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l. INTRODUGAO

1. Aspectos bioldgicos e médico-sanitarios dos triatomineos

A familia Reduviidae reune, segundo Costa Lima (1940), nada menos de
3.200 espécies de insetos, distribuidos em 19 subfamilias, dentre as quais se
sobressai, como de importancia médica, a subfamilia Triatominae, o grupo zooldgico
que encerra os insetos Reduviideos hematéfagos, isto €, que se alimentam de
sangue. Alguns autores julgam que as espécies hematofagas devem constituir uma
familia - Triatomidae - distinta da familia Reduviidae. Mas, como assinalam Costa
Lima (1940), Usinger (1943) e outros, isto equivale a exagerar desnecessariamente
a importancia dos "barbeiros", s6 porque eles tém interesse médico.

A importancia dos triatomineos, especialmente do género Triatoma em
parasitologia humana, liga-se ao fato deles serem transmissores do Trypanosoma
cruzi, agente causal da doenga de Chagas.

A doenca de Chagas era primitivamente restrita ao ambiente silvestre, onde
infectava mamiferos de pequeno porte em vastas extensées do continente
americano, transmitida por triatomineos também silvestres. Esta situagdo persiste
até hoje em regides esparsas ou virgens da América, configurando o carater
epidemiolégico de uma enzootia silvestre. Em geral, a presenga do T. cruzi néo
parece afetar significantemente os triatomineos e mamiferos silvestres naturalmente
infectados, o que sugere a existéncia de um certo equilibrio entre as espécies, fruto
de longos periodos de adaptagéo. Portanto, a existéncia da doenga de Chagas
humana é um fato "acidental", na medida em que o homem foi entrando em contato
com os focos naturais e provocou desequilibrios ecolégicos, que fizeram com que
os triatomineos infectados fossem paulatinamente se adaptando a casas rurais de
ma qualidade.

Essa visdo ‘"ecologica" explica apenas parcialmente o processo de
desencadeamento dos mecanismos que levaram ao aparecimento da doenca em
seres humanos. Além disso, sdo muito importantes os determinantes econdémicos,
sociais e culturais, pois como algumas outras moléstias, a doenga de Chagas é
propria da pobreza, com suas consequéncias tipicas, como as condigdes precarias
de moradia, de saneamento e de educagao.

+ Disseminada por grandes extensdes do Brasil e de outros paises latino-
americanos, esta doenga representa um importantissimo e grave problema de
saude publica, ndo somente pelos elevados indices de prevaléncia como pelos
danos que causa a populagdo. Deve-se considerar ainda, que a doenga humana
apresenta limitagdes e dificuldades aos tratamentos especifico e sintomatico, o que
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se agrava pela precariedade geral da vida dos contigentes humanos mais expostos
a infecgdo. Portanto, o carater cronico da doenga, e a populagéo afetada ou sob
risco predominantemente rural e sem qualquer poder de reinvidicagéo determinam
que a prioridade conferida ao controle da endemia chagasica seja "instavel e
precaria".

Ainda em relacdo a doenga de Chagas, percebe-se claramente que sua
epidemiologia e as tecnologias disponiveis limitam o controle da transmissao natural
a intervenga@o no vetor. Além disso, o grande numero de reservatorios animais e, a
inexisténcia de drogas que possam ser usadas em larga escala, tornam impossivel
o controle na perspectiva do esgotamento das fontes de infecgao.

O programa de controle da doenga de Chagas no Brasil, instituido a rigor, a
partir de 1975, priorizou de inicio, o controle da transmissdo primaria do vetor,
empregando a metodologia entdo adotada, o controle quimico de Triatoma
infestans, 0 mais importante vetor.

No sentido de atualizar as informagdes disponiveis sobre a distribuicdo dos
vetores e a prevaléncia da infecgdo humana, entre 1975 e 1980 foram promovidos
inquéritos entomoldgicos e sorolégicos, por amostragem em todo o pais (Camargo
et alii, 1984). Com base na informagéo colhida, foi redesenhada a area endémica
até entdo conhecida, identificadas aquelas de maior risco e, a partir dai, priorizadas
as aglOes de controle.

A area originalmente endémica, ou com risco de transmissdo, correspondia
em 1983, a 36% do territério do pais, com triatomineos domiciliados em mais de
2.000 municipios. A populagao sob risco era de aproximadamente 60 milhées, com
4,2% da populacéo rural infectada (Camargo et alii, 1984). Desde 1975, cerca de
60% dessa area ja estava coberta pelo programa de controle. A partir de 1982, essa
area foi sendo ampliada. E, em 1983, alcangou-se a totalidade da area com vetores
domiciliados e, o controle vetorial foi exercido em carater pleno. Assim se manteve
pelo menos até o ano de 1986, quando repetidas epidemias de dengue
comprometeram em grande medida as atividades de controle da doencga de Chagas.

Os indicadores entomolégicos de uso corrente (Silveira, 1993), revelaram a
virtual eliminagao de Triatoma infestans. Inquéritos sorologicos em grupos etarios
jovens confirmaram o impacto sobre a transmissdo. Dados de morbidade, e também
de mortalidade, sdo fortemente sugestivos de que o controle do vetor determinou
importante redugdo no numero de casos e de 6bitos atribuidos a doenga de Chagas.

Por outro lado, merece também mengao o fato de que a doenga de Chagas €
ainda, no grupo de enfermidades infecciosas e parasitarias, a terceira causa de
obito (13,5%), e que o numero absoluto de ébitos na década passada (1980/90) foi
de aproximadamente 6.000/ano; o que, por si so justifica ainda todo o investimento
no controle da doenga (Silveira e Resende, 1994).
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No caso de outras espécies de vetores, as respostas tém sido menos
satisfatérias, em especial para aqueles de maior importancia ecolégica e ainda
presentes em focos silvestres, tais como: Triatoma brasiliensis, T. pseudomaculata,
T. sordida e outras (Silveira et alii, 1993).

Toda esta atividade de controle desenvolvida fez com que a importancia
relativa desses vetores fosse significativamente alterada e, de outra parte, que
novos conhecimentos fossem produzidos, e incorporados a metodologia entéo

empregada.
A partir de entdo, foi proposto que as espécies fossem agrupadas nas

categorias seguintes, que determinam diferentes objetivos e expectativas sob o

ponto de vista do controle:

Grupo 1 : Triatoma infestans (Klug, 1834), T. rubrofasciata (De Geer, 1773)

Tém em comum o fato de que sé&o espécies "introduzidas" e estritamente
domiciliares no Brasil. Como tal, podem ser eliminadas, sem possibilidade de
reinfestagcao a partir de focos extradomiciliares.

Grupo 2: Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835), Triatoma brasiliensis
(Neiva, 1911)

Séao espécies "nativas" de diferentes areas do pais. Em fungéo disso, néo séo
passiveis de eliminagdo pelo controle quimico continuo e regular, uma vez que as
casas tratadas podem ser reinfestadas a partir de focos silvestres. Pode-se manter
apenas niveis de infestagdo com menores probabilidades de transmisséo. As duas
especies tém em comum, além do fato de que sdo nativas e de que ocupam e
colonizam a casa com muita constancia, o fato de que invadem o domicilio mesmo
quando nao se encontram esgotadas as fontes de alimentag&o no peridomicilio.

Grupo 3: Triatoma pseudomaculata (Corréa e Espinola, 1964) e T. sordida
(Stal, 1859)

Sao também espécies nativas de diferentes regides do pais. Nao sao
“irradicaveis”, podendo reinvadir a habitagdo a partir de seus ecotopos silvestres.
Estdo aqui reunidas pelo fato de apresentarem marcada ornitofilia, o que as faz
vetores, até aqui, menos importantes que Panstrongylus megistus e Triatoma
brasiliensis, ainda que possam colonizar a casa, quando uma densidade critica
torna a oferta alimentar no peridomicilio insuficiente (Diotaiuti, 1991; Silveira et alii,

1903).

Grupo 4: Rhodnius neglectus (Lent, 1954), R. nasutus (Stal, 1859), R.
prolixus (Stal, 1859), Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843) e T. vitticeps (Stal,
1859).
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Neste grupo, estdo reunidas especies potencialmente vetoras, que, por
razdes e circunstancias diversas, considera-se que possam vir a desempenhar
papel relevante na transmiss&o domiciliar da doenga.

