoticos
v Quiasmas

v Cromossomo
sexual
heteropicnético
v Quiasmas
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Metafases da
primeira divisido
meiotica

v 10 bivalentes
autossdémicos e 2
Cromossomos
sexuais

v Cromossomos
autossomos e
sexuais formando um
anel

v 10 bivalentes
autossdmicos e 2
Cromossomos
sexuais

v Néo ha ordenagédo
na disposigao dos
Cromossomos

v 10 bivalentes
autossomicos e 2
Cromossomos
sexuais

v Nao ha ordenagdo
na disposigédo dos
Cromossomos
sexuais

v 10 bivalentes
autossémicos e 2
Cromossomos
sexuais

v'Nao ha ordenagio
na disposigéo dos
Cromossomos
sexuais

v 10 bivalentes
autossomicos e 2
Cromossomos
sexuais

v'Néo ha ordenagéo
na disposicdo dos
Cromossomos
sexuais no centro ou
distribuidos
aleatoriamente

v 10 bivalentes
autossémicos e 2
Cromossomos
sexuais

v Néo ha ordenagio
na disposigdo dos
Cromossomos
sexuais

Metafases da
segunda divisdo
meiodtica

v 10 autossomos e
XY

v Autossomos se
dispGem em anel ao
redor dos
Cromossomos
sexuais

v 10 autossomos e
XY

v Autossomos se
dispéem em anel ao
redor dos
Cromossomos
sexuais

v 10 autossomos e
XY

v Autossomos se
dispdem em anel ao
redor dos
Cromossomos
sexuais

v 10 autossomos e
XY

v Autossomos se
dispdem em anel ao
redor dos
Cromossomos
sexuais

v 10 autossomos e
XY

v Autossomos se
dispdem em anel ao
redor dos
Cromossomos
sexuais

v 10 autossomos e
XY

v Autossomos se
dispéem em anel ao
redor dos
Cromossomos
sexuais

Anafases e
Tel6fases meidticas

v Anafases com
cromossomos de
migracdo tardia

v Tel6fases sem
Cromossomos com
migragao tardia

v Anafases e

v Teldfases
apresentam
Cromossomos com
migracao tardia

v Anéfases com
cromossomos de
migragéo tardia
v Cromossomos
sexuais
heteropicnéticos
v Telofases sem
cromossomos de
migracgéo tardia

v Anafases com
cromossomos de
migragao tardia
v Teléfases sem
cromossomos de
migragao tardia

v Anafases com
cromossomos de
migragéo tardia
v Tel6fases sem
cromossomos de
migragao tardia

v Anafases com
cromossomos de
migracao tardia
v Teldfases sem
cromossomos de
migracgao tardia

Espermatides

v Regides
cromatinicas
condensadas

v Regides
cromatinicas
condensadas

v Regides
cromatinicas
condensadas

v Regides
cromatinicas
condensadas

v Regides
cromatinicas
condensadas fracas

v Regides
cromatinicas
condensadas

Espermatozodides

v Sem corpusculo
heteropicnético

v Sem corplsculo
heteropicnético

v Com um pequeno
corptsculo
heteropicnético

v Sem corpusculo
heteropicnético

v Sem corpusculo
heteropicnético

v Com um pequeno
corpusculo
heteropicnético
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Figura 8. Caridtipos da espécie Rhodnius domesticus. a) Metafase espermatogonial
e respectivo cariétipo com 22 cromossomos. b) Metafase da primeira divisdo
meidtica e respectivo cariétipo com 10 bivalentes autossdmicos e 2
cromossomos sexuais  (XY). ¢) Metafase da segunda divisdo meidtica e seu
respectivo caridtipo (10 A + XY). A= autossomos, S= cromossomos sexuais.
(Aumento: caridtipos: 2396x, metafases: 1815x)




Figura 9 a-v. Tubulos testiculares de R. domesticus submetidos a técnica de orceina
lacto-acética. (a) Nucleo polipl6ide das células nutritivas da parede dos tibulos com
um corpusculo heteropicnético grande e varios corpusculos menores ao redor
deste sobre um halo claro. (b) Nucleos interfasicos das células espermatogoniais.
Notar corpusculos heteropicnéticos predominantemente centrais no interior dos
nucleos. (c) Nucleos profasicos das células espermatogoniais. Observar a presenga
de corpusculos heteropicnéticos periféricos (setas) e dispersos nos nucleos. Notar
algumas regides cromossdmicas heteropicnéticas (d) Metafase espermatogonial. A
seta indica filamento cromatinico unindo os cromossomos. (e-f) Nucleos da

profase | meidtica ("estadio confuso") apresentando de um a trés corpusculos

heteropicnéticos. (g-i) Nucleos da préfase | meidtica (dipléteno-diacinese). Notar a
presenca de quiasma (seta). (j-k) Metafases da primeira divisdo meidtica com
10 bivalentes autossémicos e dois cromossomos sexuais indicados pelas setas.
(I-m) Metafases da segunda divisdo meidtica com 10 autossomos e dois
cromossomos sexuais. Notar que os autossomos sdo dispostos em anel e os
cromosssomos sexuais situam-se no’ centro deste. (n-p) Anafases meidticas com
presenga de cromossomos de migracdo tardia (setas). Em (n) as setas indicam
Os cromossomos  sexuais. (q-r) Teléfases meidticas. (s) Espermatides no
inicio da espermiogénese. As setas indicam regibes cromatinicas condensadas.
(t) Espermatides em estadio mais adiantado da espermiogénese. Notar que
as células tornam-se progressivamente alongadas e a condensagdo da
cromatina permanece. (u) Espermatides em fase final da espermiogénese.
(v) Espermatozéides. (1815x).




Resultados

6



Resultados

0830 cpv 0985000 Cet s

stitetggoes

A S

Figura 10. Cariétipos da espécie Rhodnius neglectus. a) Metafase espermatogonial
e respectivo caridtipo com 22 cromossomos. b) Metafase da primeira divisédo
meidtica e respectivo caridtipo com 10 bivalentes autossdmicos e 2
cromossomos  sexuais (XY). c) Metafase da segunda divisdo meidtica e seu
respectivo caridtipo (10 A + XY). A= autossomos, S= cromossomos sexuais.

(Aumento: caridtipos: 2396x, metafases: 1815x)




Figura 11 a-r. Tubulos testiculares de R. neglectus submetidos a técnica de orceina
lacto-acética. (a) Nucleo polipldide das células nutritivas da parede dos tibulos com
um unico corpusculo heteropicnético. Notar a presenga de um halo claro ao redor
deste. (b) Nucleos interfasicos das células espermatogoniais. Observar corpusculos
heteropicnéticos dispersos no interior dos nucleos. (c) Nucleos profasicos das
células espermatogoniais com corpusculos heteropicnéticos predominantemente
dispersos no interior dos nucleos e menos frequentemente na periferia do ntcleo
(seta). (d) Metafases espermatogoniais. As setas indicam filamentos cromatinicos
unindo os cromossomos. Notar a presenga de cromossomos heteropicnéticos. (e)
Ntcleos no inicio da préfase | meidtica ("estadio confuso"). Observar a presenga de
um a trés corpusculos heteropicnéticos. (f) Nicleos em estadio mais avangado da
préfase | meidtica. (g) Nucleo da préfase | meidtica (dipléteno-diacinese). As setas
indicam os cromossomos sexuais. (h-i) Metafases da primeira divisdo meidtica com
10 bivalentes autossdmicos e dois cromossomos sexuais indicados pelas setas. (j)
Metafases da segunda divisdo meidtica com 10 bivalentes e dois cromossomos
sexuais. Notar que os autossomos sdo dispostos em anel e os sexuais situam-se no
centro deste. (k-m) Anéafases meidticas. As setas indicam cromossomos de
migragéo tardia. (n-o) Tel6fases meidticas. Notar em (n) cromossomos com
migrag&o tardia. (p) Espermatides no inicio da espermiogénese. Notar a presenca de

um halo claro ao redor destas. As setas indicam regiées condensadas da cromatina.

(q) Espermatides em estadio mais adiantado da espermiogénese. Notar as

regibes condensadas da cromatina e o alongamento progressivo das células.
(r) Espermatozdides. (1815x).
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Figura 12. Caridtipos da espécie Rhodnius neivai. a) Metafase espermatogonial e
respectivo cariétipo com 22 cromossomos. b) Metafase da primeira divisdo meidtica
e respectivo caridtipo com 10 bivalentes autossdmicos e 2 cromossomos
sexuais (XY). c) Metafase da segunda divisdo meidtica e seu respectivo cariétipo
(10 A + XY). A= autossomos, S= cromossomos sexuais. (Aumento: cariotipos:
2396x, metafases: 1815x)
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Figura 13 a-r. Tubulos testiculares de R. neivai submetidos & técnica de orceina
lacto-acética. (a) Nucleo polipl6ide das células nutritivas da parede dos tubulos com
a presenga de varios corpusculos heteropicnéticos sobre um halo claro. (b) Nucleos
interfasicos das células espermatogoniais. Observar corpusculos heteropicnéticos
dispersos no interior dos nucleos. (c) Nucleos profasicos das células
espermatogoniais. As setas indicam corpusculos heteropicnéticos na periferia dos

nucleos. (d) Metafase espermatogonial com filamentos cromatinicos unindo os

cromossomos (seta). (e-g) Nucleos da profase | meidtica (dipléteno-diacinese). Em
(g) a seta indica um quiasma. (h-i) Metafases da primeira divisdo meiética com 10
bivalentes autossdmicos e dois cromossomos sexuais (setas). (j-k) Metafases da
segunda divisdo meidtica com 10 autossomos e dois cromossomos sexuais.
Observar que os autossomos sdo dispostos em anel e 0s cromossomos sexuais
situam-se no centro deste. (I-n) Anafases meidticas. Notar a presenga de
cromossomos com migracdo tardia. Em () as setas indicam os cromossomos
sexuais heteropicndticos. Em (m) observa-se a migragdo progressiva dos
cromossomos tardios (sexuais). (o) Teloéfase meidtica. (p) Espermatides no
inicio da espermiogénese com regides pouco condensadas da cromatina (setas).
(q) Espermatides em estadio mais adiantado da espermiogénese. Notar o
alongamento das células e a presenga de regiées pouco condensadas da cromatina.
(r) Espermatozdides. Notar a presenga de pontos heteropicnéticos em alguns

espermatozodides (seta). (1815x).
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Figura 14. Cariétipos da espécie Rhodnius pallescens. a) Metafase espermatogonial

e respectivo caridtipo com 22 cromossomos. b) Metafase da primeira diviséo

meidtica e respectivo caridtipo com 10 bivalentes autossomicos e 2
cromossomos  sexuais (XY). ¢) Metafase da segunda divisdo meidtica e seu
respectivo cariétipo (10 A + XY). A= autossomos, S= cromossomos sexuais.
(Aumento: cariétipos: 2396x, metafases: 1815x)
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Figura 15 a-o. Tubulos testiculares de R. pallescens submetidos a técnica de
orceina lacto-acética. (a) Nucleo polipléide das células da parede dos tubulos com a
presenca de pequenos corpusculos heteropicnéticos periféricos a um halo claro.
(b) Nucleos interfasicos das células espermatogoniais com corpusculos
heteropicnéticos predominantemente dispersos no interior dos nucleos. (c) Nucleos
profasicos das células espermatogoniais com corpusculos heteropicnéticos

distribuidos no interior dos nlcleos e na periferia (seta). (d) Metafases

espermatogoniais com filamentos cromatinicos unindo os cromossomos. Notar
alguns cromossomos heteropicnéticos. (e-f) Nucleos da préfase | meiética
("estadio confuso") com um a dois corpusculos heteropicnéticos (setas).
(g-h) Nucleos da profase | meidtica (dipléteno-diacinese). Em (h) a seta indica um
quiasma. (i-j) Metafases da primeira divisdo meidtica com 10 bivalentes
autossdmicos e dois cromossomos sexuais (setas). Em (i) vista frontal, em (j) vista
lateral. (k) Metafase da segunda divisdo meidtica com 10 autossomos e dois
cromossomos sexuais. Notar que os autossomos sdo dispostos em anel e os
cromossomos sexuais situam-se no centro deste. (I) Anafases meidticas com
cromossomos de migragao tardia (setas). (m) Teléfase meidtica. (n) Espermatides
no inicio da espermiogénese com regides cromatinicas condensadas. (o)
Espermatides em estadio mais adiantado da espermiogénese. Notar o alongamento
das células. (1815x).
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Figura 16. Carittipos da espécie Rhodnius prolixus. a) Metéfase espermatogonial e

respectivo cariétipo com 22 cromossomos. b) Metafase da primeira divisdo meidtica
e respectivo caridtipo com 10 bivalentes autossdbmicos e 2 Cromossomos
sexuais (XY). c) Metafase da segunda divisdo meidtica e seu respectivo cariétipo
(10 A + XY). A= autossomos, S= cromossomos sexuais. (Aumento: cariotipos:
2396x, metafases: 1815x)