Gupo 5: Triatoma melanocephala (Neiva e Pinto, 1923), T. tibiamaculata
(Pinto, 1926), T. petrochii (Pinto e Barreto, 1925), T. circunmaculata (Stal, 1859), T.
lenti (Sherlock e Serafim, 1967), T. matogrossensis (Leite e Barbosa, 1953), T.
williami (Galvao, Souza e Lima, 1965), Panstrongylus lutzi (Neiva e Pinto, 1923), P.
geniculatus (Latreille, 1811), P. diasi (Pinto e Lent, 1946), P. tupynambai (Lent,
1942), P. lignarius (Walker, 1873), Rhodnius pictipes (Stal, 1872), R. domesticus
(Neiva e Pinto, 1923), R. robustus (Larrousse, 1927), R. brethesi (Matta, 1919),
Eratyrus mucronatus (Stal, 1859), Psammolestes tertius (Lent e Jurberg, 1965),
Microtriatoma trinidadensis (Lent, 1951).

Todas essas espécies sdo de habitos estritamente silvestres, causando
apenas a manutenc¢ao da enzootia chagasica.

Esta classificagdo corresponde a situagdo atual, no que se refere a
participagdo das diferentes espécies de triatomineos no ciclo domiciliar de
transmiss@o da doenga de Chagas no Pais. Esta sujeita, e € desejavel, a
permanente revisdo e atualizagdo, desde que, mudangas no ambiente, sobretudo

determinadas por atividade de natureza econdmica podem implicar na
"instabilidade" de focos naturais de espécies ainda nao encontradas colonizando
ecotopos artificiais (Dias, 1988; Schofield e Dujardin, 1993).

Deve-se ressaltar que, as atividades de controle quimico desses vetores
incluem, independentemente da espécie ou do grupo de espécies, pesquisa e
tratamento com inseticidas de agao residual. A extensao e frequéncia da pesquisa e
tratamento € que dependerdo do grupo ou categoria do vetor presente na area a ser
trabalhada.

Percebe-se, entretanto, que, @8 medida em que € controlada a transmisséo
vetorial, crescem em importancia os mecanismos "secundarios" e, em especial, a
transmissao por transfusdo. Na triagem de doadores em servigos de hemoterapia, a
prevaléncia tem sido da ordem de 0,61% dos soros pesquisados. E bastante
provavel que por essa via sejam hoje produzidos em maior numero oS NOVOS casos
da doenga de Chagas no Pais. Uma estimativa de 1979, apontava a ocorréncia de
20 mil novos casos da doenga de Chagas, por ano, atribuidos & transfusédo de
sangue (Amato Neto, 1979).

A infecgdo chagasica congénita esta também, definitivamente comprovada.
Essa transmissdo por via transplacentaria, € importante, e esta a exigir que sejam
realizados urgentes estudos que permitam dimensionar os seus riscos e orientar a

sua profilaxia.
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A transmiss@o por meio do leite materno tem sido aventada, mas ainda nao
se acha totalmente esclarecida (Lopes, 1983).

Aléem da justa preocupagéo no sentido de impedir que a doenga de Chagas,
através dos mecanismos de transmissdo aqui citados, se difunda sempre mais, é
igualmente necessario ter em consideragdo a situagdo em que se encontra a
populagdo ja infectada. Os cuidados com os chagasicos, inclusive o
acompanhamento dos casos assintomaticos, em fase indeterminada, constituem um
outro aspecto do controle da doenga que nem sempre € reconhecido.

O controle final da doenga de Chagas somente sera alcangado com o
desenvolvimento econémico e social das populagdes sob risco. Estas, que
representam uma parcela significativa da populagao total do Pais, tém estado a
margem do desenvolvimento, seja como agentes, seja como beneficiarios dele.
Dessa forma, a vigilancia epidemiologica, exercida de forma continua, permanente e
com o envolvimento da rede de servigo de saude e da populagao e, paralelamente a
construgdo de casas rurais higiénicas (principal reinvidicagdo dos cientistas
brasileiros que estudam a matéria), e de um trabalho de conscientizagéo a ser
desenvolvido em vastas regidées do Pais, sao os principais investimentos a serem
feitos.

Ja foram descritas mais ou menos 100 espécies de triatomineos, todas elas
capazes de albergar e transmitir o T. cruzi. As espécies mais importantes, seréo

aquelas melhor capazes de se adaptarem e colonizarem a casa do homem, ou seja,
de se domiciliarem. No Brasil, de cerca de 40 espécies descritas, as mais
importantes s&o : T. infestans, P. megistus e T. brasiliensis. Sado espécies
secundarias o T. sordida e o T. pseudomaculata, mais restritas ao peridomicilio e a

ninhos de aves.

E interessante lembrar que as aves e os vertebrados de sangue frio (lagartos,
ras, ofidios), embora sejam capazes de alimentar os barbeiros, jamais albergam o T.
cruzi em seu organismo, nao sendo portanto, felizmente, reservatorios.

Além disso, os "barbeiros" tem varios inimigos naturais, como as aranhas e
suas teias, os acaros, insetos predadores (outros heteropteras, baratas e formigas)
e vespas parasitas de seus ovos, além de bactérias, cuja acao nao esta ainda bem
esclarecida. Mas nenhum deles chega a provocar o controle nitido de suas
populacoes.

Dessa forma, o reconhecimento e a identificagcdo dos triatomineos €& de
grande relevancia em termos da epidemiologia da doenga de Chagas,
especialmente para a avaliacao de uma regidao e para o estabelecimento de um
plano de profilaxia.

De quase uma centena de espécies até hoje descritas, talvez o T.
rubrofasciata seja a unica verdadeiramente cosmopolita. E interessante notar que a
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grande maioria das espécies € americana; talvez nao atinja a uma dezena o numero
de espécies encontradas fora do nosso continente.

Na Ameérica sao encontrados desde 41° de latitude Norte (Triatoma protacta,
assinalado em Great Lake City, Utah, Estados Unidos) até 46° de latitude Sul
(Triatoma patagonica, capturada na provincia de San Luis, na Argentina).

Algumas especies preferem pequenas altitudes, vivendo em cidades a beira
mar, como o Triatoma rubrofasciata. Outras, preferem altitudes médias. Enfim
outras, como o Triatoma infestans, sado encontradas desde o nivel do mar
(Argentina) até altitudes de 3.630 metros (Bolivia).

Espécie com vasta distribuicdo na América do Sul € o T. infestans,
encontrado, segundo Neiva e Lent (1941), na Argentina, Brasil (Bahia, Minas,
Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Sao Paulo e Pernambuco), Bolivia,
Chile, Paraguai, Peru e Uruguai. Distribuicdo quase tdo vasta como a do T.
infestans é a do T. sordida, sendo porém, menos frequente do que o primeiro.

A maioria das espécies de triatomineos € silvestre; algumas entretanto, no
decurso da evolugdo e, muito provavelmente, por mutacdo genética e selegao,
adquiriram a capacidade de colonizar domicilios humanos, constituindo as espécies
denominadas domeésticas, mas que melhor seriam denominadas domiciliarias, pois
elas domiciliaram-se e nao se domesticaram. Existem, todavia, espécies que podem
ser encontradas tanto nos seus bioétopos naturais como nos artificiais, isto &, tanto
na natureza como nas moradias humanas, constituindo as espécies denominadas
vulgarmente semidomeésticas. Para Pessoa e Martins (1977), entretanto, tais
espécies constituem na realidade, duas ragas ou variedades, uma colonizando
casas e outra, biétopos naturais. No primeiro caso, isto &, de espécies estritamente
domiciliarias, a mais representativa € o T. infestans. Seu encontro em biétopos
naturais, de tao raro, era posto em duvida por varios autores, embora Mazza (1936),
na Argentina o tivesse encontrado em abundancia em ocos deixados em cascas de
arvores, em cactos e principalmente, em ninhos de aves e gambas, proximos ou
bastante afastados de povoagdes.

Outra espécie que parece ser estritamente domiciliaria no Brasil € o T.
rubrofasciata, triatomineo cosmopolita que vive nas habitagdes de numerosas
cidades do litoral e de portos maritimos. Os diversos autores que tém estudado este
inseto tém chamado a atengao para a sua ocorréncia em grande numero de casas
de uma localidade, como se da no Recife, porém, com pequena densidade. Mas,
Deane (1947) ja chamara a atengéo para o fato de que esta espécie, nos domicilios,
€ sugadora de sangue de ratos domésticos, sendo encontrada em grande numero
quando procurada nos bidtopos destes roedores, que, justamente em certas
regides, sdo os forros das casas, os telheiros, as aguas-furtadas, etc. Como nao
desce para sugar o homem, ou raramente o faz, sdo escassas as capturas, dando a
impress&o de existir em pequeno numero nas casas em que e encontrada.
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As espécies semidomésticas ou semidomiciliarias, isto &, as que sao
encontradas colonizando bidtopos naturais (na natureza) e artificiais (nos domicilios
e peridomicilios) sdo mais numerosas. Neste caso vemos que o inseto, em certas
areas é encontrado exclusivamente no biétopo natural e, em outras, somente no
artificial. Temos o exemplo do Panstrongylus megistus, que na ilha de Santa
Catarina, € encontrado exclusivamente nos bioétopos naturais. Leal, Ferreira Neto e
Martins (1961), na ilha de Santa Catarina, encontraram o P. megistus conjuntamente
com o Rhodnius domesticus colonizando em ninhos de ratos selvagens, de gamba e
de gamba-mirim. Enquanto os P. megistus, apds a ultima muda abandonam estes
ninhos e invadem as casas proximas, os adultos de R. domesticus permanecem em
seus nichos.

Mas, o P. megistus € essencialmente domiciliario em outras regiées do Brasil,
como em numerosas localidades de Minas Gerais e Bahia. Na cidade de Salvador,
foi encontrado colonizando nas casas da zona urbana de toda a cidade. O habito
que apresenta o P. megistus de colonizar quer biétopos naturais (representando as
formas primitivas do inseto) quer bidtopos artificiais (as formas adaptativas), mostra
que se tratam de duas variedades distintas de P. megistus. Uma que s6 coloniza
nos biotopos naturais e que quando invade os domicilios o faz de maneira
ocasional, como se da com outros insetos, mas que ndo tem capacidade de
colonizar nas habitagdes; outra, uma variedade domiciliaria, que, como qualquer
outro inseto caseiro, coloniza nas residéncias humanas, perdendo a capacidade,
devido a mutacado genética, de colonizar nos biétopos naturais primitivos. Existem
outras espécies importantes, que mostram o mesmo fenémeno, de colonizarem em
biétopos naturais e artificiais, como por exemplo: o T. brasiliensis e T. maculata,
encontrados em nichos de mocds e nos domicilios no Nordeste; o T. sordida em S&o
Paulo, colonizando em moirdes de cerca, palmeiras,etc, e também no domicilio e
peridomicilio humano. Todos estes casos, devem referir-se a variedades diferentes
da mesma espécie. Do contrario, torna-se inexplicavel por que certas espécies
como o P. megistus nao colonizam os domicilios em certas regides, e em outras,
nunca sao encontradas em focos extradomiciliares.

Martins (1968 apud Pessoa e Martins, 1977), porém, afirma que a
domiciliagdo do P. megistus, bem como a de outras espécies de triatomineos foi
devida a destruicdo de seus bidtopos naturais, com redugado drastica da fauna
silvestre e consequente escassez de alimento e, ao aparecimento simultaneo de
um tipo rudimentar de habitacdo humana, a cafua ou casa de pau-a-pique, onde 0s
barheiros encontram abrigo seguro nas frestas das paredes de barro e alimento
abundante, representado pelo sangue dos moradores e dos animais domesticos,
ndo havendo necessidade de mutagdo genética prévia. Onde persiste fauna
silvestre abundante e/ou o tipo de habitagdo humana nao se presta a colonizagéo,
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os triatomineos permanecem com seus habitos exclusivamente silvestres, sé se
encontrando no interior das casas, adultos alados, possivelmente atraidos pela luz.

Dentro dos estudos de comportamento, um dos topicos mais importantes esta
relacionado com os habitos de alimentagéo e defecagdo dos triatomineos, desde
que representam o contato entre o vetor e o hospedeiro e, portanto, a via mais
importante de transmissao direta do T. cruzi.

Estudos de Wigglesworth (1943) em varias espécies de triatomineos,
principalmente em R. prolixus, mostraram que a parte da hemoglobina do sangue
ingerido que é aproveitada, circula na hemolinfa do inseto, sendo dai retirada por
células de diversos 6rgaos. Lwoff e Nicolle (1945) verificaram que a hematina é a
substancia essencial, sem a qual, o desenvolvimento ndo se processa além do
quarto estagio. O sangue € a fonte exégena dessa substancia que os animais nao
conseguem sintetizar.

Uma unica alimentagdo em cada estadio € suficiente para que os
triatomineos retirem todo o sangue necessario ao desenvolvimento, exceto no
quinto estagio, onde as ninfas necessitam, em geral, mais que um repasto para
realizarem a muda imaginal (Buxton, 1930). Estas caracteristicas estdo, entretanto,
condicionadas com a temperatura e a qualidade do sangue ingerido (Juarez, 1970).

Dias (1955), verificou que nas mesmas condigdes, a evolugéo do 7. infestans
varia com o numero de refeicdes. Exemplares alimentados duas vezes por més
gastaram 258 a 260 dias para chegar a fase alada; para os outros, nas mesmas
condigoes, porém com quatro refeicées mensais, a evolugao se processou em 148
dias. Tal encurtamento do ciclo evolutivo, de acordo com o numero de refeigdes,
nao foi verificado com a mesma nitidez, no caso do P. megistus; com duas refeigées
mensais, o ciclo durou 389 a 416 dias e, com quatro refeigdes por més, foi de 372
dias.

Zeledon et alii (1977) estudaram o comportamento alimentar e excretor de
trés espécies de triatomineos, distribuidos amplamente na América Central e do Sul.
Estes estudos determinaram que R. prolixus € mais rapido em defecar que T.
dimidiata e T. infestans e, portanto, mais eficiente como vetor da doenga de Chagas.

Ja em 1988, Zabala e D'Antonio estudaram o comportamento alimentar e de
excregao de ninfas de quinto estadio em quatro espécies de triatomineos e
chegaram a conclusdo de que devido ao fato de R. prolixus ser um triatomineo
intradomiciliar e T. pallidipennis ser peridomiciliar, R. prolixus poderia ser superior
na transmiss@o da doenca de Chagas em relagdo as outras espécies estudadas.
Seguindo esta eficiéncia estaria T. pallidipennis e por ultimo, T. brasiliensis, uma
espécie semiselvatica.

Segundo Costa Lima (1940), a hematofagia, normal desses insetos, evoluiu
provavelmente do predatismo, ainda observado em espécies que Ihe sao afins.
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Lent e Martins (1940) observaram ninfas de T. arthurneivai, P. megistus e T.
vitticeps sugando hemolinfa de baratas silvestres e escorpides, ja tendo sido
também assinalado o predatismo de T. sanguisuga, T. rubrofasciata, T. phyllosola e
T. rubrovaria sobre percevejos, aranhas e larvas de lepidopteros.

2. Aspectos citogenéticos dos triatomineos

Além da importancia médica destes insetos, eles também s&o de interesse
citogenético porque seus cromossomos possuem cinetécoro difuso, isto €,
distribuido ao longo do cromossomo e ndo localizado na regido do centromero
(Schrader, 1947; Hughes-Schrader e Schrader, 1961) e uma forma nao usual de
meiose (John e Lewis, 1965), onde a segregagcédo dos cromossomos sexuais & pos-
reducional (Schreiber e Pellegrino, 1950; Barth, 1956a; Ueshima, 1966; Solari,
1979)

O comportamento particular dos cromossomos dos insetos desta ordem,
levou os autores a varias discussdes, havendo ainda sérias duvidas a respeito de
pontos fundamentais.

Em 1935, Schrader, analisando o comportamento do heterocromossomo do
Protenor introduziu, na morfologia dos cromossomos dos Heteroptera, um conceito
inteiramente novo sobre o cinetdécoro. Para este autor, a fungdo universalmente

desempenhada por essas estruturas localizadas em situagao definida e constante
nos cromossomos quer de plantas, quer de animais, poderia ser, nos Heteroptera,
desenvolvida ao longo de toda a extensao dos cromossomos, ou seja, estes insetos
teriam cromossomos holocéntricos e, seu cinetécoro deixaria assim de ser

localizado, para se tornar difuso.