AVA
AVAVAY
Vav

18



Figura 17 a-p. Tubulos testiculares de R. prolixus submetidos a técnica de orceina
lacto-acética. (a) Nucleo poliploide das células nutritivas da parede dos tubulos com
um corpusculo heteropicnético. Notar a presenga de regides mais claras nas
proximidades do corpusculo. (b) Nucleos interfasicos das células espermatogoniais
com corpusculos heteropicnéticos predominantemente centrais no interior dos
nucleos. (c) Nucleos profasicos das células espermatogoniais com corpusculos
heteropicnéticos na periferia dos nucleos. (d) Metafases espermatogoniais com
filamentos cromatinicos unindo os cromossomos. Notar a presenga de cromossomos
heteropicnéticos. (e) Nucleos no inicio da préfase | meiética ("estadio confuso™) com
trés corpusculos heteropicnéticos. (f) Nucleo da préfase | meidtica (diacinese). A
seta indica a formagéo de quiasma. (g-h) Metafases da primeira divisdo meidtica
com 10 bivalentes autossdOmicos e dois cromossomos sexuais (setas). Notar em (h)
que os cromossomos sexuais se dispdem no cento do anel formado pelos
autossomos. (i) Metafase da segunda divisdo meidtica com 10 autossomos e
dois cromossomos sexuais. Observar que os autossomos séo dispostos em anel e
0s cromossomos sexuais situam-s€ no centro deste. (j) Anafases meidticas
apresentando cromossomo com migracgao tardia (seta). (m) Tel6fase meidtica. (n)
Espermatides no inicio da espermiogénese com uma pequena regido de
condensag&o cromatinica (setas). (o) Espermatides em estadio mais adiantado da

espermiogénese (maturagdo) com pequenas regides de condensagdo cromatinica

(setas). (p) Espermatozdides. Notar a presenga de corpusculos ou pontos
heteropicnaéticos (setas). (1815x).
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Figura 18. Carittipos da espécie Rhodnius robustus. a) Metafase espermatogonial e
respectivo cariétipo com 22 cromossomos. b) Metafase da primeira divisdo meidtica
e respectivo caridtipo com 10 bivalentes autossdmicos e 2 cromossomos
sexuais (XY). c) Metafase da segunda divisdo meidtica e seu respectivo carioétipo
(10 A + XY). A= autossomos, S= cromossomos sexuais. (Aumento: cariétipos:
2396x, metafases: 1815x)
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Figura 19 a-r. Tubulos testiculares de R. robustus submetidos a técnica de orceina
lacto-acética. (a) Nucleo polipléide das células nutritivas da parede dos tubulos com
a presenca de dois corpusculos heteropicnéticos. (b) Nucleos interfasicos das
células espermatogoniais com corpusculos heteropicnéticos predominantemente
centrais. (c) Nucleos profasicos das células espermatogoniais com
corpusculos  heteropicnéticos dispersos no interior dos nucleos. (d) Metafases
espermatogoniais com filamentos cromatinicos wunindo 0S Cromossomos.
(e-g) Nucleos da préfase | meidtica ("estadio confuso"). Notar em (e) a presenca de

trés corpusculos heteropicnéticos e, em (f-g), a presenga de dois corpusculos

heteropicnéticos (setas). (h-i) Metafases da primeira divisdo meidtica com 10
bivalentes autossdmicos e dois cromossomos sexuais (setas). (j-k) Metafases da
segunda divisdo meidtica com 10 autossomos e dois cromossomos sexuais. Notar
que os autossomos sdo dispostos em anel e os cromosomos sexuais situam-se no
centro deste. (I-n) Anafases meidticas com presenga de cromossomos com
migragdo tardia. (o) Teloéfase meidtica. (p) Espermatides no inicio da
espermiogénese apresentando condensagdo cromatinica. (q) Espermatides em
estadio mais adiantado da espermiogénese (maturagdo). Notar a presenca de
regibes de condensagdo cromatinica. (r) Espermatides na fase final da

espermiogénese. A seta indica um ponto heteropicnaético. (1815x).
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3.3. Impregnacao por ions Prata

3.3.1. Espermatogénese em Rhodnius domesticus

O nucleo polipléide das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares apresenta um corpusculo nucleolar impregnado pelos ions prata.
Observa-se vesiculas no interior deste corpusculo (Figura 20a). Os nucleos
interfasicos das células espermatogoniais, no entanto, apresentam varios
corpusculos nucleolares dispersos (Figura 20b).

Na Figura 20(c), esta representada uma metafase espermatogonial
com filamentos cromatinicos unindo os cromossomos e ténues marcacdes.

Na profase | da meiose, no “estadio confuso”, os nucleos apresentam
regido nucleolar nitidamente impregnada pelos ions prata na periferia (Figura 20d).

Os nucleos da profase meidtica | (dipléteno-diacinese) estao

representados na Figura 20(e-g). Notar em (e) uma regido nucleolar impregnada

pelos ions prata e, em (f-g), a fragmentacdo desta regido (setas). No final de
diacinese € possivel observar a impregnagdo evidente dos cromossomos sexuais
(setas) pelos ions prata (Figura 20h-k).

Metafases da primeira divisdo meiética (Figura 20l-m). Em (l) a
metafase apresenta um corpusculo impregnado pelos ions prata. As metafases
meidticas da segunda divisdo apresentam os cromossomos sexuais impregnados
pelos ions prata (setas) (Figura 20n-0).

As anéfases Il da segunda divisdo meidtica apresentam cromossomos
de migracao tardia, corpusculos e fragmentos nucleolares (Figura 20p-q).

As teldfases |l da segunda divisdo meidtica também apresentam cromossomos de
migragdo tardia (Figura 20r) e corpusculos impregnados pelos ions prata
(Figura 20s).

No inicio da espermiogénese (Figura 20t) as espermatides apresentam
de um a trés corpusculos fortemente marcados pela prata. As espermatides, em
estadio mais adiantado, apresentam uma pequena marcagdo pelos ions prata
(Figura 20u).
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3.3.2. Espermatogénese em Rhodnius neglectus

O nucleo polipléide das células nutritivas da parede do tabulos
testiculares apresenta um Unico corpusculo nucleolar impregnado pelos ions prata
(Figura 21a). Notar a presencga de vesiculas no interior deste corpusculo. Os nucleos
interfasicos das células espermatogoniais apresentam varias marcagbes nucleolares
(Figura 21b).

A metafase espermatogonial apresenta filamentos cromatinicos unindo
os cromossomos (Figura 21c).

Na profase | da meiose, no “estadio confuso” (Figura 21d-e), os
nucleos apresentam regido nucleolar nitidamente impregnada pelos ions prata em
(d). Notar em (e) pontos dispersos impregnados pelos ions prata.

Os nucleos em dipléteno-diacinese (Figura 21f-h) apresentam em
(f, seta) uma regido nucleolar composta por trés corpusculos heteropicnéticos

préximos uns dos outros e pequenos corpusculos ligados aos cromossomos. E, em

(9), pode-se notar pequenos corpusculos impregnados pelos ions prata ligados aos
autossomos.

As metafases da primeira divisdo meidtica ndo apresentam marcagées
nitidas, mas pode-se notar pequenos pontos impregnados pelos ions prata em
alguns cromossomos autossomicos (setas) (Figura 21i).

Metafases da segunda divisdo meidtica (Figura 21j-k). Notar em (j) a
presenga, na placa metafasica, de fragmentos nucleolares e em (k) a presenca de
um ponto impregnado pelos ions prata em um dos cromossomos sexuais.

Durante a anafase meidtica €& possivel observar fragmentos
impregnados pelos ions prata (Figura 21I-m). Notar em (m) além de um fragmento, a
presenga de um corpusculo nucleolar (seta).

As espermatides no inicio da espermiogénese e em estadios mais
adiantados apresentam apenas uma marcacdo nucleolar impregnada pelos ions

prata (Figura 21n-0). Os espermatozoides ndo apresentam marcacgao (Figura 21p).

3.3.3. Espermatogénese em Rhodnius neivai

O nucleo polipldide das células nutritivas da parede dos tubulos

testiculares apresentam varios corpusculos nucleolares devido a impregnacéo pelo
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nitrato de prata (Figura 22a). Os nucleos interfasicos das células espermatogoniais
apresentam varios corpusculos impregnados pelos ions prata (Figura 22b).

A metafase espermatogonial apresenta filamentos cromatinicos (seta)
unindo os cromossomos e algumas regiées cromossodmicas impregnadas pelos ions
prata (Figura 22c).

Na préfase | da meiose, no “estadio confuso” (Figura 22d-f), os nucleos
apresentam uma regido nucleolar nitidamente impregnada pelos ions prata (d-f) e
varios corpusculos impregnados (d) dispersos pelo nucleo. Notar em (e-f) que a
regiao nucleolar aparece formada por varios corpusculos nucleolares. O nucleo em
diacinese n&o apresenta nenhuma marcagdo caracteristica pelos ions prata
(Figura 22g).

As metafases da primeira (Figura 22h-j) e segunda (Figura 22k)
divisGes meidticas apresentam fragmentos impregnados pelos ions prata (setas)

dispersos pela placa metafasica. Notar algumas regides cromossdmicas com
marcacgao.

As anafases (Figura 22I-n) apresentam pontes cromatinicas em (I-m) e

cromossomos de migracdo tardia (n). Na Figura 22(o) esta representada uma
teléfase meidtica.

No inicio da espemiogénese as espermatides apresentam de um a dois
corpusculos impregnados pelos ions prata (Figura 22p) e, no decorrer desta fase, as
espermatides apresentam apenas um corpusculo nucleolar e pequenos fragmentos
impregnados pelos ions prata (Figura 22q). Os espermatozéides ndo apresentam
marcacgao (Figura 22r).

3.3.4. Espermatogénese em Rhodnius pallescens

O nucleo polipldide das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares apresenta um uUnico corpusculo impregnado pelos ions prata. Nota-se,
no interior deste, a presenca de vesiculas e, em sua proximidade uma regiéo clara
(Figura 23a). Os nucleos interfasicos das células espermatogoniais apresentam
pequenos corpusculos, dispersos, impregnados pelos ions prata (Figura 23b).

As metafases espermatogoniais apresentam filamentos cromatinicos
unindo os cromossomos € algumas regiées cromossdmicas impregnadas pelos ions
prata (Figura 23c).
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Na profase | da meiose, no “estadio confuso” (Figura 23d-e), os
nucleos apresentam uma regido nucleolar impregnada pelos ions prata e fragmentos
nucleolares dispersos em seu interior. As setas em (e) indicam fragmentos
nucleolares. Os nucleos da préfase | meidtica durante o paquiteno apresentam uma
regiao fortemente impregnada pelos ions prata. Notar a condensagdo cromatinica
(Figura 23f).

As metafases da primeira divisdo meidtica apresentam corpusculos e
fragmentos nucleolares impregnados pelos ions prata (Figura 23g-h). Nas metafases
da segunda divisdo meidtica é possivel evidenciar impregnagéo pelos ions prata nos
cromossomos sexuais (setas), marcagdes de corpusculos e fragmentos nucleolares
(setas maiores) (Figuras 23i-l).

As anafases meidticas apresentaram corpusculos e fragmentos
nucleolares impregnados pelos ions prata (Figura 23m-n, setas).

As espermatides, no inicio da espermiogénese e em estadio mais

adiantado, mostram apenas um corpusculo nucleolar impregnado pelos ions prata

(Figura 230-p). Os espermatozoides mostram-se sem marcacgéo (Figura 23q).

3.3.5. Espermatogénese em Rhodnius prolixus

O nucleo polipldide das células nutritivas da parede dos tabulos
testiculares apresenta um Unico corpusculo impregnado pelos ions prata
(Figura 24a). Nota-se, também, a presenca de cinco regides ou corpusculos mais
claros dentro do nucleo. Os nucleos interfasicos das células espermatogoniais, no
entanto, apresentam varios corpusculos impregnados pelos ions prata, uns
maiores, outros menores (Figura 24b).

Nas metéfases espermatogoniais observam-se filamentos cromatinicos
unindo os cromossomos e algumas regides cromossomicas impregnadas pelos ions
prata (Figura 24c).

Na profase | da meiose, no “estadio confuso”, os nucleos apresentam
uma regido nucleolar nitidamente impregnada pelos ions prata (Figura 24d-e). Os
nucleos em dipléteno-diacinese (Figura 24f-g) mostram uma regido nucleolar
impregnada pelos ions prata formada por trés corpusculos nucleolares em (f) e por
dois corpusculos em (g). No final de diacinese os nucleos apresentam o0s
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cromossomos sexuais nitidamente impregnados pelos ions prata (Figura 24h-j,
setas).

A metafase meiética da primeira divisdo apresentada no detalhe mostra
um corpusculo impregnado pelos ions prata (Figura 24k). As metafases da segunda
divisdo meidtica (Figura 24l-n) apresentam-se com fragmentos nucleolares dispersos
impregnados pelos ions prata (I) e, nota-se em (m-n) que um dos cromossomos
sexuais apresenta-se menos condensado.

As anafases apresentam corpusculos e fragmentos nucleolares
impregnados pelos ions prata (Figura 240-q). Nota-se em (0) a presenga de um
corpusculo tenuemente marcado formando uma ponte com um corputsculo menor
(seta).

As espermatides iniciais mostram dois corpusculos nucleolares
impregnados pelos ions prata (Figura 24r), ao passo que as espermatides, em

estadio mais adiantado da espermiogénese, apresentam um Unico corpusculo

impregnado (Figura 24s). A Figura 24(t) mostra espermatozéides sem marcagao.

3.2.6. Espermatogénese em Rhodnius robustus

O nucleo polipléide das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares apresenta uma regido impregnada pelos ions prata. Notar na periferia
desta um corpusculo heteropicnoético e duas outras regides mais claras (Figura 25a).
Os nucleos interfasicos das células espermatogoniais apresentam varios
corpusculos nucleolares impregnados pelos ions prata, uns maiores, outros menores
(Figura 25b).

A metafase espermatogonial apresenta algumas marcagdes nitidas e
filamentos cromatinicos unindo os cromossomos (Figura 25c).

Na profase |, no “estadio confuso”, os nucleos apresentam uma
marcacao nucleolar intensa (Figura 25d-f). Notar que em (e), além da marcag&o de
uma regido nucleolar, este nucleo apresenta mais trés corpusculos nucleolares
impregnados pelos ions prata. No diploéteno-diacinese € possivel observar uma
regidao nucleolar impregnada pelos ions prata e a marcagdo dos Cromossomos
sexuais (setas) e de alguns autossomos (ponta das setas) (Figura 25g-h).

Nas metafases da primeira divisdo meiodtica sdo observados alguns

fragmentos nucleolares (Figura 25i-j). Nas metafases da segunda divisdo meidtica €
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observado que um dos cromossomos sexuais apresenta-se menos condensado
(Figura 25k-n).
Nas anafases meidticas observam-se cromossomos de migragéo tardia
e alguns fragmentos nucleolares impregnados pelos ions prata (seta) (Figura 250-).
No inicio da espermiogénese as espermatides apresentam trés
corpusculos evidentes e, em estadios mais adiantados, apresentam um corpusculo
nucleolar impregnado pelos ions prata (Figura 25s-t).

Na Tabela 3 estdo resumidos e comparados os principais resultados
obtidos, através da técnica de esmagamento e posterior impregnagéo por ions prata,
dos tubulos testiculares das seis espécies do género Rhodnius analisadas neste

estudo. Os espacos com tragos indicam que as estruturas celulares do tubulo

testicular nao foram fotomicrografadas




Tabela 3: Comparagdes dos principais resultados obtidos através da impregnagao por ions prata, em tdbulos testiculares das espécies Rhodnius domesticus, R.

neglectus, R. neivai, R. pallescens, R. prolixus e R. robustus.