Desde entdo, muito se aprendeu sobre genes, cromossomos e sobre a
biologia das células mitdticas, mas o cinetdcoro permanece um enigma. Até
recentemente, o conhecimento sobre o cinetécoro se restringia largamente a sua
ultraestrutura e citoquimica e sobre seu comportamento durante o movimento
cromossdmico. Hoje, entretanto, a aplicagdo de técnicas de imunocitoquimica,
bioquimica e biologia molecular renovaram o interesse sobre o cinetocoro e seu
relacionamento com a estrutura cromossémica e a segregacao génica, de modo que
atualmente, o cinetocoro pode ser definido como "uma estrutura especializada dos
cromossomos eucarioticos que serve para ligar os cromossomos ao fuso mitético e
€ necessario para o movimento normal de distribuicdo dos cromossomos na meiose
e na mitose" (Brinkley et alii, 1989)

Sabe-se também, que quando examinado ao microscopio eletrénico, o prato
cinetocérico apresenta uma organizagédo trilaminar, consistindo, de acordo com
Brinkley et alii (1989), de:

AVA
AVAYEY
Ay

1 2 3 4 9 6 7 unesp 1 12 13 14 15 16 17

18



- uma camada externa de 40-60 nm de espessura;
- uma camada media de 25-30 nm de espessura;
- uma camada interna de 40-60 nm de espessura.

Estudos citoquimicos sugerem que o cinetocoro € composto de DNA, RNA e
proteinas, e que ele ndo € uma estrutura separada, mas pode ser composto de, ou
estar integrado as fibras especializadas de cromatina que sdo continuas com as
fibras de DNA cromossdmico e, como Schrader (1935) ja apontava, os cinetocoros
podem realmente, ser de dois tipos:

-Cinetoécoros localizados: sdo aqueles confinados a um local especifico do
cromossomo. A posicao do cinetdécoro é facilmente identificada pela evidente
constricdo primaria existente no cromossomo metafasico.

-Cinetécoros difusos: ocorre em cromossomos que nao apresentam
constricao primaria e entdo, os microtubulos se ligam em todo o comprimento dos
cromossomos. Consequentemente, quando 0S Cromossomos movem-se para 0s
polos na anafase, eles permanecem paralelos uns aos outros. Este tipo de
cinetécoro esta presente em alguns grupos de insetos.

Hughes-Schrader (1948, 1955) demonstrou claramente que em alguns dos
organismos com cromossomos holocéntricos, ocorria uma sequéncia meidtica
invertida. Isto ocorre por exemplo, nos Coccideos, onde a separagdo reducional

ocorre na segunda divisdo e a separagdo equacional na primeira divisdo meidtica.
Uma sequéncia invertida foi também demonstrada nos Aphidis (Ris, 1942). Nos
Heteroptera, muitos citologistas acreditam que a sequéncia meidtica € normal, pelo
menos para o0s autossomos, com separac¢ao reducional na primeira divisdo e
separagao equacional na segunda (Hughes-Schrader e Schrader, 1961; Helenius,
1952), ao passo que 0s Cromossomos sexuais apresentam uma sequéncia meiotica

invertida.
Em 1948, Schreiber e Pellegrino iniciaram, no Brasil, o estudo do cariétipo

das espécies Triatoma infestans, T. sordida, T. maculata, T. vitticeps, T. brasiliensis,
T. rubrovaria, T. dimidiata, T. pallidipennis, Panstrongylus megistus, Rhodnius
prolixus € Psammolestes coreodes. Neste trabalho foram indicados o numero de
cromossomos autossomos e dos cromossomos sexuais e  assinalados os
fendmenos de heteropicnose de alguns autossomos no Triatoma infestans.

Em 1950, Schreiber e Pellegrino analisaram mais detalhadamente, o
fenébmeno da heteropicnose dos autossomos de T. infestans e verificaram alguns
fendmenos analogos menos evidentes em T. platensis e T. sordida, T. brasiliensis e
T. nitida. Neste estudo ressaltou-se o fato de que trés autossomos em T. infestans,
de tamanho maior do que os demais, parecem nitidamente heteropicnéticos e
ligados ao grupo dos cromossomos X e Y na fase inicial do longo estagio chamado
de "estagio confuso". Este fendmeno conhecido em pouquissimos outros casos de
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meiose, indicou que estes trés cromossomos tinham um ciclo de duplicagdo precoce
em relagdo aos demais cromossomos do complemento desta espécie e neste
comportamento assemelhavam-se aos Cromossomos sexuais com O0S quais
aparecem ligados por delgados filamentos. O comportamento especifico dos trés
autossomos (A,B,C) de Triatoma infestans foi usado por Schreiber e Pellegrino
(1950) para a analise da meiose de hibridos entre Triatoma infestans e Triatoma
rubrovaria, isto €, uma espécie com e a outra sem autossomos heteropicnoticos.
Apesar das duas espécies terem 0 mesmo numero cromossomico e se cruzarem em
ambas as diregbes, este estudo mostrou uma falta de pareamento entre os
homologos das duas espécies, que seria devido, provavelmente, a natureza
heteropicnética dos trés autossomos de Triatoma infestans. Este fato sugeriu que a
heteropicnose dos autossomos pode ser um mecanismo de isolamento especifico
do processo meiotico.

Em 1951, Schreiber e Pellegrino estudaram o efeito de injegées de colchicina
sobre 0 processo espermatogenético em 7. infestans. Verificaram o bloqueio das
divisbes meidticas e mitoticas e as consequentes anomalias na formagao das
espermatogbnias. A agado da colchicina nesse inseto manifestou-se desde as
primeiras horas de injegdo, com o bloqueio das metafases goniais e da primeira e
segunda metafases espermatociticas. A profase meidtica e a diacinese foram
normais. Depois de sete dias de colchinizagdo, as tétrades na primeira metafase e
as diades na segunda, foram desfeitas, deixando respectivamente 44 ou 22
cromatides livres no citoplasma. Apdés nove dias, quase todo o testiculo era
constituido por espermatides cujos nucleos tinham tamanhos muito variaveis. A
medi¢gdo destes nucleos e a analise estatistica revelou uma curva polimodal na
relagdo 1:2:4 . A comparacdo desta série multipla dos valores nucleares das
espermatides colchicinizadas com os valores nucleares dos estadios normais
indicou serem estas espermatides respectivamente haplo, dipio e tetraploides,
derivadas da recuperagdo das primeira e segunda metafases bloqueadas pela agéo
da colchicina.

Um estudo detalhado sobre a anatomia e histologia dos testiculos e
espermiocitogénese de T. infestans foi realizado por Barth (1956a). O cariétipo e o
tamanho relativo dos cromossomos de 7. infestans, estudados por Schreiber e
Pellegrino (1948), foram redescritos por Barth neste trabalho. Este confirmou que T.
infestans possui 22 cromossomos, dos quais 2 eram heterocromossomos, sendo o
cromossomo Y maior e 0 X menor e que, 0s trés maiores autossomos desta espécie,
A, B, C, bem como os heterocromossomos, eram heteropicnéticos, formando nas
espermatogdénias e nos espermatécitos, corpos que permaneciam fortemente
condensados, mesmo quando os outros cromossomos se individualizavam ou
guando formavam os cromossomos difusos.
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Neste mesmo trabalho, Barth, descreveu pela primeira vez, as células apicais
em 7. infestans. A funcdo das mesmas €, como tudo indica, a de uma célula
reguladora no sentido de induzir as células nao diferenciadas a formarem
espermatogonias ou células de revestimento dos cistos. Esta célula tipica € bem
caracterizada, destacando-se nitidamente de todas as células do germario em cada
foliculo.

Dando continuidade ao seu trabalho, Barth (1956b) fez um estudo
comparativo sobre certos pontos da espermiocitogénese de sete espécies de
Triatominae: Triatoma maculata, T. vitticeps, T. infestans, T. sordida, Panstrongylus
megistus, Rhodnius prolixus e R. neglectus. A espécie usada como base de
comparagao foi Triatoma infestans. Os resultados levaram-no a concluir que,
considerando-se concomitantemente, as placas equatoriais da primeira e da
segunda divisdo de maturagdo, o numero e a forma dos autossomos e dos
heterocromossomos e o numero, tamanho e forma das células apicais, era possivel
estabelecer uma classificagdo das espeécies, ou pelo menos, uma separagao das
espécies duvidosas.

Na segunda parte deste trabalho, o autor estudou a espermiocitogénese de
Triatoma vitticeps. Observou que, nesta espécie, o0 heterocromossomo X era
representado por trés cromossomos verdadeiros, que se comportavam exatamente
da mesma forma que o Y. Em comparagdo com T. infestans, ndo se encontrou,
nesta espécie, heteropicnose dos trés autossomos e dos heterocromossomos,
apesar dos quatro heterocromossomos apresentarem coloragdo bastante
acentuada.

Barth (1956b) também verificou que em todas as espécies de Triatoma e
Panstrongylus analisadas, cada foliculo possui uma sé célula apical, sendo que s6
no género Rhodnius encontram-se sempre duas células em cada tubo folicular.

Em 1959, Espinola e Schreiber descreveram um mutante da cor dos olhos em
Panstrongylus megistus, analisando o comportamento genético desta mutagdo em
duas geragoes sucessivas.

A natureza holocéntrica dos cromossomos dos Heteroptera foi finalmente
demonstrada pelo trabalho de Hughes-Schrader e Schrader (1961) no género
Euchistus e Solubea. Eles trataram E. tritigmus, E. servus e E. pugnas
(Pentatomidae, Heteroptera) com raios-X e entdo estudaram o comportamento
desses cromossomos durante a meiose. Embora observassem alta frequéncia de
rearranjos estruturais, eles se concentraram no comportamento de fragmentos
durante a meiose. Observaram que esses fragmentcs se perpetuavam
mitoticamente através de muitas geragées de espermatogénias e que, fragmentos
livres também eram capazes de participar das divisbes meidticas. Assim, suas
observagdes indicavam que fragmentos livres de cromossomos autossomos e
sexuais se perpetuavam durante a meiose, evidenciando a natureza holocéntrica
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destes. Deve-se ressaltar ainda, o fato de que em sistemas monocéntricos,
fragmentos acéntricos regularmente falham na sua orientag@o na placa metafasica.

Antes deste trabalho, houve consideraveis discussdes sobre o0 sistema
centromérico nos Heteroptera. Baseando-se em estudos sobre o comportamento
cromossémico durante a meiose, bem como na mitose, muitos pesquisadores
afirmavam que os cromossomos dos Heteroptera eram holocéntricos (Schrader,
1935, 1940, 1947, Troedsson, 1944). Em suporte a esta afirmagdo, Hughes-
Schrader propés as seguintes caracteristicas para 0s cromossomos dos
Heteroptera, que claramente os diferencia dos sistemas monocéntricos: a) cada
cromossomo se orienta com seu eixo maior em angulo reto ao eixo polar na
metafase mitotica; b) nenhuma constricdo primaria aparece durante a mitose; c) as
fibras cromossGmicas se organizam sobre todo o comprimento de cada cromatide,
para que, d) na anafase mitética, as cromatides se separem por disjun¢ao paralela
e, e) a terminalizagdo do quiasma se complete no final da diacinese. Estes critérios
e, a natureza holocéntrica dos cromossomos dos Heteroptera foram apoiadas por
Heizer (1950); Halkka (1956). Adicionalmente, a holocentricidade foi demonstrada
experimentalmente nos Homoptera por Hughes-Schrader e Ris (1941) e Ris (1942).

Outros pesquisadores por sua vez, discordavam destas interpretagdes
(Mendes, 1949; Rao, 1958; Parshad, 1957) e sugeriram que 0S cromossomos dos
Heteroptera eram monocéntricos, por causa da presenga de uma presumivel
constricdo primaria na metafase mitotica. Este argumento foi fortemente criticado
por Hughes-Schrader e Schrader (1961).

Por outro lado, a descoberta de cromossomos possuindo um centromero em
cada extremidade, tal como se constata em escorpides do género Tityus (Piza,
1939, 1941, 1943a,b), levou o autor a reinvestigar a questdo e a concluir que,
também nos Heteroptera, os cromossomos eram dicéntricos.

Desde entdo, numa série de publicagdes, Piza (1945, 1946a, b, c) procurou
provar que os cromossomos dos Heteroptera sdo providos de um centromero em
cada extremidade e, ao estudar a meiose de Lybindus dichrous Sthal (Coreidae) e
Euryophthalmus humilis Drury (Pyrrhocoridae), esse autor encontrou mais alguns
fatos de grande valor demonstrativo, em suporte a sua teoria. Seu argumento se
baseou na evidéncia da restrigéo da atividade céntrica na meiose.

Porém, considerando estudos anteriores (Schrader, 1935, 1940), Hughes-
Schrader e Schrader (1961) concluiram que a restrigdo da atividade céntrica as
extremidades dos cromossomos era também uma caracteristica dos cromossomos
holocéntricos.

" A maioria dos autores entretanto, apoiam a opinido de Hughes-Schrader e
Schrader, de que os cromossomos dos Heteroptera séo holocéntricos (Ueshima,
1966; Wolfe e John, 1965) e adicionam aos critérios definidos por eles, a seguinte
afirmacgéo: "fragmentos livres induzidos por irradiagéo geralmente se comportam
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normalmente e persistem através das divisbes celulares" (John e Lewis, 1965;
White, 1973; Cooper, 1972).

Uma importante monografia sobre a citogenética dos triatomineos foi
realizada por Ueshima (1966). Nesta, Ueshima, estabeleceu que "os dados
citogenéticos sugerem que o numero modal da subfamilia Triatominae & 22 (20A +
XY no macho). Estabeleceu também, que no género Triatoma, havia cinco tipos de
complementos cromossémicos: 18A + XY; 20A + XY; 20A + X, X,Y; 20A + X, X,X3Y e
22A + X4X,Y. Vinte autossomos foram considerados normais e os desvios a partir
do numero normal s&o derivados por fragmentagao ou fus@o ocorridas no curso da
evolugao (Tab. 01; Fig. 01).

Parece claro que, pelo menos nas 19 espécies estudadas por aquele autor,
0s cromossomos sexuais do tipo X0 n&o existem e que, a maioria dos géneros e
especies de triatomineos mostra uma tendéncia dos cromossomos sexuais de se
manterem juntos no "estagio confuso"”, sendo que esta associagdo persiste até a

diacinese.

Uma outra caracteristica desses insetos &€ que a profase da primeira divisdo
meidtica ndo aparece com as subfases caracteristicas, ou seja, leptdteno, zigéteno,
paquiteno, diplodteno e diacinese. Ao contrario, os estagios, leptoteno, zigdteno e
paquiteno s&o denominados de "estagio confuso” e a estrutura do nucleo parece ser
tipicamente interfasica, sendo visiveis apenas o nucléolo e os cromossomos sexuais

heterocromaticos. A distingdo comega a ocorrer a partir do dipléteno e da diacinese.
Em algumas espécies de Triatominae, outras massas heterocromaticas aparecem
nesse estagio.

O mesmo autor estabeleceu ainda que, nos triatomineos os cromossomos
sexuais eram encontrados na metafase | no centro de um anel formado pelos
autossomos ou na regiao periférica deste.

A partir de 1967, estas pesquisas foram reativadas no Brasil, com a
publicag&o do livro "Genetics of insects vectors of disease" (Wright e Pal, 1967), no
qual Schreiber, Carvalho e Espinola foram incumbidos de escrever o capitulo sobre
a "Genética de Triatoma e outras espécies de vetores" (Schreiber et alii, 1967).

Neste capitulo, relativo aos triatomineos, os autores descreveram a genética
convencional do género Triatoma e o cariétipo de varias espécies desses insetos,
dando énfase as caracteristicas morfologicas do testiculo e tubulos
espermatogoniais; numero de células apicais; numero de geragdes
espermatogoniais antes da meiose;, numero de autossomos € de Cromossomos
sexuais; tamanho dos cromossomos; heteropicnose dos autossomos; numero,
tamanho e posigdo dos cromossomos sexuais na metafase.