R. domesticus

R. neglectus

R. neivai

R. pallescens

R. prolixus

R. robustus

Nucleos polipléides
das células do
epitélio do tabulo
testicular

v Presenga de um
corpusculo nucleolar
com vesiculas no
seu interior

v Um unico
corpusculo nucleolar
com vesiculas no
seu interior

v Vérios corpusculos
nucleolares
impregnados pelos
ions prata

v Presenga de um
corpusculo nucleolar
com vesiculas no
seu interior

v Presenga de um
corpusculo claro

v Presenga de um
corptsculo
impregnado pelos
ions prata

v Presenga de
corpusculos claros

v Presenga de um
corpusculo
impregnado pelos
ions prata

v Presenga de
corpusculos claros

Nucleos interfasicos
das células
espermatogoniais

v Corpusculos
nucleolares
dispersos no interior
dos ncleos

v Presenca de varias
marcagdes
nucleolares
impregnadas pelos
ions prata

v Corplsculos
nucleolares
impregnados pelos
ions prata dispersos
no interior dos
nucleos

v Corpusculos
nucleolares
impregnados pelos
ions prata dispersos
no interior dos
nucleos

v Corpusculos
nucleolares
impregnados pelos
ions prata dispersos
no interior dos
nucleos

v Corpusculos
nucleolares
impregnados pelos
ions prata dispersos
no interior dos
nucleos

Metafases
espermatogoniais

v 20+XY

v Pontes
cromatinicas unindo
0S Cromossomos e
marcagdes ténues

v 20+XY

v Pontes
cromatinicas unindo
0S Cromossomos

v 20+XY

v Pontes
cromatinicas unindo
0S Cromossomos

v Impregnagéo de
alguns cromossomos
pelos ions prata

v 20+XY

v Pontes
cromatinicas unindo
0S Cromossomos

v Impregnagao de
alguns cromossomos
pelos ions prata

v 20+XY

v Pontes
cromatinicas unindo
0S Cromossomos

v Impregnagéo de
alguns cromossomos
pelos ions prata

v 20+ XY

v Pontes
cromatinicas unindo
0S Cromossomos

v Impregnagéo de
alguns cromossomos
pelos ions prata
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Nucleos da profase |
meiodtica ("estadio
cofuso)

v Presenga de um
corpusculo nucleolar
periférico

v Presenca de uma
regido nucleolar
impregnada pelos
ions prata

v'Um corpusculo e
pequenos
fragmentos
nucleolares

v Presencga de uma
regiao nucleolar
impregnada pelos
ions prata

v Presenca de uma
regido nucleolar
impregnada pelos
ions prata

v Marcacgao
nucleolar intensa

Nucleos da profase |
meiética (dipléteno-
diacinese)

v Cromossomos
sexuais fortemente
impregnado pelos
ions prata

v Final de diacinese:
presenga de
Cromossomos
sexuais impregnados
pelos ions prata

v Presencga de
regido nucleolar
impregnada pelos
ions prata, com
Cromossomos
sexuais envolvidos
nesta regido

v Impregnacéo de
alguns autossomos

v Sem marcagao
caracteristica

v Presenca de
regides nucleolares
impregnadas pelos
ions prata, com
Cromossomos
sexuais envolvidos
nesta regido

v Final de diacinese:
presenca de
Cromossomos
sexuais impregnados
pelos ions prata

v Presenga de um
corpusculo nucleolar
impregnado pelos
ions prata

v Presenca de
impregnagao pelos
ions prata em alguns
autossomos e nos
Cromossomos
sexuais

Nucleos da préfase
meiética |
(paquiteno)

_| v/ Presenga de um

grande corpusculo
impregnado pelos
ions prata

Metafases da
primeira divisao
meiotica

v Presencga de
corputsculo nucleolar
impregnado

v Alguns bivalentes
autossémicos
apresentam
impregnagao pelos
fons prata

v Presencga de
alguns bivalentes
autossOmicos e
fragmentos
nucleolares
impregnados pelos
ions prata

v Presenga de
corpusculo e
fragmentos
nucleolares no
interior da célula

v Presenca de
corpusculo nucleolar
no interior da célula

v Presencga de
fragmentos
nucleolares no
interior da célula
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Metafases da
segunda divisdo
meidtica

v Cromossomos
sexuais impregnados
pelos ions prata

v Presenca de
fragmentos
nucleolares e de um
dos cromossomos
sexuais impregnado
pelos ions prata

v Presenga de
alguns autossdmicos
e fragmentos
nucleolares
impregnados pelos
ions prata

v Cromossomos
sexuais impregnados
pelos ions prata

v Presenga de
corpusculos e
fragmentos
nucleolares

v Presencga de
fragmentos
nucleolares
impregnados pelos
ions prata

v'Um dos
Cromossomos
sexuais menos
condensado

v Presenga de
fragmentos
nucleolares
impregnados pelos
ions prata e de um
dos cromossomos
sexuais menos
condensado

Anafases e
Telofases meiodticas

v Anéfase |l e
Telofases || com
presenga de
corpuisculos e
fragmentos
nucleolares

v Cromossomos com
migragéo tardia

v Anafases com
fragmentos e
corptsculo
impregnados pelos
ions prata

v Anafases com
presencga de pontes
cromatinicas e
Cromossomos com
migracao tardia

v Anafases com
fragmentos e
corpusculos
nucleolares
impregnados pelos
ions prata

v Anafases com
fragmentos e
corpusculos
nucleolares
impregnados pelos
ions prata

v Anafases com
fragmentos
nucleolares
impregnados pelos
ions prata

Espermatides

v No inicio da
espermiogénese de
um a trés
corpusculos
impregnados pelos
ions prata

v Nos estadios mais
avangados um
corpusculo

v No inicio da
espermiogénese e
nos estadios mais
avangados com um
corpusculo
impregnado pelos
ions prata

v No inicio da
espermiogénese com
um a dois
corpusculos
impregnados pelos
ions prata

v Nos estadios mais
avangados um
corpusculo

v No inicio da
espermiogénese

v Nos estadios mais
avangados com um
corpusculo
impregnado pelos
ions prata

v No inicio da
espermiogénese com
dois corptsculos
impregnados pelos
ions prata

v Nos estadios mais
avangados um
corpusculo

v No inicio da
espermiogénese com
dois corpusculos
impregnados pelos
ions prata

v Nos estadios mais
avangados um
corpusculo
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Figura 20 a-v. Tubulos testiculares de R. domesticus submetidos a técnica de
impregnacéo pelos ions prata. (a) Nucleo polipléide das células nutritivas da parede
dos tubulos com um corpusculo impregnado pelos ions prata. Observar vesiculas
claras no interior do corpusculo. (b) Nucleos interfasicos das células
espermatogoniais com corpusculos nucleolares dispersos. (c) Metafase
espermatogonial com filamentos cromatinicos unindo os cromossomos. (d) Nucleos
da préfase | meidtica ("estadio confuso") com corpusculos nucleolares periféricos.
(e-g) Nucleos da profase | meidtica (dipléteno-diacinese). Notar em (e) a regido
nucleolar e, em (f-g), a fragmentacdo desta regido (setas). (h-k) Nucleos da préfase |

meiédtica (final de diacinese). Observar em (i-j) a impregnagdo dos cromossomos

sexuais pelos ions prata (setas). (I-m) Metafases da primeira divisdo meidtica (vista

lateral). A seta indica corpusculo nucleolar. (n-0) Metafases da segunda divis&o
meidtica. Em (n) vista lateral e, em (0), vista frontal. Notar a impregnagéo pelos
fons prata nos cromossomos sexuais (setas). (p-q) Anafases da segunda
divisdo meidtica com presenca de cromossomos de migracgéo tardia, corpusculos e
fragmentos. (r-s) Teléfases da "segunda divisdo meidtica apresentando
cromossomos com migragao tardia. Notar em (r, seta) um fragmento impregnado e,
em (s), corpusculos impregnados pelos ions prata. (t) Espermatides no inicio da
espermiogénese com presenga de um a trés corpusculos marcados fortemente. (u)
Espermatides em estadio mais adiantado da espermiogénese com pequena
marcagdo pelos ions prata (setas). (v) Espermatides na fase final da

espermiogénese com um ponto de marcagéo (seta). (1815x).
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Figura 21 a-p. Tubulos testiculares de R. neglectus submetidos a técnica de
impregnagao pelos ions prata. (a) Nucleo polipldide das células nutritivas da parede
dos tubulos com um unico corpusculo impregnado pelos ions prata. Notar a
presenga de vesiculas no interior deste corpusculo. (b) Nucleos interfasicos das
celulas espermatogoniais apresentando varios corpusculos nucleolares (setas) no
interior dos nucleos. (c) Metafase espermatogonial com filamentos cromatinicos
unindo os cromossomos. (d-e) Nucleos no inicio da préfase | meidtica ("estadio
confuso”). Observar a presenga de uma regido nucleolar impregnada pelos ions
prata em (d). (f-h) Nucleo da préfase | meidtica (dipléteno-diacinese). Notar em (f) a
presenga de regido nucleolar (seta) e em (f-g) pequenos fragmentos impregnados
pelos ions prata ligados aos autossomos. (i) Metéfases da primeira divisdo meidtica.
As setas indicam pequenos pontos de impregnacdo pelos ions prata em
autossomos. (j-k) Metafases da segunda divisdo meidtica com fragmentos
impregnados pelos ions prata (setas). Notar em (k) um pequeno ponto de

impregnagdo em um dos sexuais (seta). (I-m) Anafases meibticas. Observar

fragmentos impregnados pelos ions prata. Em (m) a presenga de um corpusculo
nucleolar (seta). (n) Espermatides no inicio da espermiogénese com um corpusculo
nucleolar impregnado pelos ions prata em cada célula. (o) Espermatides em estadio
mais adiantado da espermiogénese com um corpusculo nucleolar
impregnado pelos ions prata. (p) Espermatozdides sem impregnagao pelos
ions prata. (1815x).
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Figura 22 a-r. Tubulos testiculares de R. neivai submetidos & técnica de
impregnacgéo pelos ions prata. (a) Nucleo polipldide das células nutritivas da parede
dos tubulos com a presenga de vérios corpusculos impregnados pelos ions prata
sobre um halo claro. (b) Nucleos interfasicos das células espermatogoniais com
corpusculos impregnados pelos ions prata dispersos no interior dos nucleos.
(c) Metafase espermatogonial com filamentos cromatinicos unindo 0s
cromossomos  (seta). Notar alguns cromossomos impregnados pelos ions prata.
(d-f) Nucleos da préfase | meidtica ("estadio confuso") com uma regido nucleolar
impregnada pelos ions prata. Notar em (d) a presenca de pequenos fragmentos
dispersos nos nucleos impregnados pelos ions prata. (g) Nucleo da préfase |
meidtica (dipléteno-diacinese). (h-j) Metafases da primeira divisdo meidtica. Notar
regibes cromossdomicas e fragmentos impregnados pelos ions prata (setas).
(k) Metéfase da segunda divisdo meidtica com fragmentos impregnados pelos ions
prata dispersos. (I-n) Anafases meiédticas. Notar a presenga de pontes cromatinicas
anafasicas em (I-m) e de cromossomos com migracéo tardia em (n). (o) Teléfase

meidtica. (p) Espermatides no inicio da espermiogénese com um a dois corpusculos

nucleolares (setas). (q) Espermatides em estadio mais adiantado da
espermiogénese com um corpusculo nucleolar e pequenos fragmentos impregnados
pelos ions prata no seu interior. (r) Espermatozoides sem marcagdo. (1815x).
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Figura 23 a-q. Tubulos testiculares de R. pallescens submetidos a técnica de
impregnacgdo pelos ions prata. (a) Nucleo polipldide das células da parede dos
tubulos com a presenga de um corpusculo nucleolar impregnado pelos ions prata.
Notar a presenca de vesiculas no interior do corpusculo e uma regido clara proximo
deste. (b) Nucleos interfasicos das células espermatogoniais com corpusculos
nucleolares dispersos no interior dos nucleos impregnados pelos ions prata.
(c) Metafases espermatogoniais com filamentos cromatinicos unindo os
cromossomos. Notar alguns cromossomos impregnados pelos ions prata.
(d-e) Nucleos da préfase | meidtica ("estéadio confuso"). Notar a presenga de
fragmentos nucleolares impregnados pelos ions prata dispersos no interior dos
nucleos (setas). (f) Nucleos da préfase | meidtica (paquiteno) com uma regido
nucleolar fortemente impregnada pelos ions prata. (g-h) Metéfases da primeira
divisdo meidtica. Observar a presenga de corpusculos e fragmentos impregnados
pelos ions prata. (i-l) Metafases da segunda divisdo meidtica. Notar a impregnagéo
dos cromossomos sexuais (setas) e dos corpusculos e fragmentos nucleolares
(setas maiores). (m-n) Anafases meidticas com corpusculos e fragmentos

impregnados pelos ions prata (setas). (0) Espermatides no inicio da espermiogénese

com um corpusculo nucleolar impregnado pelos ions prata. (p) Espermatides em

estadio mais adiantado da espermiogénese com um corpusculo nucleolar
impregnado pelos ions prata. (q) Espermatozéides sem marcagéo. (1815x).
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Figura 24 a-t. Tubulos testiculares de R. prolixus submetidos a técnica de
impregnacao pelos ions prata. (a) Nucleo polipldide das células nutritivas da parede
dos tubulos com um corpusculo impregnado pelos ions prata. Notar a presenga de
cinco corpusculos claros. (b) Nucleos interfasicos das células espermatogoniais com
varios corpusculos nucleolares impregnados pelos ions prata dispersos no interior
dos nucleos. (c) Metafases espermatogoniais com filamentos cromatinicos unindo os
cromossomos. Notar a preseng¢a de cromossomos impregnados pelos ions prata.
(d-e) Nucleos no inicio da préfase | meidtica ("estadio confuso") com uma regido
nucleolar impregnada pelos ions prata. (f-g) Nucleos da profase | meidtica
(dipléteno-diacinese) apresentando trés corplsculos impregnados pelos ions prata
em (f) e dois em (g). (h-j) Nucleos da préfase | meidtica (final de diacinese)
apresentando 0s cromossomos sexuais impregnados pelos ions prata (setas).
(k) Metafases da primeira divisdo meiética. No detalhe a seta indica um corpusculo
impregnado pelos ions prata (I-n) Metafases da segunda divisdo meiética. Observar
fragmentos impregnados pelos ions prata em (l) e em (m-n) um dos cromossomos
sexuais apresenta-se menos condensado. (o-q) Anafases meibticas com
corpusculos e fragmentos impregnados pelos ions prata. Notar em (o) a presenga de
um corpusculo tenuemente marcado (seta). (r) Espermatides no inicio da
espermiogénese com dois corpusculos nucleolares impregnados pelos ions
prata. (s) Espermatides em estadio mais adiantado da espermiogénese com

um corpusculo impregnado pelos ions prata. (t) Espermatozdides sem marcagéo.
(1815x).
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Figura 25 a-t. Tubulos testiculares de R. robustus submetidos & técnica de
impregnagéo pelos ions prata e contra coloragdo com Giemsa. (a) Nucleo polipldide
das células nutritivas da parede dos tubulos com a presenga de uma regido

impregnada pelos ions prata. Notar um corpusculo periférico a esta regido.