No ano seguinte, Schreiber et alii relataram pesquisas feitas com a técnica
cariométrica, citofotométrica e autorradiografica com timidina tritiada, sobre a
sintese do DNA durante o processo espermatogenético a partir das
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espermatogbnias até o espermatdcito de primeira ordem. Foi constatado que a
sintese do DNA se realiza somente nas espermatogdnias em multiplicagdo e na
primeira fase do espermatdcito de primeira ordem. Sucessivamente este
espermatocito sofre um ciclo de duplicagéo do volume nuclear, sem ulterior sintese
de DNA (heterossintese). Este fenédmeno foi interpretado como uma fase funcional
do espermatocito provavelmente de preparagéo dos materiais ativos no processo
morfogenético da formagao do espermatozdide.

Logo apés, Penalva da Silva e Schreiber (1969) publicaram um trabalho
sobre a importancia taxonémica do numero e tamanho relativos dos tubulos
testiculares em 12 espécies de Triatominae pertencentes a quatro géneros
diferentes. Foi verificado que os géneros tém caracteristicas proprias, sendo que o
género Panstrongylus tem sete tubulos aproximadamente iguais, os géneros
Rhodnius e Psammolestes tém cinco tubulos mais curtos e dois longos, e o0 género
Triatoma trés tubulos curtos, dois médios e dois longos.

Em 1972 Schreiber, Bogliolo e Pinho retomaram o estudo do cariétipo dos
Triatominae. Foram estudadas as seguintes espécies: T. infestans, T. vitticeps, T.
platensis, T. pseudomaculata, P. megistus, P. herreri e Rhodnius prolixus. Destas
espécies, foram estudados trés aspectos citogenéticos relacionados, ou seja,
descricdo e representagao fotomicrografica dos autossomos e dos cromossomos
sexuais, (cariotipo), determinagdo do conteudo em DNA por nucleo nas
espermatogonias e determinagdo do volume nuclear deste estagio;,

Este trabalho, para algumas espécies, completa o trabalho inicial de
Schreiber e Pellegrino (1948) sobre a heteropicnose dos autossomos, que foi
somente apresentado num congresso internacional sem documentagao grafica.

Pela comparagdo com o estudo citofotométrico do DNA dos Heteroptera,
paralelamente ao do caridtipo, feito pelo casal Schrader (1956), ficou demonstrado
que nestes animais, apesar de terem 0 mesmo numero de cromossomos (com
excegdo do P. megistus), os valores de DNA podem variar significantemente,
alcang¢ando entre certas espécies valores de duplicagéo.

Em 1974, alguns hibridos entre T. infestans e T. pseudomaculata foram
analisados citogeneticamente por Schreiber et alii. A esterilidade dos machos F1 foi
verificada pela auséncia total ou parcial do pareamento dos homodlogos e o
consequente bloqueio de pelo menos parte das divisdes meidticas. Foram
encontradas espermatides gigantes no estadio inicial da espermiogénese, bem
como espermatozoides gigantes anémalos.

;i Schreiber et alii (1975, 1977) trabalharam também com individuos hibridos
interespecificos, individuos capturados em zonas de alta radiagdo natural e
verificaram alteragdes drasticas na espermatogénese desses triatomineos.

Maudlin (1974) descreveu a técnica de bandamento G para os triatomineos.
Esta técnica, tornou possivel identificar cromossomos individuais no complemento
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de diferentes espécies de triatomineos e, indicou a possibilidade de se produzirem
mapas cromossOmicos para este grupo, 0s quais servir@o para investigagoes
adicionais sobre marcadores cromossémicos e sua aplicagao a problemas genéticos
de caracterizagdo e manipulagéo dos vetores da doenga de Chagas.

Koshy (1979a,b) descreveu o caridtipo de cinco espécies do género
Rhodnius. Dessas, R. neivai, R. neglectus e R. robustus tiveram metafases mitoticas
e meioticas descritas, enquanto que para R. prolixus e R. pictipes foram descritos
apenas os cariotipos somaticos. Verificou-se que o cariétipo de todas as espécies
analisadas mostrou-se homogéneo, sendo constituido por dez pares de autossomos
€ um par de cromossomos sexuais.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Koshy (1979c) descreveu
detalhadamente o cariétipo mitético de Triatoma pallidipennis. Todos os
cromossomos foram identificados e dispostos no cariétipo de acordo com seu
comprimento total; medida que foi adotada também nos trabalhos anteriores deste
autor. O caridtipo mitotico desta espécie, segundo o referido autor, também é
composto por dez pares de autossomos € um par de cromossomos sexuais. Com os
dados obtidos, foi construido um idiograma onde pode ser notado um decréscimo
gradual e uniforme no tamanho dos cromossomos.

Solari (1979) estudou o comportamento dos cromossomos meioticos de T.
infestans, e mencionou um padrdo definido de segregagdo na primeira metafase:
enquanto os autossomos sdo quiasmaticos e segregam-se regularmente, os
cromossomos X e Y sdo aquiasmaticos e dividem-se equacionalmente, sendo que a
divisdo segregacional ocorre na segunda divisao. Baseando-se neste fato, fez um
importante estudo, a nivel de microscopia eletronica, sobre os complexos
sinaptonémicos nesta espécie. Apenas 0s autossomos formam este tipo de
emparelhamento, pois a divisdo equacional de X e Y impede esse fendmeno nesse
par de cromossomos, 0 que sugere dois mecanismos diferentes de pareamento,
operando nos autossomos € Nos cromossomos sexuais durante o paquiteno. Neste
trabalho, o autor também mostra os resultados obtidos com a técnica de
bandamento C, determinando a localizagdo dos blocos heterocromaticos nos trés
maiores pares de autossomos e no cromossomo Y, que se associam formando o
grande cromocentro observado nas células interfasicas de diversos 6rgéos desse
inseto.

De Vaio et alii (1985) realizaram um estudo em trés espécies de
triatomineos, comparando a existéncia de autossomos heteropicnéticos; a formagao
de, cromocentros pelos cromossomos sexuais e as caracteristicas dos nucleos
polipléides das mesmas. Seus resultados confirmaram os dados obtidos
anteriormente por outros autores.
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No mesmo ano, Salles e Carvalho adaptaram a técnica da banda C ao estudo
citogenético dos polimorfismos dos cariétipos somaticos dos triatomineos, nas
espécies T. infestans, T. brasiliensis e T. sordida.

Dujardin et alii (1987), compararam geneticamente populagdes selvagem e
doméstica de Triatoma infestans através de analises de isoenzimas e, similarmente,
compararam linhagens isoenzimicas de Trypanosoma cruzi isoladas daquelas
populagdes, a fim de entenderem suas relacées taxondmicas e evolutivas.
Verificaram que as populagdes selvagem e domeéstica de 7. infestans sao
virtualmente idénticas nos 19 loci génicos analisados, bem como sao idénticas as
linhagens isoenzimicas isoladas daquelas, fato que apoia a hipétese de que néo
houve especiagéo entre as duas populagdes.

Azeredo-Oliveira (1990), realizou um estudo das areas nucleares,
nucleolares e heterocromaticas dos tubulos de Malpighi e glandulas salivares, no
decorrer do desenvolvimento de Triatoma vitticeps, € de aspectos da atividade
organizadora nucleolar, heterocromatina e da meiose em testiculos de 7. vitticeps,
T. pallidipennis, T. infestans e T. maculata. A partir da analise da area nuclear,
nucleolar e da area heterocromatica, pode-se sugerir um aumento na atividade
metabolica dos tubulos de Malpighi e glandulas salivares, no decorrer do
desenvolvimento destas espécies, sendo que, essa atividade foi maior nas fémeas
do que nos machos adultos. Os numeros cromossémicos obtidos para T. infestans,
T. maculata, T. pallidipennis, T. vitticeps foram respectivamente, 20A + XY; 20A +

XY; 20A + X4X,Y; 20A + X, X,X3Y, confirmando os dados existentes em literatura. A
marcagao, pelo nitrato de prata, dos cromossomos metafasicos, apontou os
cromossomos sexuais como sendo os portadores das Regides Organizadoras
Nucleolares. Verificou-se ainda, uma associagéo entre o nucléolo e as regides
heterocromaticas nos trés orgdos analisados. Em todos os casos, o nucléolo
circundava a massa heterocromatica, evidenciando a intima associagédo funcional

entre estas duas estruturas.
Em 1992, Perez et alii, publicaram um estudo comparativo sobre o

comportamento cromossémico durante a meiose de machos e as caracteristicas do
bandamento C nas espécies Rhodnius pictipes, R. nasutus, R. robustus, Triatoma
matogrossensis e T. pseudomaculata. Este trabalho permitiu a identificagéo de sete
caracteristicas genéticas uteis na caracterizagdo e diferenciacdo de espécies de
triatomineos e, aponta a citogenética como uma ferramenta confiavel e de baixo
custo para a identificag@o de espécies em casos de confusées taxondmicas e, como
um complemento para outros métodos genéticos que forem inconclusivos. As
caracteristicas citogenéticas utilizadas por este grupo, podem ser assim definidas:
numero cromossémico da espécie, mecanismo sexual, tamanho relativo dos
cromossomos sexuais, comportamento meidtico destes cromossomos sexuais,
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tamanho relativo dos autossomos, disposicdo das bandas-C nos cromossomos
autossomos e constituicao dos cromocentros.

Ainda em 1992, Panzera et alii descreveram a variagéo intraespecifica de
banda C em populagées naturais de T. infestans do Uruguai. Variagdes no numero,
na posicdo e no tamanho das bandas C nos trés maiores pares de autossomos
foram encontradas. Atraves de testes estatisticos, concluiram que, apesar destas
duas populagdes apresentarem diferencas significativas nos seus padrdes de banda
C, a homogeneidade delas néo deve ser questionada.

Em 1995, Panzera et alii publicaram novo trabalho onde o padrao de banda
C, o conteudo de DNA e a sequéncia meiotica de machos de Triatoma platensis e T.
delpontei sao comparadas aos de T. infestans. Verificaram que, apesar de algumas
similaridades, cada espécie apresenta diferente comportamento cromossémico
durante a meiose, distinto conteudo de DNA e localizagdo e quantidades
especificas de bandas C. A analise dos dados citogenéticos permitiu sugerir que T.
infestans e T. platensis sao espécies mais relacionadas uma a outra do que com T.
delpontei.

Embora as técnicas de bandamento tenham se tornado parte essencial da
analise citogenética, pouco se encontra em literatura sobre o bandamento
cromossémico nos triatomineos. Até agora, a maioria dos resultados foram obtidos
através da investigagdo cromossomica comparativa nos triatomineos com a
coloragdo convencional dos cromossomos. Nesses trabalhos, os critérios de
comparagéao levados em consideragéo, foram basicamente o numero e a morfologia
dos cromossomos, bem como a disposigdo destes na placa metafasica. Os dados
obtidos através destas investigagdes deram as primeiras indicagdes do processo
que aconteceu durante a evolugdo cromossomica destes insetos. Exemplos isolados
de andlises de bandamento podem ser encontrados em alguns dos trabalhos
citados anteriormente (Maudlin, 1974; Azeredo-Oliveira, 1990; Perez et alii, 1992;
Panzera et alii, 1992; e Panzera et alii, 19995).

A fim de se obter um conhecimento mais detalhado das caracteristicas dos
cromossomos dos triatomineos, o uso de técnicas de coloragdo diferenciada se
torna obrigatorio. E, uma vez que esses métodos permitem a demonstragcao e a
andlise de multiplas bandas e podem fornecer indicagbes valiosas da estrutura
molecular dos cromossomos (ex: sequéncias repetidas), bem como dos processos
evolutivos a que determinados taxa foram submetidos, pretendemos, no presente
trabalho, obter informacdes sobre os aspectos cromossémicos, o padrao de
distribuicdo da heterocromatina e da atividade nucleolar em ceélulas interfasicas e
méiéticas do testiculo de adultos de Triatoma brasiliensis, T. delpontei, T.
lecticularia, T. rubrovaria e T. sordida, espécies essas ainda com poucos dados
citogenéticos publicados em literatura.
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3 - Objetivos

A partir do que foi exposto, os objetivos do presente trabalho, podem ser

assim resumidos:

a - Estudar comparativamente o processo meiotico de cinco espécies do
géneroTriatoma: T. brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T.rubrovaria

e T. sordida.

b - Obter informagdes sobre o comportamento nucleolar durante a diviséao
meiotica e a localizagao das Regides Organizadoras Nucleolares nos
cromossomos das espécies citadas, através da utilizagdo da técnica de
coloragao com nitrato de prata.

¢ - Localizar as regides heterocromaticas nos nucleos interfasicos dos
testiculos e nos cromossomos das espécies do género Triatoma,
através da técnica de banda C.

d - Utilizar os dados obtidos para ampliar o entendimento da evolugao
cromossémica ocorrida entre essas espécies do género Triatoma.
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Tabela 01. Complemento cromossémico de machos de Triatominae
Fonte: Ueshima (1966), com atualizagcdo dos dados através de levantamento bibliografico
realizado no presente trabalho.

ESPECIE

DIPLOIDE

HAPLOIDE

REFERENCIA

Dipetalogaster
maximum
(Uhler, 1894)

Panstrongylus herreri
(Wygodzinsky, 1948)

Panstrongylus
megistus

(Burmeister, 1835)

Paratriatoma hirsuta

(Barber, 1938)

Psammolestes
coreodes
(Bergroth, 1911)

Rhodnius nasutus

(Stal, 1859)

R. neglectus
(Lent, 1954)

R. neivai
(Lent, 1954)

R. pictipes
(Stal, 1872)

R. prolixus
(Stal, 1859)

R. robustus
(Larousse, 1927)

Triatoma. barberi
(Usinger, 1939)

T. brasiliensis
(Neiva, 1911)

T. delpontei
(Romana e
Abalos,1947)

T. dimidiata
(Latreille, 1811)

‘T eratyrusiforme
(Del Ponte, 1929)

T. gerstaeckeri
(Stal,1859)

20 + XY

20 + X4XoY

18 + X4 XoY

20 + XY

20 + X, X,Y

20 + XY

20 + XY

20 + XY

20 + X-1 XQXQY

20 + X4XoY

9 6

10 + XY

10 + X4XoY

9 + X4XoY

10 + XY

10 + X, X,Y

10 + XY

10 + XY

10 +XY

10 + X4 XoXaY

10 + X4XoY
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Ueshima, 1966

Ueshima, 1966

Schreiber e
Pellegrino, 1950;
Barth, 1956b
Ueshima, 1966

Schreiber e
Pellegrino, 1950

Perez et alii, 1992
Barth, 1956b;
Ueshima, 1966
Koshy, 1979b
Koshy, 1979a*; Perez
et alii, 1992
Schreiber e
Pellegrino, 1950;
Barth, 1956b;
Ueshima, 1966

Koshy, 1979b; Perez
et alii, 1992

Ueshima, 1966
Schreiber e
Pellegrino, 1950
Ueshima, 1966;
Panzera et alii, 1995
Schreiber e

Pellegrino, 1950

Ueshima, 1966

Ueshima, 1966
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Tabela 01. Continuagao

ESPECIE

DIPLOIDE

HAPLOIDE

REFERENCIA

T. infestans
(Klug, 1834)

T. lecticularia
(Stal,1859)

T. maculata
(Erichson, 1848)

T. matogrossensis
(Leite e Barbosa,
1953)

T. nitida
(Usinger, 1939)

T. patagonica
(Del Ponte, 1929)

T. penninsulares
(Usinger, 1940)

T. pallidipennis
(Stal, 1872)

T. pallidipennis
(Stal, 1872)

T. platensis
(Neiva, 1913)

T. protracta
(Uhler, 1894)

T. pseudomaculata
(Corréa e
Espinola,1964)

T. rubida
(Uhler,1894)

T. rubrofasciata
(De Geer, 1773)

<

20 + XY

18 + X4 XoY

20 + XY

20 + X1 XQY

20 + X4XoY

20 + Xy X,Y

20 + XY

20 + X4 XoY

22 + X4 XoY

10 + XY

9 + X4 XoY

10 + XY

10 + X4XoY

10 + X1X7Y

10 + Xy XoY

10 + XY

10 + X4 XoY

11 + X4 XoY
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Schreiber e
Pellegrino, 1950;
Barth, 1956a;
Ueshima, 1966;
Azeredo-Oliveira,