(b) Nducleos interfasicos das células espermatogoniais com varios corpusculos
nucleolares dispersos no interior dos nucleos. (c) Metafase espermatogonial com
filamentos cromatinicos unindo os cromossomos e alguns cromossomos
impregnados pelos ions prata. (d-f) Nucleos da préfase | meidtica ("estadio confuso”)
com uma regiao nucleolar impregnada pelos ions prata. Notar em (e), além da
marcagao de uma regido nucleolar, a presenga de mais trés corpusculos nucleolares
impregnados pelos ions prata. (g-h) Ndcleos da profase | meidtica (dipléteno-
diacinese). Em (g) observar uma regido nucleolar impregnada pelos ions prata e em
(h) a impregnacado dos sexuais (setas) e de alguns autossomos (pontas das setas).
(i-j) Metafases da primeira divisdo meidtica com fragmentos impregnados pelos ions
prata. (k-n) Metafases da segunda divisdo meidtica. Em (n) alguns autossomos
apresentam-se impregnados pelos ions prata e em (l) um dos sexuais apresenta-se
menos condensado. (o-r) Anafases meidticas com presenga de fragmentos
impregnados pelos ions prata (seta) e cromossomos com migracgado tardia.
(s) Espermatides no inicio da espermiogénese com trés corpusculos
nucleolares impregnados pelos ions prata. (t) Espermatides em estadio mais
adiantado da espermiogénese com um corpusculo nucleolar impregnado pelos ions
prata. (1815x).
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4. DISCUSSAO

No presente trabalho foram analisados comparativamente, ao nivel de
microscopia de luz, aspectos da espermatogénese, comportamento nucleolar e
distribuicdo das Regides Organizadoras Nucleolares nos cromossomos dos
triatomineos do género Rhodnius das seguintes espécies: R. domesticus, R.
neglectus, R. neivai, R. pallescens, R. prolixus e R. robustus.

4.1. Aspectos Gerais Relacionados aos Tubulos Testiculares
S&o inumeros os trabalhos na Classe Insecta sobre a genitélia interna,

com abordagem anatdmica. Alguns estudos recentes demonstraram que o0s
resultados obtidos tém contribuido de forma significativa para a sistematica e

filogenia. Na ordem Hemiptera alguns trabalhos concernentes aos tubulos

testiculares tem discutido a sua aplicabilidade na sistematica e filogenia, enquanto
outros limitam-se a descrigées de aspectos morfolégicos (GONCALVES et al., 1987).

Nos triatomineos, o comprimento e a espessura dos tubulos
testiculares variam consideravelmente entre géneros e pouco entre espécies. SILVA
& SCHREIBER, 1969 e GONCALVES et al., 1987 verificaram que em Rhodnius ssp
existem dois tubulos longos e grossos e cinco curtos e finos; em Triatoma ssp
existem dois longos e finos, dois médios e grossos e trés curtos e finos e em
Panstrongylus ssp existem sete aproximadamente iguais.

SILVA & SCHREIBER (1969) discutem que a diferenga existente entre
os tipos de tubulos pode ser uma caracteristica de tribo ou género e que as
diferengas de comprimento entre os tubulos parecem ser caracteristicas de cada
espeécie.

GONCALVES et al. (1987) detectaram diferenga significativa no
comprimento dos tubulos em espécies de mesmo género em 83,33% dos casos,
quando as espécies foram comparadas simultaneamente e em 95,83% dos casos
quando as espécies foram comparadas aos pares. Segundo os autores, o0s
resultados obtidos sdo promissores a filogenia, desde que observado um numero

relativamente alto de espécies.
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A variagdo observada em Rhodnius neivai, no presente trabalho, pode
ser significativa e estar refletindo diferengas interespecificas no género, uma vez que
variagdo individual poderia ser inicialmente descartada, tendo em vista que todos os
exemplares analisados (44) apresentaram o mesmo aspecto para os tabulos. Desta
forma e concordando com GONCALVES et al. (1987), possivelmente o estudo de
um maior numero de exemplares das espécies do género Rhodnius poderia ajudar
a esclarecer a variagcdo observada.

4.2. Coloragao com Orceina Lacto-Acética

A taxonomia da subfamilia Triatominae até recentemente, era realizada

quase inteiramente sobre determinagGes morfolégicas. Cruzamentos experimentais

entre espécies foram usados para compreender seus parentescos filogenéticos
(UESHIMA, 1966; USINGER et al., 1966 apud PEREZ et al., 1992) ou para avaliar
sua posigdo especifica em casos duvidosos (CORREA & ESPINOLA, 1964 apud
PEREZ et al., 1992). Analises usando isoenzimas foram aplicadas recentemente

para a mesma abordagem (DUJARDIN et al., 1988, 1991 apud PEREZ et al., 1992).
A citogenetica também provou ser uma potencial ferramenta na distingdo de
especies (UESHIMA, 1966, 1979; SCHREIBER et al., 1967; DE VAIO et al., 1985,
MELLO et al. 1986 apud PEREZ et al., 1992).

O estudo citogenético de triatomineos atrai a atengdo de
pesquisadores por que estes apresentam caracteristicas citogenéticas incomuns,
como a presenga de cromossomos holocéntricos e divisdo pés-reducional dos
Cromossomos sexuais na meiose.

Espécies que possuem cromossomos holocéntricos  s&o,
frequentemente, tratadas como casos citogeneticamente excepcionais. Este tipo de
cromossomo esta presente em protozoarios, algas, em algumas ordens de insetos
(Homoptera, Heteroptera e Lepidoptera) e em algumas familias de plantas
(Cyperacea e Juncacea) (GUERRA, 1988). Os cromossomos holocéntricos, no
entanto, estdo bem representados em insetos (JOHN & LEWIS 1966, PIMPINELLI &
GODAY 1989, JOHN 1990 apud PEREZ et al, 1997), incluindo espécies
heterdpteras (UESHIMA, 1979).

Os cromossomos holocéntricos sdo aqueles nos quais os microtubulos

do fuso interagem com a maior parte do comprimento da cromatide, isto €, eles
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apresentam um centromero nao-localizado (PEREZ et al., 1997). Como resultado,
quando os cromossomos estdo migrando para os polos durante a anéfase
(“movimento holocinético"), eles permanecem perpendiculares ao fuso ndo formando
a tradicional figura em V dos cromossomos monocéntricos (GUERRA, 1988). Os
Cromossomos monocéntricos sdo aqueles nos quais os microtibulos do fuso se
fixam a um sitio especifico do cromossomo. Uma vez que, durante a anafase, a
atividade cinética € restrita a esta regido, eles apresentam um movimento
"monocinético”. Alguns autores denominam, sinonimamente 0s Cromossomos
holocéntricos de holocinéticos (LUCENO & GUERRA, 1996).

Os cromossomos holocéntricos apresentam algumas caracteristicas
comuns durante a mitose: (1) nenhuma constrigdo primaria é detectada, no entanto
estruturas cinetocoricas sdo observadas; (2) em metafase, cada cromossomo é
orientado com seu eixo longo paralelo a placa equatorial; (3) as fibras do fuso fixam-
se em todo o comprimento da cromatide; (4) em anéafase, as cromatides movem-se

aos polos com seus eixos longos paralelos ao fuso da placa equatorial (JOHN, 1990
apud PEREZ et al., 1997).

A segunda caracteristica marcante dos cromossomos das espécies
heterdpteras basea-se no modo diferente de segregagéo dos cromossomos sexuais.
Na metafase |, eles sdo individualizados e ndo formam um verdadeiro bivalente, ja
que n&o estdo presentes quiasmas entre eles. Seu eixo longo parece perpendicular
a placa equatorial. As cromatides, de cada cromossomo sexual, migram para pélos
opostos na anafase |, mostrando uma segregagdo equacional. As cromatides
sexuais sao observadas individualizadas na prometéafase I, entretanto apresentam
uma associagdo "ponta-a-ponta" na metafase Il, com seus eixos longos
perpendiculares a placa equatorial. Durante a anafase Il, as cromatides sexuais
segregam para os pélos opostos (PEREZ et al., 1997).

No Brasil, as andlises citogenéticas de triatomineos, comegaram
quando SCHREIBER & PELLEGRINO (1948) estudaram o cariétipo das espécies
Triatoma infestans, T. sordida, T. maculata, T. vitticeps, T. brasiliensis, T. rubrovaria,
T. dimidiata, T. pallidipennis, Panstrongylus megistus, Rhodnius prolixus e
Psammolestes coreodes.

Desde entéo, os estudos citogenéticos desses insetos foram centrados
em técnicas de coloragdes convencionais dos cromossomos (SCHREIBER &
PELLEGRINO, 1951; BARTH, 1956a; UESHIMA, 1966; SCHREIBER et al., 1967,
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TAVARES & AZEREDO-OLIVEIRA, 1997a). Uma dessas técnicas convencionais € a
coloragéo pela orceina lacto-acética. Esta cora as proteinas totais ligadas ao DNA,
tornando possivel o estudo da cromatina nos nucleos interfasicos e dos
cromossomos durante a divisdo celular.

Os resultados obtidos no presente trabalho, através da coloragéo dos
tubulos testiculares pela orceina lacto-acética, mostraram que os nucleos polipléides
das células nutritivas da parede dos tubulos apresentavam regides heteropicnéticas
destacadas sob a forma de corplsculos ovalados ou irregulares. Unicos, em R.
neglectus e R. prolixus, duplos em R. robustus e diversos, de tamanhos e formas
variadas, em R. domesticus, R. neivai e R. pallescens.

Nossos resultados demonstraram, também, que os nucleos interfasicos
das ceélulas espermatogoniais apresentavam varios corpusculos heteropicnéticos
dispersos no interior dos nucleos, sendo que em R. domesticus, R. prolixus e R.
robustus estes corpusculos localizavam-se predominantemente na regido central dos
nucleos.

Uma outra observagdo do presente trabalho, estd relacionada aos

nucleos profasicos das células espermatogoniais que, em R. neivai e R. prolixus,
apresentaram corpusculos heteropicnéticos periféricos e, em R. domesticus, R.
neglectus, R. pallescens e R. robustus, apresentaram corpusculos heteropicnoticos
periféricos e dispersos no interior dos nucleos.

AZEREDO-OLIVEIRA (1990) encontrou variagbes no numero de
cromocentros presentes nos nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos
tubulos testiculares de Triatoma vitticeps, T. pallidipennis, T. infestans e T. maculata.
Os nucleos polipldides em T. vitticeps apresentavam um unico corpusculo
heteropicnético ou varios corpusculos menores sobre um halo claro; T. pallidipennis
apresentava trés ou quatro corpusculos heteropicnéticos e 7. maculata apresentava
apenas um unico corpusculo heteropicnético, sendo que foi observado um halo
claro ao redor deste e estruturas semelhantes a vesiculas em seu interior. O mesmo
autor constatou, também, que os nucleos interfasicos das células espermatogoniais
de Triatoma vitticeps, T. infestans e T. maculata apresentavam um Unico corpusculo
heteropicnético e T. pallidipennis apresentava um ou dois corpusculos
heteropicnéticos.

DE VAIO et al. (1985) analisaram a meiose dos triatomineos Rhodnius

prolixus, Triatoma infestans e T. rubrovaria e, também, encontraram diferengas no
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numero de corpusculos heteropicnéticos (cromocentros) dos nucleos polipldides das
células nutritivas da parede dos tubulos testiculares dessas espécies. Observaram
que R. prolixus apresentava um unico cromocentro, compacto, posicionado dentro
da cromatina desigualmente distribuida. Em T. infestans um numero variavel de
cromocentros ou corpusculos heteropicnéticos foi observado confirmando, segundo
os autores, a presenca de regides heterocromaticas em alguns cromossomos dessa
espécie. No caso de T. rubrovaria, foi observada cromatina igualmente distribuida e
homogénea com dois corpusculos heteropicnéticos.

TAVARES (1996) estudando cinco espécies de triatomineos do género
Triatoma verificou que em quatro delas (7. brasiliensis, T. lecticularia, T. rubrovaria e
T. sordida) os nucleos polipléides das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares  apresentavam, predominantemente, um Unico  corpusculo
heteropicnético ovalado ou irregular. A outra espécie estudada, T. delpontei

apresentava uma variagdo no numero, forma e localizagdo destes corpusculos

heteropicnéticos que, segundo o autor, pode estar associada aos diferentes padrées

de heterocromatinizagdo dos nucleos poliplodes desta espécie. O autor observou,
ainda, que os nucleos espermatogoniais em intérfase de Triatoma brasiliensis, T.
delpontei e T. rubrovaria apresentavam apenas um unico corpusculo heteropicnético,
sendo que este corpusculo chamava a atengdo em T. delpontei devido ao seu
tamanho. Acredita-se que os nucleos com multiplos cromocentros resultaram de
nucleos que apresentavam um unico cromocentro (MELLO, 1980).

TAVARES (1996) comenta que, de acordo com PANZERA et al.
(1995b), em T. delpontei, este cromocentro é formado pela associagéo heterdloga
das regides heterocromaticas de todos os bivalentes autossdomicos e dos
cromossomos sexuais. Ja em T. sordida e T. lecticularia ©0s nucleos
espermatogoniais, em intérfase, apresentavam um corpusculo heterocromatico
maior e varios pontos pequenos destacados. Foi possivel notar, ainda, que estes
corpusculos apresentavam-se com um aspecto vesiculoso, o mesmo acontecendo
nos nucleos espermatogoniais em intérfase em T. brasiliensis.

TARTAROTTI & AZEREDO-OLIVEIRA (1999) estudando duas
especies do género Panstrongylus (P. megistus e P. herren), observaram que 0s
nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos tubulos testiculares

apresentavam somente um corpusculo heteropicnético, geraimente central.
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Em Gerris lateralis e outros Heteroptera, de acordo com WHITE (1973),
os nucleos polipléides originam-se com a ndo elaboragéo do fuso e sem a citocinese
ou interrupg@o da membrana nuclear.

Nos nucleos interfasicos das células espermatogoniais de
Panstrongylus (P. herreri e P. megistus), TARTAROTTI & AZEREDO-OLIVEIRA
(1999) identificaram a presenga de corpusculos heteropicnéticos dispersos no
interior dos nucleos e também periféricos a estes.

No presente estudo foi possivel observar nas metafases
espermatogoniais de Rhodnius domesticus, R. neglectus, R. pallescens e R.
prolixus, cromossomos com regides heteropicnéticas. No entanto, em R. neivai e R.
robustus estas regiées cromossdmicas heteropicnéticas n&o foram claramente
evidenciadas.

As conexdes intercromossomais aparecem na  metafase

espermatogonial de algumas, mas ndo de todas as espécies de Heteroptera,

aleatoriamente e sao terminais ou laterais (MANNA, 1995).

As metafases espermatogoniais de Rhodnius domesticus, R. neglectus,
R. neivai, R. pallescens, R. prolixus e R. robustus apresentavam Cromossomos
dispostos por toda a placa equatorial e claramente unidos por filamentos
cromatinicos. Estas caracteristicas também foram observadas por outros autores
(AZEREDO-OLIVEIRA, 1990; TAVARES & AZEREDO-OLIVEIRA, 1997g;
TARTAROTTI & AZEREDO-OLIVEIRA, 1999) que estudaram espécies de
triatomineos dos géneros Triatoma e Panstrongylus. Segundo a literatura os
cromossomos das metafases espermatogoniais sdo conectadas por finos “fios"
intercromossomais (BANERJEE, 1959; MANNA, 1995).

AZEREDO-OLIVEIRA (1990) assinala que, na fase espermatogonial, a
cromatina comega a concentrar-se em pequenos corpusculos que se juntam
formando vinte corpos maiores. Cada um destes alonga-se e sofre divisdo
longitudinal por uma fenda que se abre na parte central, dando o aspecto de uma
tétrade da diacinese. Esses vinte corpos correspondem aos autossomos em numero
dipléide. Comega entdo a ocorrer a individualizagao dos "cromossomos sexuais” no
corpo compacto. Os autossomos continuam a condensagdo formando os
cromossomos metafasicos da placa equatorial.

Uma caracteristica marcante do processo meiético dos triatomineos,

refere-se a profase da primeira divisdo, que nestes insetos n&o se apresenta com
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as subfases iniciais caracteristicas, leptéteno, zigéteno e paquiteno, estes estadios
sdo denominados, conjuntamente, de "estadio confuso". A estrutura do nucleo
parece ser interfasica, sendo visiveis apenas o nucléolo e os cromossomos sexuais
heteropicnéticos. A distingdo comega ocorrer a partir do dipléteno e da diacinese.
Muitos géneros e espécies que tém sido investigados citologicamente
mostram uma tendéncia dos cromossomos sexuais aparecerem juntos no “estadio
confuso"” e este estado parece persistir na diacinese, mas, no género Rhodnius e

Dipetalogaster, nunca ocorre tal tendéncia, na préfase do espermatécito primario. A

natureza dos cromossomos sexuais nestes dois géneros difere do resto dos géneros

e espécies de triatomineos e estas diferengas no comportamento podem indicar
diferengas filogenéticas (UESHIMA, 1966).

Em um estudo realizado por PEREZ et al. (1992), foi verificado que em
Triatoma pseudomaculata, os cromossomos sexuais permanecem unidos durante o
"estadio confuso" formando um cromocentro heteropicnético. No entanto, em T.
matogrossensis 0s Cromossomos sexuais aparecem separados formando dois
cromocentros heteropicnéticos durante a primeira préfase meidtica ("estadio
confuso"), mas em diacinese os cromossomos sexuais ficam associados e mais
condensados do que os bivalentes autossdmicos. Os mesmos autores observaram
que em Rhodnius pictipes durante a primeira préfase meiética, os cromossomos
sexuais sdo vistos associados ou separados e positivamente heteropicnéticos
formando um ou dois conspicuos cromocentros. Em R. nasutus, os autores
verificaram durante o "estadio confuso" a unido dos cromossomos sexuais formando
um unico cromocentro heteropicnético, ao passo que em R. robustus os
cromossomos estavam separados e incluidos em uma regido particular do nucleo.

AZEREDO-OLIVEIRA (1990) encontrou em Triatoma vitticeps, T.
pallidipennis, T. infestans e T. maculata esta associacdo entre 0s cromossomos
sexuais e, algumas vezes, entre sexuais e autossomos como observado em T.
infestans. TAVARES & AZEREDO-OLIVEIRA (1997a), também, observaram em
Triatoma brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T. rubrovaria e T. sordida, que 0s

Cromossomos sexuais uniam-se no "estadio confuso" formando um cromocentro,
que caracteriza esta fase e que, muitas vezes, podia-se visualizar até mesmo a

individualizagéo dos cromossomos que compdem este cromocentro.
TARTAROTTI & AZEREDO-OLIVEIRA (1999) estudando as espécies

de triatomineos Panstrongylus megistus e P. herreri verificaram que o0s
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cromossomos sexuais permaneciam unidos até a prometafase, onde se tornariam
entidades distintas, confirmando os achados de UESHIMA (1966).

Neste trabalho, verificou-se que, na primeira préfase meiética, durante
o "estadio confuso", os nucleos das espécies Rhodnius domesticus e R. pallescens
apresentaram de um a dois corpusculos heteropicnéticos, enquanto os nucleos das

especies R. neglectus, R. prolixus e R. robustus apresentaram de um a trés
corpusculos heteropicnéticos.

Pdde ser observado que os nucleos, durante o "estadio confuso", das
espécies Rhodnius neglectus, R. prolixus e R. robustus mostraram, no maximo, trés

corpusculos heteropicnéticos. No entanto, todas as espécies estudadas, no presente

trabalho, apresentaram mecanismo sexual XY. Desta maneira, pode ser inferida a
idéia de que algum cromossomo autossdmico esteja préximo aos cCromossomos
sexuais participando na formagdo dos cromocentros destes nucleos.

Das seis espécies, estudadas no presente trabalho, de acordo com
levantamento bibliografico, apenas Rhodnius domesticus nao apresentava seu
numero cromossdmico  diploide descrito na literatura. Mas, assim como R.
neglectus, R. neivai, R. pallescens, R. prolixus e R. robustus esta espécie, também,
apresentou o numero cromossomico dipléide igual a 22 (20A+ XY).

Andlises comparativas da metafase | podem indicar que os
Cromossomos Sao pequenos no género Rhodnius em relagdo aos cromossomos do
género Triatoma. No entanto, comparagdes intergéneros ou interespecificas de
tamanhos de cromossomos sdo dificultadas devido aos diferentes estagios de
condensagao cromossdmica. Todavia, € bastante viavel usar o tamanho relativo do
cromossomo dentro das espécies como um carater diferencial (PEREZ et al., 1992).

Os cromossomos autossomos mostram uma pequena variagéo,
segundo SCHREIBER & PELLEGRINO (1950). Variagées impressionantes foram
relatadas para Triatoma infestans e T. platensis, que possuem trés grandes pares de
autossomos (SHREIBER & PELLEGRINO, 1950; UESHIMA, 1966). Observagtes
indicaram que T. pseudomaculata tem um par de autossomos significativamente
grande em relagdo ao resto do caridtipo. Em outras espécies, classes
cromossdmicas de tamanhos distintos ndo podem ser definidas (PEREZ et al,
1992).

KOSHY (1979a) através da medida do tamanho relativo dos

Cromossomos nomeou o cromossomo X da espécie Rhodnius robustus como sendo
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maior que o cromossomo Y. No entanto, PEREZ et al. (1992), estudando esta
mesma espécie através do bandamento C, mostrou que o cromossomo Y é C-
heterocromatico e maior que X, ao passo que as outras espécies estudadas pelo
autor, R. pictipes e R. nasutus, mostraram que o cromossomo X C-heterocromatico
maior que Y.

UESHIMA (1966) estudando Rhodnius prolixus e R. neglectus verificou
que, em ambas as espécies, 0s autossomos consistiam de trés pares grandes, seis
pares de tamanho intermediario e um par pequeno, sendo que o X apresentava

tamanho similar aos intermediarios e o Y era o menor de todos. H&, segundo

UESHIMA, uma pequena diferenca entre estas duas espécies em relagdo ao

tamanho dos cromossomos. Os grandes pares de autossomos e o X em R. prolixus
sao levemente maiores do que em R. neglectus.

BARTH (1956b) apresenta um quadro comparativo dos cromossomos
de Triatoma maculata, T. vitticeps, T. infestans, T. sordida, Panstrongylus megistus,
Rhodnius neglectus e R. prolixus, de acordo com o tamanho relativo dos mesmos.
Através desse quadro pode-se verificar que o Y &€ o maior cromossomo do par
sexual em todas as espécies citadas.

KOSHY (1979a) estudando também as espécies Rhodnius prolixus e
R. neglectus, através da medida do tamanho relativo dos cromossomos, verificou
que o cromossomo X, em R. prolixus, era menor do que o de R. neglectus. No
entanto, os grandes pares de autossomos eram maiores em R. neglectus.

No presente trabalho, baseando-se no aspecto visual das placas
metafasicas, da primeira e segunda divisées meidticas, como fez UESHIMA (1966),
foi observado que a espécie R. neglectus apresentava os grandes pares
autossdmicos maiores, assim como o cromossomo X, em relagdo a espécie R.
prolixus. Esta diferenca entre os nossos dados e os de UESHIMA (1966) e KOSHY
(1979a) pode ser devida a condensacdo cromatinica que estes cromossomos
apresentavam no momento da analise e, consequentemente, da fotomicrografia.
Resultados mais precisos poderdo ser obtidos, futuramente, utilizando-se medidas
com analise de imagem a partir da coleta dos fendtipos cromossémicos por sistema
de video acoplado a microscopio e microcomputador.

A identificacdo dos cromossomos sexuais torna-se dificil porque eles
sdo heteropicndticos e indistinguiveis um do outro, através das coloragoes
convencionais (PEREZ et al., 1992).
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Outro enfoque, embora ndo diretamente relacionado com o tamanho do
cromossomo, pode ser o de comparar o conteido de DNA entre espécies.
SCHREIBER et al. (1972) mostraram de fato que espécies do género Rhodnius tém

um baixo valor de DNA comparado com espécies dos géneros Triatoma e

Panstrongylus. E de grande interesse a determinagdo do contelido de DNA em
espécies de triatomineos, para a interpretagéo de suas relagdes evolutivas (PEREZ
et al., 1992).

Em triatomineos, na primeira metafase meidtica, ha dois tipos de
comportamento dos cromossomos sexuais. O primeiro deles é caracterizado por um
anel formado na periferia da placa metafasica pelos autossomos, sendo que 0s
cromossomos sexuais ficam no centro deste anel, como ocorre em Triatoma
infestans e Dipetalogaster maximum. No outro tipo de comportamento, os
cromossomos ficam em uma posigcéo periférica da regido equatorial do fuso, como
em T. protracta e Rhodnius prolixus (UESHIMA, 1966).

Segundo UESHIMA (1966), no género Triatoma, as espécies que

possuem cromossomos sexuais multiplos, estes se localizariam na periferia,
enquanto naquelas que possuem o mecanismo XY, estes se apresentariam em uma

posicdo central. Um caso excepcional, no entanto foi encontrado em T. rubrovana.
De acordo com o autor, estas diferengas no comportamento dos cromossomos
sexuais podem indicar relagdes filogenéticas.

No entanto, DE VAIO et al. (1985) apresentaram a fotomicrografia de
uma metafase | de T. rubrovaria, onde pode-se verificar a presenca de cromossomos
sexuais no centro do anel formado pelos autossomos. Apesar destes autores nao
discutirem o fato, este serviu de suporte aos achados de TAVARES & AZEREDO-
OLIVEIRA (1997a), que também encontraram em 7. rubrovaria 0s Cromossomos
sexuais no centro do anel formado pelos autossomos durante a metafase |. Portanto,
estes autores afirmaram que esta espécie deixaria de constituir uma excegao,
quanto a disposi¢do dos cromossomos sexuais na placa metafésica da primeira
divisdo meidtica, como era considerado até entéo.

AZEREDO-OLIVEIRA (1990) observou, em relagéo a orientagdo dos
cromossomos sexuais na metafase |, que ndo ha ordenagdo na disposi¢cao dos
cromossomos sexuais de Triatoma vitticeps, T. pallidipennis, T. infestans e T.

maculata. Os cromossomos sexuais apareciam no centro ou na periferia do anel
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formado pelos autossomos, mas, em T. maculata, eles apareciam
predominantemente na periferia.

No presente trabalho, todas as espécies apresentaram o mecanismo
sexual XY e, durante a primeira divisdo meidtica os cromossomos sexuais
apresentaram os dois tipos de comportamento. Em R. domesticus, estes
cromossomos estavam na periferia junto ao anel formado pelos autossomos, e em
R. neglectus, R. neivai, R. pallescens, R. prolixus e R. robustus estavam no centro
da placa metafasica e/ou aleatoriamente distribuidos por ela.

Durante a metéfase da segunda divisdo meidtica, os cromossomos

sexuais mostraram-se sempre no centro do anel formado pelos autossomos,
apresentando a mesma configuracéo tipica de outros triatomineos estudados por
BARTH (1956b), UESHIMA (1966), AZEREDO-OLIVEIRA (1990), TAVARES &
AZEREDO-OLIVEIRA (1997a) e TARTAROTTI & AZEREDO-OLIVEIRA (1999).

As anafases meidticas de todas as espécies do género Rhodnius
estudadas neste trabalho, assim como as_ da espécie Panstrongylus herreri
(TARTAROTTI & AZEREDO-OLIVEIRA, 1999) e das espécies de triatomineos do
género Triatoma (T. brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T. rubrovaria e T.
sordida) (TAVARES & AZEREDO-OLIVEIRA, 1997a) apresentaram cromossomos
de migragao tardia ou cromossomos retardatarios.

AZEREDO-OLIVEIRA (1990) também encontrou o fendmeno da
"cromatide retardataria" nas espécies Triatoma vitticeps e T. maculata, durante a
anafase e a teléfase. No presente trabalho encontramos cromossomos retardatarios,
também, durante a teléfase, apenas na espécie Rhodnius neglectus.

"Cromatide retardataria" € um fendomeno frequente em meiose e
funciona como um mecanismo de eliminagdo cromossdmica geneticamente
determinado. Em muitos insetos, as células somaticas tém, caracteristicamente, um
numero cromossdmico menor que o das células da linhagem germinativa. Por
exemplo, KOSHY (1979c) estabeleceu o caridtipo de 20 A + XY para Triatoma
pallidipennis estudando tecidos embrionarios de machos (XY) e fémeas (XX),
portanto, metafases mitéticas. Varios outros autores (SCHREIBER & PELLEGRINO,
1950; UESHIMA, 1966; AZEREDO-OLIVEIRA, 1990) estudando metéafases
meioticas através do esmagamento dos testiculos encontraram o cariétipo 20 A +
X1X 2Y nos machos. Nesse caso, a reducéo poderia ser devida ao retardo anafasico
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que, provavelmente, levou a perda de um dos cromossomos X nas metafases
mitéticas (TAVARES, 1996).

A formagéo de espermatozdides no epitélio seminifero de mamiferos
inclui trés fases: multiplicagdo espermatogonial, meiose e espermiogénese. As
células nestas fases sdo chamadas, respectivamente, de espermatogdnias,
espermatdcitos e espermatides (PARVINEN et al., 1986).

A espermiogénese € uma série de eventos sucessivos durante os quais
as células hapldides sofrem transformagéo nuclear e condensagdo da cromatina, e
desenvolvem estruturas especiais, tal como o acrossomo na por¢do anterior do
nucleo e o flagelo na sua porgéo posterior (PARVINEN ef al., 1986).

As espermatides no inicio da espermiogénese apresentaram nas
espécies Rhodnius domesticus, R. neglectus, R. neivai, R. pallescens, R. prolixus e
R. robustus regites cromatinicas condensadas, sendo que estas regides eram em R.
prolixus muito pequenas. Na espécie R. neglectus foi possivel evidenciar a presenga
de um halo claro ao redor das espermatides. iniciais. Estas regides cromatinicas
condensadas permaneceram durante os estadios mais avangados da

espermiogénese, onde as células tornam-se progressivamente alongadas. Nos

espermatozodides das espécies R. neivai, R. prolixus e R. robustus pequenos pontos
cromatinicos foram observados.

AZEREDO-OLIVEIRA (1990) encontrou espermatides, no inicio da
espermiogénese, com nucleos condensados e citoplasma abundante em Triatoma
pallidipennis. Nas espécies Panstrongylus megistus e P. herreri, estudadas por
TARTAROTTI & AZEREDO-OLIVEIRA (1999), foram observados um corpusculo
condensado nas espermatides no inicio da espermiogénese. Através da analise das
fotomicrografias originais das espécies estudadas por TAVARES (1996) pode ser
verificado que as espécies Triatoma brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T.
rubrovaria e T. sordida apresentavam, nas espermatides no inicio da
espermiogénese, regides cromatinicas condensadas, que persistiam em estédios
mais avangados da espermiogénese. Foi possivel verificar, ainda, nesta fase mais
adiantada, a presenca de um corpusculo condensado na espermatide da espécie T.
sordida.

As caracteristicas gerais da espermatogénese, isto €, cariotipo,
comportamento holocinético dos cromossomos, fendtipo dos nucleos polipldides,

filamentos cromatinicos nas metafases espermatogoniais, "estadio confuso" na
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préfase |, disposicdo dos cromossomos na placa equatorial, cromatide retardataria
na anafase e a espermiogénese, observadas nas espécies do género Rhodnius
estudadas no presente trabalho, corroboram o conhecimento desses aspectos nos
géneros Triatoma e Panstrongylus.

Essas observagdes indicam, portanto, que ocorre uma homogeneidade
do comportamento morfologico e funcional da espermatogénese na subfamilia
Triatominae.

4.3. Impregnagdo por ions Prata

“+ A impregnacao pelos ions prata € um dos métodos mais classicos para
a identificagdo das Regides Organizadoras Nucleolares (RONs) nas células
interfasicas e nos cromossomos metafasicos. As RONs sdo regides cromossomicas
com as quais os nucléolos se associam e que sdo responsaveis pela reorganizagao
destes, no final da divisao celular.

Nas Regides Organizadoras Nucleolares, principais  sitios

cromossdmicos dos cistrons DNA ribossémicos (DNAr 18 S e 28 S) em eucariontes
(RITOSSA & SPIEGELMAN 1965, WALLACE & BIRNSTIEL 1969 apud MORIELLE
& VARELLA-GARCIA, 1988), sdo intensivamente estudados os fénomenos
citolégicos, pois servem de modelo para classificar as relagbes entre estrutura do
cromossomo e estrutura do gene, regulagédo e atividade. Estes fendmenos também
tétm sido considerados importantes caracteristicas em cariosistematica e
representam significantes ferramentas para poder compreender os modelos de
mudangas cromossomicas evolutivas (TAKAI & OJIMA 1982, BIRNSTIEL 1984,
GOLD 1984, BICKHAM & ROGERS 1985, VOLLETH 1987 apud MORIELLE &
VARELLA-GARCIA, 1988).

\ De acordo com GHOSH (1976 apud GALETTI et al, 1985) a
quantidade de nucléolos presentes no nucleo interfasico é relacionada ao numero de
RONs presentes no complemento cromossomico. Esta quantidade pode ser
equivalente ao niumero maximo de RONs ou ser menor quando a inativagéo de
algumas dessas regides e/ou fusdo entre estas ocorre durante a sintese nucleolar.

Variagbes no padrdo de atividade transcricional, expressadas por

diferengas no tamanho ou numero de nucléolos, podem resultar de uma redugao ou
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auséncia de DNAr, ou talvez de um processo de regulagdo do gene (RUIZ 1980,
SCHMID 1982 apud GALETTI et al., 1985).

x Segundo GHOSH (1976 apud GALETTI et al., 1985) as RONs do DNA
sdo raramente transcritas totalmente. Ao contrério, essas regides tém excesso de
material genético, o qual sé é inteiramente transcrito quando necessario. Um
exemplo claro disto & observado em Xenopus, que possui 500 a 800 cistrons de
DNAr repetidos em série por genoma (BIRNSTIEL et al. 1966, citado por GHOSH
1976 apud GALETTI et al., 1985). Assim, considerando que a atividade nucleolar é
relacionada com a atividade celular e que ha um numero, mais do que suficiente, de

cistrons ribossémicos para uma fungdo nucleolar normal, a atividade desses cistrons
pode ser regulada.

E bem conhecido que o nucléolo € uma massa relativamente compacta

na qual os componentes fibrilar e granular estdo interligados. O fibrilar esta
associado com a cromatina intranucleolar (BUSCH & SMETANA 1970 apud
ESPONDA et al., 1985). Este é o padrédo classico de um nucléolo de mamifero que
pode ser encontrado também em outros grupos tais como Fungi (WESTERGAARD
& VON WETTSTEIN 1970 apud ESPONDA et al., 1985) e plantas superiores
(LAFONTAINE 1974 apud ESPONDA et al., 1985; ESPONDA & GIMENEZ-MARTIN,
1975).

Apesar da auséncia de estudos comparativos sobre alguns aspectos
da morfologia nucleolar, pode-se afirmar que espécies de gafanhoto (Orthoptera)
possui um padrdo comum com Os insetos, ou seja, a espermatogonia pode ser
claramente diferenciada dos espermatécitos por sua posigado apical nos testiculos,
assim como, por seu pequeno tamanho e caracteristicas nucleares. Na
espermatogonia o nucléolo é composto de varias massas nucleolares. Usualmente,
uma grande massa aparece envolvida por outras de tamanhos menores. Estes
nucléolos sdo comumente compostos de fibrilas firmemente empacotadas de 60-nm
(componente nucleolar fibrilar) e um componente escassamente granular (granulos
de 15-nm) (ESPONDA et al., 1985).

Nos espermatdcitos primarios de gafanhotos o nucléolo mostra uma
morfologia similar ao nucléolo da espermatogdnia. No entanto, o numero de massas
nucleolares, bem como a quantidade de componente granular, aparece
grandemente aumentado, as fibrilas e granulos sdo claramente diferenciados em

cada massa nucleolar. Por outro lado, um interessante aspecto desses nucléolos é
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que as massas nucleolares sdo dispostas de um modo semelhante a paredes de
um labirinto (ESPONDA et al., 1985). Em Orthoptera, este tipo de muiltiplos nucléolos
tem sido observado frequentemente (FONZO, 1975; ALLEN & CAVE 1972,
FRIEDLANDER et al., 1976 apud ESPONDA et al., 1985). No entanto, nucléolos
similares tém sido encontrados em Megaloptera (BUNING 1979 apud ESPONDA et
al., 1985), Blatoidea (SCHMIDT, 1979 apud ESPONDA et al., 1985), Coleoptera
(BUNING 1978, DAILEY & HAPP 1982 apud ESPONDA et al., 1985) e Hemiptera
(DOLDER & MELLO, 1979; UNNITHAN & NAIR 1977, NORRIS et al. 1983 apud
ESPONDA et al., 1985)).

Para o estudo de RONs em insetos séo utilizados predominantemente
Drosophila. No entanto, ha também publicagées sobre Chironomus, Sciara,
Rhynchosciara, Acheta e Bombyx. Tais publicacbes descrevem a existéncia de
Vvarios processos 0s quais provém os organismos com niveis de RNAr compativeis
com suas necessidades e que atuam diferentemente em varios organismos, tipos
celulares e fases do desenvolvimento (TAVARES & AZEREDO-OLIVEIRA, 1997b).

x No estudo realizado por TAVARES & AZEREDO-OLIVEIRA (1997b),
com énfase ao comportamento nucleolar em cinco espécies de triatomineos do
género Triatoma (T. brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T. rubrovaria e T.
sordida), os nucleos polipléides das células nutritivas dos tdbulos testiculares, destas
espécies, mostraram varios blocos nucleolares de tamanhos diferentes. No entanto,
0s nucleos espermatogoniais, em intérfase, mostraram um corpusculo nucleolar
individual em todas as espécies.

TARTAROTTI (1998) identificou também, em duas espécies de

triatomineos do género Panstrongylus (P. megistus e P. herreri), que os nucleos

polipléides das células nutritivas da parede dos tubulos testiculares, em ambas as
espeécies, apresentavam um corpusculo nucleolar com vesiculas e halo nucleolar ao
redor deste, sendo que em P. herreri este halo estava presente também em certas
partes da cromatina. Nos nucleos interfasicos das células espermatogoniais destas
mesmas especies, este mesmo autor identificou a presenga de corpusculos
nucleolares centrais ou periféricos. Também foram observados corpusculos
nucleolares espalhados no interior dos nucleos em estadios mais iniciais.

No presente trabalho, através do estudo de seis espécies do género
Rhodnius (R. domesticus, R. neglectus, R. neivai, R. pallescens, R. prolixus e R.

robustus) observou-se que em R. domesticus e R. neglectus os nucleos polipldides
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das células nutritivas dos tubulos testiculares apresentavam um grande bloco
nucleolar com vesiculas no seu interior. Em R. neivai o nucleo polipléide das células
nutritivas dos tubulos testiculares apresentou varios corpusculos nucleolares sobre
uma regido clara. O nucleo polipl6ide das células nutritivas dos tubulos testiculares
da espécie R. pallescens apresentou um unico corpusculo nucleolar com vesiculas
em seu interior. Em R. prolixus, o nucleo polipléide das células nutritivas dos tubulos
testiculares apresentou um corpusculo nucleolar e varias regides claras na sua
proximidade. Em R. robustus, o nucleo polipléide das células nutritivas dos tubulos
testiculares mostrou uma regido nucleolar impregnada e um ou dois corpusculos
sobre um halo mais claro. Esta regido apresentou-se rodeada por regibes mais
claras.

Os ndcleos espermatogoniais, em intérfase, das espécies R.
domesticus e R. pallescens apresentaram-se com pequenos corpusculos
nucleolares dispersos e nas espécies R. neglectus, R. neivai, R. prolixus e R.

robustus apresentaram-se com varios corpusculos nucleolares maiores e dispersos.

No trabalho de AZEREDO-OLIVEIRA (1990) foi observado um halo
claro, ao redor da heterocromatina, nas células somaticas dos tubulos de Malpighi
de Triatoma vitticeps, quando coradas com orceina lacto-acética, e essa mesma
regidao foi fortemente marcada pela prata, indicando que esta estrutura era o
nucléolo. Esta associagéo, citologicamente vista, entre nucléolo e heterocromatina,
assume maior importancia nas células germinativas, pois pode levar a ocorréncia de
falhas nas disjungées, translocagbes e heteromorfismos, envolvendo as regides
heterocromaticas e de DNAr e, portanto, atua como fator de evolugédo do cariétipo ao
longo do processo de especiagdo (revisdo em MORIELLE, 1987).

Em células somaticas dos tubulos de Malpighi de Triatoma infestans, o
nucléolo também acha-se intimamente associado ao corpo heterocromatico, as
vezes, formando um anel em torno dele (MELLO & DOLDER, 1978, 1980; VIDAL &
MELLO, 1987).

Outros relatos da literatura tém demonstrado, também, que as técnicas
de coloragdo pela prata revelam outras regiées em adicdo as RONs, tais como as
regides heterocromaticas e centroméricas (VENDRAME & CELLA, 1993).

No estudo realizado por TAVARES & AZEREDO-OLIVEIRA (1997b),
encontrou-se que as metafases espermatogoniais nao apresentavam blocos

nucleolares definidos. No entanto, em préfase |, especialmente no “estadio confuso”,
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um bloco proeminente, com uma estrutura vesicular, foi observado em T.
brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia e T. rubrovaria. Ao passo que, T. sordida
mostrou um ou dois blocos impregnados pela prata no estagio confuso da préfase |
meidtica. Esse trabalho mostra, portanto, uma clara associagdo entre blocos
heterocromaticos de cromossomos sexuais e impregnagdo pela prata no estadio
confuso da profase | meidtica em triatomineos.

As metafases espermatogoniais das seis espécies do género
Rhodnius, estudadas no presente trabalho, apresentaram algumas marcagées, umas

fracas, outras mais evidentes.

Em nucleos da profase | meidtica, “estadio confuso” da espécie P.

megistus, TARTAROTTI (1998) observou a presenga de um corpusculo nucleolar
fortemente impregnado pela prata e cromossomos ligados a regio nucleolar, sendo
que na espécie P. herreri ocorreu a presencga de varios pontos nucleolares no interior
do nucleo e de um corpusculo nucleolar fortemente impregnado. Em P. herreri, ndo
se observou o formato caracteristico do nucléolo, mas os cromossomos sexuais sdo
fortemente impregnados pelos ions prata.

Esse mesmo autor observou, também, que 0S Cromossomos sexuais
de Panstrongylus megistus e P. herreri possuem atividade organizadora nucleolar
apresentando-se fortemente impregnados durante os varios estadios da préfase |
meidtica. Seus dados reforcaram que, nas espécies analisadas, ocorre
fragmentacé@o do nucléolo e, apds esta fase, sdo notados corpusculos e fragmentos
nucleolares que se espalham no interior celular, indicando a ocorréncia do fendomeno
chamado de “persisténcia do material nucleolar” durante o ciclo celular. Nas duas
espécies de triatomineos estudadas, foi possivel observar o nucléolo até o final da
diacinese e, a partir desta fase, confirmar a presencga dos corpusculos ou fragmentos
nucleolares, mesmo nos estadios mais avangados da divisdo, como anafase e
teléfase.

Segundo TARTAROTTI (1998), estes corpusculos ou fragmentos
podem ser restos nucleolares que permanecem durante todo ciclo da célula. Assim,
pode-se inferir a possibilidade do nucléolo ndo desaparecer totalmente em
triatomineos, permanecendo sob forma de pequenos corpusculos pré-nucleolares
que irdo se reunir “de novo” para formar o préximo ciclo nucleolar que, no caso da

meiose, sO sera completado se ocorrer fertilizagdo e formacdo de um zigoto. Esse
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pesquisador afirmou que, nestes Heteroptera, ocorre reativagdo de sintese de RNAr
pos-meidtica, provavelmente relacionada a diferenciagdo celular.

Os nucleos da préfase | meidtica (“estadio confuso”) de Rhodnius
domesticus, R. neglectus, R. neivai, R. pallescens e R. prolixus, apresentaram, neste
trabalho, blocos cromossémicos impregnados pelos ions prata. Em R. robustus
estes nucleos apresentaram-se, no inicio da profase, com apenas uma grande
marcagdo e, num estadio mais avangado, apresentaram de trés a quatro
corpusculos impregnados pelos ions prata.

Nos nucleos da préfase | meidtica, em dipléteno-diacinese, das
espécies Rhodnius domesticus, R. neglectus, R. neivai, R. prolixus e R. robustus foi
possivel verificar que os blocos cromossdmicos impregnados pelos ions prata
sofreram fragmentagdo, originando dois ou mais corpusculos nucleolares. Nas
espécies R. domesticus e R. prolixus observou-se, no final de diacinese que 0s

Cromossomos sexuais apresentavam uma nitida impregnagéao pelos ions prata.

Nas metafases de primeira divisdo meidtica das seis espécies

estudadas, observou-se corpusculos e fragmentos nucleolares dispersamente
localizados e pequenas marcagées nos autossomos das espécies R. neglectus e R.
neivai. No entanto, ndo ha total certeza que estas pequenas marcagées nos
autossomos sejam RONs. Nas metafases da segunda divisdo meidtica, dessas
mesmas espécies verificou-se também corpusculos e/ou fragmentos nucleolares
nitidamente marcados. Estes achados evidenciam que nestas espécies, assim como
nas espécies de triatomineos do género Panstrongylus estudadas por TARTAROTTI
(1998), ocorre o fendébmeno de “persisténcia do material nucleolar”.

AZEREDO-OLIVEIRA (1990) encontrou também, em T. vitticeps,
T.pallidipennis, T. infestans e T. maculata, corpusculos nucleolares deslocados em
relagéo aos cromossomos principalmente nas placas metafasicas da primeira divis&o
e, algumas vezes, na anafase.

O fendmeno denominado "persisténcia do material nucleolar”, isto &, a
presenca do nucléolo através da divisdo celular foi observado nos dinoflagelados e
tem sido descrito em células malignas de mamiferos. Em células embrionarias com
carcinoma, o nucléolo esta presente e transcricionalmente ativo em toda a mitose.
Isto mostra que a mitose por si s6 ndo € um insuperavel obstaculo para a transcricao
de RNAr (WACHTLER & STAHL, 1993).
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Foi constatado, ao nivel de microscopia eletronica, que durante a
mitose, o nucléolo, geralmente, desaparece no final da préfase e reaparece na
teléfase. Este processo € acompanhado pela cessagdo da sintese de RNAr. O
desaparecimento n&o é total, pois 0 material corado pela prata pode ser observado
nas RONs cromossdmicas no decorrer da mitose. Na teléfase, o componente fibrilar
denso reaparece, seguido mais tarde pelo material granular, corroborando a viséo
de que o componente granular corresponde a um passo mais tardio na biogénese
dos ribossomos do que o componente fibrilar. O reaparecimento, relativamente
rapido, do nucléolo, apos a cariocinese, € muito provavel ndo ser somente devido a
sintese "de novo" do material nucleolar, mas também, devido a reconstrugdo do
nucléolo a partir do material nucleolar que esta disperso no nucleo e citoplasma
durante a préfase. O aumento no material corado pela prata, observado apds as
mitoses, n&o é abolido por inibigdo da sintese protéica, indicando deste modo que a

reconstrucdo do nucléolo ndo depende s6 do material sintetizado novamente
(WACHTLER & STAHL, 1993).

Apds a desorganizagdo, o material nucleolar pode comportar-se de

duas ou trés maneiras. Parte dele dissolve-se na profase, no nucleocitoplasma
comum e retorna a reorganizagdo do nucléolo na tel6fase; outra parte permanece
associada com as RONs durante todo o estagio da mitose; uma terceira parte junta-
se a bainha pericromossomal dos cromossomos condensados e move-se de volta
para o0 nucleo com a descondensagdo dos cromossomos na telofase
(SCHWARZACHER & WACHTLER, 1993; GONZALEZ-GARCIA & RUFAS, 1995).

Durante a mitose, a sintese de RNAr é pouco regulada, proteinas que
desempenham um papel central na transcricdo dos genes DNAr, tais como RNA
polimerase | e DNA topoimerase permanecem associadas com a RON
cromossomal, a qual também ancora os genes para RNAr. O mecanismo que
modula a atividade dos genes RNAr durante a mitose pode prover um interessante
caso para analisar o controle da atividade génica e estrutura. A reorganizagéo pos-
mitética do nucléolo depende da interagdo de duas entidades separadas, a RON e
os corpos pré-nucleolares. Os corpos pré-nucleolares aparecem na teléfase e séo
completamente dispersos no inicio da reformagdo dos nucleos filhos quando eles
progridem para a fase G1 (SCHEER & WEISENBERGER, 1994).

A desorganizagao do territério nucleolar e a subseqguente dispersao das

proteinas nucleolares estdo entre os primeiros eventos da mitose. Esta dispersdo
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ndo é simplesmente devida ao desligamento da transcri¢do ribossomal, pois o ciclo
celular & dependente de modificagdes das proteinas nucleolares que também tém
lugar ao mesmo tempo (HERNANDEZ-VERDUN, 1991).

A persisténcia de corpos semelhantes a nucléolos durante a mitose da
suporte a idéia que o material nucleolar ndo se rompe completamente durante a
metafase e anafase, tendo um significado funcional ainda ndo muito claro. Pode ser
hipotetizado que estes corpos carregam um primeiro ou novo material ou represente
uma fonte de RNA nucleolar para as células filhas enquanto o novo nucléolo esta
sendo organizado (MELLO, 1995).

Em Allium sativum (SATO & KAWAMURA, 1981), foram estudados os
"corpusculos transportadores de RONs" durante o ciclo celular mitético. Estes
corpusculos sofreram um processo de condensagdo e descondensacgéo durante o
ciclo, isto &, alguns deles eram deformados em configuragdes alongadas como

filamentos, na anafase; segmentados em pequenos granulos C positivos dentro do

nucleo da teléfase até intérfase e novamente organizados em segmentos C positivos

completamente condensados, na préfase. Entretanto, um dos "corpusculos
transportadores de RON" nao sofreu modificagdes morfoldgicas, persistindo no
estado condensado durante todo o ciclo mitético.

A espécie Acheta domesticus (Orthoptera) possui dois pares principais
de cromossomos com RONs. Nas oogodnias e ovécitos desse inseto ocorre
amplificagdo do DNAr localizado nos autossomos 6 e 11. O DNA amplificado forma
um corpusculo que se separa dos cromossomos meidticos e, posteriormente, se
distribui em milhares de nucléolos envolvidos na sintese do RNAr. Corpusculos de
DNAr extra-cromossdmicos foram, também, encontrados em células de linhagem
germinativa de varias espécies de insetos como em Dytiscidae e Chrysopa perla
(Neuroptera) (KATO 1968, GRUZOVA et al., 1972 apud CZAKER, 1978) e em
odcitos de alguns vertebrados (BROWN & DAWID 1968, GALL 1969 apud CZAKER,
1978).

MELLO (1995) encontrou corpos semelhantes a nucléolos associados
aos cromossomos ou livres no citoplasma, durante a mitose, em células humanas
MCF-10A, concordando, portanto, com outros autores que mostram a persisténcia
do nucléolo durante a mitose em varias células de mamiferos cultivadas in vitro.

No presente estudo ainda, durante a metafase da segunda divisédo
meidtica, observou-se uma nitida impregnacéo pelos ions prata dos cromossomos
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sexuais das espécies Rhodnius domesticus e R. pallescens. Em R. prolixus e R.
robustus verificou-se que um dos cromossomos sexuais apresentava-se menos
condensado ou corado.

CZAKER (1978) assinala que a reducgédo na coloragdo ou impregnacao
pela prata das RONs pode refletir uma varidvel atividade do material RON
(nucleolar).

No trabalho de TAVARES & AZEREDO-OLIVEIRA (1997b), foi
verificado que a primeira metafase meidtica revelou impregnagdo em alguns
cromossomos de T. brasiliensis e T. sordida. Entretanto, na segunda metafase
meidtica nenhuma indicagdo de impregnacéo cromossdmica pdde ser detectada em
qualquer das espécies.

O estudo dos cromossomos metafésicos dos triatomineos através da
impregnacao por ions prata foi dificultado porque os cromossomos apresentam

tamanho pequeno e alto grau de compactagdo. Esses aspectos podem dificultar o

acesso do corante aos componentes cromossomicos especificos.

Para obtencdo de uma melhor localizagdo das RONs, pode-se também
empregar a técnica de hibridizagdo in situ de sequéncias de nucleotidios. Esta vem
sendo usada em estudos evolutivos de espécies de dipteros fornecendo importantes
informacgdes, incluindo conservagdo de genes em grupos de espécies proximas
(WHITING & JEFFREY, 1987; WHITING et al, 1989; SCHMIDT et al., 1988).
Pretende-se, futuramente, utilizar esta técnica nas espécies de triatomineos
estudadas neste trabalho e em outras, dos géneros Triatoma e Panstrongylus, nas
quais a impregnagdo por ions prata ja foi evidenciada, para uma possivel
confirmagao das localizagées das RONSs.

Nas anafases meidticas das duas espécies estudadas por
TARTAROTTI (1998), Panstrongylus herreri e P. megistus, ocorreu a presenca de
corpusculos e fragmentos nucleolares em cada polo da célula em divisdo. Nas
espécies Rhodnius domesticus, R. neglectus, R. neivai, R. pallescens, R. prolixus e
R. robustus as anafases meidticas também apresentaram fragmentos e/ou
corpusculos nucleolares dispersos, ao passo que na espécie R. domesticus,
observou-se corpusculos impregnados pelos ions prata, durante a teléfase Il, em
cada polo da célula.

Além da presenca destes fragmentos e/ou corpusculos nucleolares, as

anafases meidticas da espécie R. neivai apresentaram pontes anafasicas, que
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podem aparecer espontaneamente, ou como uma conseqléncia da irradiagdo ou
tratamento quimico, nos tecidos somaticos ou da linhagem germinativa. Essas
pontes s&o especialmente interessantes porque possuem um significado evolutivo e
sua origem pode ser diversa. Algumas vezes, aparecem como consequéncia de um
crossing-over na alga de uma inversdo paracéntrica. Qutras vezes, resultam de um
crossing-over invertido ou quebra cromossdmica com unido das cromatides irmas ou
por algum tipo de troca entre metades de cromatides (MESA & MESA, 1967).

As espermatides, no inicio de espermiogénese, apresentaram-se, em
Rhodnius neglectus e R. pallescens com uma Unica marcagdo nucleolar, em R.
neivai e R. prolixus com duas marcagdées nucleolares e em R. domesticus e R.
robustus, com até trés marcagdes nucleolares impregnadas pelos ions prata.

Fendmeno semelhante foi observado por TAVARES & AZEREDO-
OLIVEIRA (1997b) em triatomineos do género Triatoma. Nesses insetos, as

espermatides, no inicio da espermiogénese, mostraram um grande bloco e outros

menores dispersos no nucleo de T. brasiliensis e T. rubrovaria. A espécie T. sordida

mostrou um ou dois blocos neste estagio, enquanto que T. leticularia e T. delpontei
um, dois, trés ou mais pequenos blocos puderam ser observados. No final da
espermiogénese somente um unico bloco foi visto nas espermatides de T.
brasiliensis, T. delpontei e T. sordida.

As espermatides dos triatomineos, P. megistus e P. herreri, mostraram
um corpusculo nucleolar, na periferia nuclear, e o subsequente desaparecimento
deste corpusculo ap6s diferenciagdo (TARTAROTTI, 1998).

Em estadios mais avancados da espermiogénese as seis espécies
estudadas, no presente trabalho, apresentaram uma Unica marcagao nucleolar.

Segundo TAVARES (1996) estas marcagdes, nas espermatides de
triatomineos sdo bastante semelhantes as encontradas em outros vertebrados, nas
quais as RONs sado detectadas durante toda a profase meidtica, até o paquiteno,
estando completamente ausentes nas metafases | e Il e reaparecendo nos nucleos
das espermatides, quando a célula retorna momentaneamente a sintese proteica.

Durante o processo da espermiogénese, em vertebrados, as células de
espermas maduros férteis progridem até certo ponto de maneira simples formando
espermatides. Em mamiferos, o sistema de diferenciagéo celular representa a unica
fase do ciclo de vida na qual a questéo da expressédo dos genes hapldides pode ser
investigada.
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HOFGARTNER et al. (1979) estudaram a espermatogénese de quatro
espécies de mamiferos (Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus e Cavia
cobaya), através da impregnagdo por ions prata, e encontraram que estas espécies
mostravam um padrdo muito similar de atividade das RONs durante os varios
estagios da espermatogénese. Precipitados de prata foram detectados nas
espermatogdnias em crescimento e até o estagio de paquiteno da préfase meidtica.
Foi observado que durante as metafases meidticas | e Il e durante a intercinese a

coloracao pela prata desaparece completamente. O ressurgimento da impregnacéo

pela prata ocorre nas espermatides iniciais de forma arredondada indicando uma

reativagdo pds-meidtica de RONs. Este processo ndo persiste além da fase de
elongacao.

Variagbes ultraestruturais e funcionais do nucléolo também foram
observadas em espermatides, durante a espermiogénese do camundongo. As RONs
reassumem sua atividade nessas células, logo apés as duas divisdes meidticas,
durante a fase de diferenciagéo da espermatide e o nucléolo apresenta entdo uma
estrutura especifica contendo os componentes fibrilares de um nucléolo ativo. Esta
atividade cai durante a fase de capuz, durante a qual o nucléolo sofre um processo
de segregacéo de seus componentes. Nenhuma estrutura nucleolar é visivel durante
as fases acrossémica e de maturagdo da diferenciagdo da espermatide (MIRRE &
KNIBIEHLER, 1985).

Os resultados obtidos, neste trabalho, com as espécies do género
Rhodnius coincidiram com as caracteristicas de “persisténcia do material nucleolar”
e da “cromatide retardataria” encontradas nos géneros Triatoma e Panstrongylus.
Corroboram também com os achados, em vertebrados, sobre a atividade nucleolar e
transcricdo do RNAr, durante as fases da meiose. Portanto, pode-se sugerir que
estas caracteristicas sejam comuns também a maioria dos Heteroptera.

Em todas as espécies analisadas observou-se nos nucleos, em vérias fases,
associacao entre nucléolo e regides fortemente coradas pela orceina lacto-acética.
Estas regibes, pelas caracteristicas de coloracdo, podem ser consideradas como
heterocromaticas. Muitas vezes, observa-se o nucléolo circundando a massa
heteropicnética, evidenciando a intima relagéo funcional entre essas estruturas e
reforcando, para estes organismos, a indicacdo de que as RONs estdo localizadas

Nnos cromossomos sexuais das espeécies Rhodnius domesticus, R. pallescens e R.
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prolixus e no(s) autossomo(s) das espécies R. neglectus e R. neivai que sao
heterocromaticos.

As espécies analisadas, neste estudo, apresentaram algumas
caracteristicas, que permitiram sugerir a presenga de variabilidades interespecificas.
Podem ser citados, como exemplos: a) presenga de pontes cromatinicas anaféasicas,
visualizadas somente nas anafases da espécie Rhodnius neivai, b) variagdo no
numero de marcagdes nucleolares nos nucleos da préfase |, por ions prata, c)
impregnacdo dos cromossomos sexuais durante a diacinese, nas espécies R.
domesticus e R. prolixus e, durante a metafase, da segunda divisdo meiédtica, nas
espécies R. domesticus e R. pallescens.

Todos estes aspectos podem representar, de maneira geral, aspectos
intrinsecos que talvez interferiram em caracteristicas adaptativas evolutivas desses
insetos. Estas caracteristicas podem refletir em aspectos fenotipicos e habitos, como

a presenca de espécies do género Rhodnius em ambientes domiciliares (R.

neglectus, R. neivai, R. pallescens e R. prolixus) ou estritamente silvestres (R.

domesticus e R. robustus).
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5. CONCLUSOES

O estudo citogenético das espécies Rhodnius domesticus, R.
neglectus, R. neivai, R. pallescens, R. prolixus e R. robustus, realizado no presente
trabalho, através das técnicas citogenéticas de coloragdo com orceina lacto-acética

e impregnagao por ions prata, permitiram chegar as seguintes conclusées:

A. Rhodnius domesticus, R. neglectus, R. neivai, R. pallescens, R. prolixus e R.
robustus apresentaram cariétipo 2n= 20 A + XY, o que esta de acordo com 0
nuamero modal sugerido para a familia Triatominae.

B. Os cromossomos de Rhodnius domesticus, R. neglectus, R. neivai, R.
pallescens, R. prolixus e R. robustus ndo apresentam constricdes primarias,

sugerindo serem holocinéticos, pois seus cromossomos possuem cinetécoros

difusos, isto &, distribuidos ao longo do cromossomo e nédo localizado na regido
do centrobmero. Corroborando, portanto, a hipotese de cromossomos
holocéntricos em Heteroptera.

C. Os nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos tubulos testiculares,
relacionados a nutricdo dos espermatdcitos, apresentaram regides
heteropicnéticas destacadas sob a forma de corpusculos ovalados ou irregulares
unicos, em Rhodnius neglectus e R. prolixus, duplos em R. robustus e de
diversos tamanhos e formas variadas em R. domesticus, R. neivai e R.
pallescens. A variabilidade das regides condensadas da cromatina,
provavelmente heterocromaticas, relaciona-se as diferengas da atividade

transcricional existentes entre essas espécies.

D. As metafases espermatogoniais das espécies Rhodnius domesticus, R.
neglectus, R. neivai, R. pallescens, R. prolixus e R. robustus apresentaram
cromossomos dispostos por toda a placa equatorial e claramente unidos por
filamentos cromatinicos que, segundo dados da literatura, representam "finos fios

intercromossomais".
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E. Na primeira profase meidtica, durante o "estadio confuso", a variagéo do
numero de corpusculos heteropicnéticos (um a trés) sugere a participagdo de
algum cromossomo autossomo, juntamente com os sexuais, na formagdo dos
cromocentros dos espermatécitos. Estes mesmos corpusculos foram também
impregnados pelos ions prata e essa associagdo entre regides tidas como

heterocromaticas e nucleolares evidencia a intima relagdo entre essas estruturas.

Nos nucleos em dipléteno-diacinese das espécies estudadas verificou-se que 0s
blocos cromossdmicos impregnados por ions prata fragmentaram-se, originando
dois ou mais corpusculos nucieolares-_ Nas metafases da primeira e segunda
divisdo meidtica, verificou-se a presenga desses corpusculos e fragmentos
nucleolares dispersamente localizados na placa metafasica, permanecendo
durante a anafase e, algumas vezes, até a teldfase. Estes achados evidenciam a

ocorréncia do fendbmeno de "persisténcia do material nucleolar”.

. Os cromossomos sexuais apresentaram-se com duas disposicdes na placa

equatorial da primeira divisdo meidtica: na periferia junto ao anel formado pelos
autossomos (Rhodnius domesticus); no centro da placa metafasica e/ou
aleatoriamente distribuidos por ela, (R. neglectus, R. neivai, R. pallescens, R.
prolixus e R. robustus). Na metafase da segunda divisdo meidtica os
Cromossomos sexuais apresentaram-se sempre no centro do anel formado pelos
autossomos, em todas as espécies analisadas. Este comportamento da
distribuicdo dos cromossomos sexuais, preferencialmente, no centro da placa
metafasica esta de acordo com o nimero de cromossomos sexuais (XY) desses

triatomineos.

. A impregnacdo pelos ions prata foi nitida nos cromossomos sexuais das
espécies Rhodnius domesticus, R. pallescens e R. prolixus, sugerindo serem
esses cromossomos portadores das Regides Organizadoras Nucleolares
(RONSs). Nas espécies (Rhodnius neglectus e R. robustus) ha evidéncias da
participacdo de cromossomos autossomos na organizacdo do nucléolo. A
variabilidade da impregnagéo dos ions prata nos cromossomos sexuais reflete as

alteragdes da atividade transcricional das RONSs.
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As anafases meidticas de todas as espécies do género Rhodnius estudadas
neste trabalho apresentaram cromossomos com migragdo tardia, observados
também na teléfase (Rhodnius neglectus) e em forma de pontes cromatinicas
anafasicas (R. neivai). Sugere-se que estes cromossomos retardatarios sejam
sexuais, pois este fendmeno foi verificado anteriormente em algumas espécies
vegetais e animais e esta caracteristica € considerada como frequente nesses

Cromossomaos.

Nas espermatides em inicio da espermiogénese foram observados pequenos
pontos cromatinicos condensados e até trés nitidas marcagdes nucleolares com
ions prata. Em estadios mais avangados da espermiogénese as seis espécies
estudadas do género Rhodnius apresentaram nas espermatides uma unica
marcagao nucleolar impregnada por ions prata. A presenca dessas marcagdes

nesses triatomineos relaciona-se com a retomada da sintese protéica e,

consequentemente, da reativagdo de sintese de RNAr pds-meidtica, necesséria

para a manutencao do fendmeno de diferenciagéo celular que ocorre nesta fase.

. A variabilidade das caracteristicas interespecificas, tais como presenga de pontes
cromatinicas anafasicas, variagdo no numero de marcagdes nucleolares nos
nucleos da profase |, impregnacdo dos cromossomos sexuais durante a
diacinese e metafase Il, podem representar aspectos intrinsecos que tenham
interferido na adaptagdo evolutiva, refletindo no fenétipo e nos habitos

domiciliares ou silvestres desses triatomineos.
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6. RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi realizar um estudo comparativo
entre seis espécies de triatomineos do género Rhodnius (R. domesticus, R.
neglectus, R. neivai, R. pallescens, R. prolixus e R. robustus), através da analise das
diversas fases da espermatogénese, acompanhamento do ciclo nucleolar,
localizagado das Regibes Organizadoras Nucleolares (RONs), a fim de verificar a
ocorréncia de variabilidade interespecifica e ampliar o entendimento da evolugéo
cromossomica entre estas espécies.

As preparagbes citologicas dos tubulos testiculares foram obtidas pelo
método convencional de esmagamento celular e posterior aplicagdo das técnicas
citogenéticas de coloragdo com orceina lacto-acética e impregnacéo por ions prata.

Rhodnius domesticus, R. neglectus, R. neivai, R. pallescens, R.
prolixus e R. robustus apresentaram o cariétipo 2n= 20 A + XY, concordando com o

numero modal sugerido para a subfamilia Triatominae. As seis espécies ndo

apresentaram constricbes primarias nos cromossomos caracterizando-se, portanto,
como holocéntricos.

Em triatomineos, durante a primeira divisdo meiética, os cromossomos
sexuais apresentam-se dispostos de duas maneiras na placa equatorial. A primeira é
caracterizada por um anel formado na periferia da placa metafasica pelos
autossomos, sendo que os cromossomos sexuais ficam no centro deste anel. Na
outra forma de disposi¢do, os cromossomos ficam em uma posi¢do periférica da
regido equatorial do fuso. No presente estudo, verifica-se as duas formas de
disposi¢cdo dos cromossomos sexuais. Nas metafases |l, os cromossomos sexuais
encontram-se sempre no centro do anel de autossomos, reforgando assim o
comportamento pos-reducional destes cromossomos.

A impregnacao por ions prata foi nitida nos cromossomos sexuais das
espécies Rhodnius domesticus, R. pallescens e R. prolixus, sugerindo, portanto,
serem esses cromossomos portadores das Regides Organizadoras Nucleolares. Nas
outras espécies (R.neglectus e R. robustus) ha evidéncias da participagdo de
cromossomos autossomos na organizagdo dos nucléolos.

O fendmeno da "cromatide retardataria" € frequente em meiose e
funciona como um mecanismo de eliminagdo cromossdmica geneticamente

determinado. Este fendmeno ocorre na anafase de todas as espécies do género
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Rhodnius estudadas neste trabalho. Pontes cromatinicas anafasicas também estéo
presentes na espécie R. neivai. Estas pontes podem aparecer espontaneamente ou
como uma consequéncia da irradiagédo ou tratamento quimico, nos tecidos somaticos
ou da linhagem germinativa. As pontes cromatinicas anafasicas sdo interessantes
pois possuem um significado evolutivo e sua origem pode ser diversa.

Nas metéfases da primeira divisdo meidtica, impregnadas por ions
prata, das espécies Rhodnius domesticus, R. neglectus, R. neivai, R. pallescens, R.
prolixus e R. robustus foi possivel observar corpusculos e fragmentos nucleolares
dispersamente localizados. Na metafase da segunda divisdo meidtica estes
fragmentos foram evidenciados somente nas espécies R. neglectus, R. neivai, R.
pallescens e R. prolixus. Os fragmentos e/ou corpusculos persistem durante a
anafase em todas as espécies e na teléfase |l da espécie R. domesticus.

Estes achados evidenciam a ocorréncia do fenomeno de "persisténcia
do material nucleolar”, que seria devido a fragmentagdo do nucléolo durante a

profase | meidtica. Assim pode-se inferir a possibilidade do nucléolo n&o

desaparecer totalmente em triatomineos, permanecendo sob a forma de pequenos
corpusculos pré-nucleolares que irdo se reunir “de novo" para formar o proximo ciclo
nucleolar que, no caso da meiose, s6 sera completado se ocorrer fertilizagédo e
formagdo de um zigoto. Nestes Heteroptera, portanto, ocorre a reativagdo da sintese

de RNAr pés-meiotica, provavelmente relacionada a diferenciag&o celular.
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7. ABSTRACT

The objective of this work was a comparative study on six species of
triatomines which belong to the genus Rhodnius (R. domesticus, R. neglectus, R.
neivai, R. pallescens, R. prolixus and R. robustus), through the analysis of the
different phases of spermatogenesis, the acompaniament of the nuclear cycle, the
localization of nuclear organizing regions (NORs), with the aim of verifying the
occurrence of interespecific variation and to increase the understanding of
chromosome evolution in these species.

The cytological preparations of the testicular tubes were obtained by the

conventional method of cell smears and posterior aplication the techniques of
cytogenetic staining with lacto-acetic orcein and impregnation with silver ions.

Rhodnius domesticus, R. neglectus, R. neivai, R. pallescens, R.
prolixus and R. robustus present the karyotype 2n= 20 A + XY, which agrees with
the modal number suggested for the subfamily Triatominae. These six species do not
show primary constrictions on the chromé:somes, which characterizes them,
therefore, as being holocentric.

In triatomines, during first meiotic division, the sex chromosomes
present themselves arranged in two ways on the equatorial plate. The first is
characterized by a ring formed on the perifery of the metaphase plate by the
autosomes in the center of the ring. In the other arrangement, the chromosomes
assume a periferal position on the spindle. In the present study both forms of
arrangement of the sex chromosomes were verified. In metaphase Il, the sex
chromosomes are always found in the center of the ring of autosomes, which
reinforces the post-reductional behavior of these chromosomes.

Silver impregnation was clear in the sex chromosomes of Rhodnius
domesticus, R. pallescens and R. prolixus which therefore suggests them to be the
carriers of the nuclear organizing regions. In the other species (R. neglectus and R.
robustus) there are evidences for the participation of autosomes in the organization
of the nucleolus.

The phenomenon of chromatid lagging is frequent in meiosis and
functions as a genetically controlled mechanism of chromosome elimination. This
phenomenon occurs at anaphase of all species of Rhodnius included in this study.

Anaphase chromatin bridges are also present in R. neivai. These bridges can occur
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spontaneously or as consequence of irradiation or chemical treatment, in somatic
tissue or in germinative lines. The anaphase chromatin bridges are of interest since
they have evolutionary significance and can have several origins.

At methafase of first meiotic division silver impregnation in the species
Rhodnius domesticus, R. neglectus, R. neivai, R. pallescens, R. prolixus and R.
robustus permitted the observation of locally dispersed nuclear bodies and
fragments. At metaphase of second meiotic division these fragments were observed
only in the species R. neglectus, R. neivai, R. pallescens and R. prolixus. The
fragments and/or corpuscles persisted during anaphase in all the species and at
telophase |l of the species R. domesticus.

These discoveries reveal the occurrence of the phenomenon of
persistence of nuclear material, which would be the result of the fragmentation of the
nucleus during first meiotic prophase. Thus, it can be inferred that the nucleus

possibly does not disappear entirely in triatomines, but remains in the form of small

pre-nuclear corpuscles which will unite "de novo" to form the next nuclear cycle

which, in the case of meiosis, will only be completed if fertilization occurs and a
zygote is formed. In these Heteroptera, therefore, the reactivation of synthesis of
rRNA is post-meiotic, probably related to cell differentiation.
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