1990; Panzera et alii,

1992

Ueshima, 1966

Schreiber e
Pellegrino, 1950;
Barth, 1956b;
Azeredo-Oliveira,
1990

Perez et alii, 1992

Schreiber e
Pellegrino, 1950

Ueshima, 1966

Ueshima, 1966

Schreiber e
Pellegrino, 1950;
Ueshima, 1966;
Azeredo-Oliveira,

1990**

Koshy, 1979c*

Schreiber e
Pellegrino, 1950;

Panzera et alii, 1992

Ueshima, 1966

Schreiber et alii,
1972; Perez et alii,
1992

Ueshima, 1966

Manna, 1950
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Tabela 01. Continuagao

ESPECIE

DIPLOIDE

HAPLOIDE

REFERENCIA

T. rubrovaria
(Blanchard, 1843)

T. sanguisuga
(Leconte, 1855)

T. sinaloensis
(Ryckman, 1962)

T. sordida
(Stal, 1859)

T. vitticeps
(Stal, 1859)

20 + XY

20 + X4 XoY

20 + X, XoY

20 + XY

20 + X4 XoX3Y

10 + XY

10 + X, X,Y

10 + X4X,Y

10 + XY

10 + X4 XoX3Y

Schreiber e
Pellegrino, 1950;
Ueshima, 1966

Payne, 1909

Ueshima, 1966

Schreiber e
Pellegrino, 1950,
Barth, 1956b;
Ueshima, 1966

Schreiber e
Pellegrino, 1950,
Barth, 1956b;
Ueshima, 1966;
Azeredo-Oliveira,
1990

* metafases mitéticas
** metafases meioticas
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Nimero Cromossémico Dipldide

Figura 01. Distribuicdo do numero cromossémico em machos da subfamilia Triatominae
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ILMATERIAIS E METODOS
1. Espécies analisadas

A escolha das espécies analisadas neste trabalho foi feita considerando-se o
numero de cromossomos sexuais de cada uma, ou seja, preferiu-se espécies que
apresentassem dois cromossomos sexuais (XY) e, sempre 0 mesmo numero de
cromossomos autossomos. Satisfeitos estes critérios, as seguintes espécies foram
analisadas; todas com 22 cromossomos, sendo 20 autossomos e dois cromossomos
sexuais:

a) Triatoma brasiliensis: Espécie semidoméstica, isto &, espécie que é
encontrada colonizando em bidtopos naturais (na natureza) e artificiais (nos
domicilios e peridomicilios). Restrita as zonas semi-aridas do Nordeste brasileiro.

b) Triatoma delpontei: Espécie basicamente ornitofila, distribuindo-se pela
Argentina, Paraguai e Uruguai. Nao constitui uma espécie colonizadora do domicilio
humano, mas, ocasionalmente, pode estar presente no peridomicilio.

c) Triatoma lecticularia: Espécie semidomeéstica, sendo coletada em
habitagcdes humanas e ninhos de aves nos Estados Unidos e México.

d) Triatoma rubrovaria: Espécie silvestre, ocorrendo muito raramente em
habitagées humanas, onde nao coloniza. Encontra-se principaimente em habitats
rochosos na Argentina, Brasil e Uruguai.

e) Triatoma sordida: Espécie que coloniza em biétopos naturais e artificiais
da Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai, sendo portanto, uma espécie
semidoméstica.

2. Obtengdo dos Insetos e Procedéncia

As espécies foram cedidas pelo Insetario do Servigo Especial de Saude de
Araraquara (SESA), pertencente ao Departamento de Epidemiologia da Faculdade
de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo, sob coordenagdo do Prof. Dr.
José Maria Soares Barata. O insetario promove coletas periédicas em algumas
regides do Estado de Sédo Paulo e Minas Gerais e também recebe doagbes de
insetos de todo 0 mundo, mantendo assim um estoque que possibilita a distribuicdo
as instituicoes de pesquisa solicitantes.
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Os insetos analisados no presente trabalho sédo procedentes dos seguintes
lugares (Fig. 02):

Triatoma brasiliensis: Brasil: Ceara (Ico) e Piaui (Concei¢ao do Canindé)
Triatoma delpontei: Argentina: Cordoba

Triatoma lecticularia: USA: Okalahoma (Waurika)

Triatoma rubrovaria: Brasil: Rio Grande do Sul (Cagapava do Sul)
Triatoma sordida: Brasil: Sdo Paulo (Guaira e Ibitinga)

3. Manutengdo e Alimentagéao

No insetario, os insetos sdo mantidos em cristalizadores, a temperatura
ambiente, em salas com pouca luminosidade. Os cristalizadores sdo fechados na
parte superior com tecido de malha fina ou meia de seda.

A alimentacéo dos insetos é feita a cada quinze dias com sangue de pato. No
centro dos cristalizadores € colocado um cilindro de cartolina, para apoio e acesso
dos insetos aos patos, que sdo imobilizados com o abdomen parcialmente exposto
aos insetos por 15 minutos. As aves nao sao transmissoras do Trypanosoma cruzi,
nao infectando portanto, as ninfas, que a partir do primeiro estadio, seis a oito dias
depois de nascidas ja sugam sangue.

E importante salientar que os insetos, machos adultos, sempre que
necessario, eram trazidos para o experimento recém-alimentados e que, esses
organismos resistem a até sete meses de jejum (Heeitzman-Fontenelle, 1972). Em
nosso laboratério, os insetos foram mantidos em camara escura, com a temperatura
de 25°C , + 1°C.

4. Orgao e Estagio Analisado.

No desenvolvimento deste trabalho, o 6rgéo escolhido para a analise foi o
testiculo. Os testiculos foram obtidos exclusivamente de individuos adultos machos
das espécies anteriormente citadas, pois a espermiogénese em Heteroptera
continua também na fase adulta, ndo terminando no estadio larval como, por
exemplo, em Lepidoptera. Neste 6rgdo, procurou-se estudar os diversos aspectos
da meiose e também acompanhar o comportamento do nucléolo, bem como a
localizag@o das regides heterocromaticas
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@® Triatoma brasiliensis

O Triatomg delpontei
® Triatoma lecticularia

@ Triatoma rubrovaria

/A Triatoma sordida

Figura 02 - Procedéncia geogréafica das espécies de triatomineos analisadas no
presente trabalho.
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5. Preparagao e Coloragdo das Laminas.

As laminas e laminulas empregadas nas preparagdes citologicas foram
previamente submetidas ao seguinte tratamento: foram colocadas no detergente por
30 minutos, esfregadas individualmente e colocadas numa cuba com agua, por uma
hora. Em seguida foram lavadas uma a uma em agua corrente e transferidas para
outra cuba contendo solugéo sulfocromica forte, onde permaneceram por uma hora.
As laminas foram entdo enxaguadas em agua deionizada, seguindo-se a secagem
ao ar, sendo que as laminulas eram mantidas em alcool 70% na geladeira.

Neste trabalho, foram utilizadas as seguintes técnicas citoldgicas:

5.1. Esmagamento celular.

A. Esmagamento e coloragdo pela Orceina lacto-acética (De Vaio et alii,
1985, com algumas modificagdes).

. Dissecar o inseto em solugéo fisiologica de Demerec;
. Depositar os tubulos seminiferos em solugdo aquosa de acido acético

a 45%; por 01 minuto;

. Transportar o material para solugdo de orceina lacto-acética por 10
minutos;

. Esmagar o material na solugao de orceina lacto-acética entre lamina e
laminula. O esmagamento é feito batendo-se delicadamente, com a
ponta de um lapis borracha sobre a laminula colocada sobre a lamina
estando ambas envolta em papel de filtro;

. Lutar a laminula com esmalte incolor.

B. Esmagamento e coloragao pelo Nitrato de Prata

a. Dissecar o inseto em solugéo fisiolégica de Demerec;

b. Transportar o érgéo para uma solugéo aquosa de acido aceético a 45%
por 01 minuto;

c. Transportar o 6rgéo para solugédo aquosa de acido latico a 50% por 5
minutos;

d. Esmagar em &acido acético a 45 % entre lamina e laminula;

e. Depositar as laminas em camara umida por aproximadamente 10
minutos;
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f. Retirar a laminula com o auxilio de nitrogénio liquido. Este processo
consiste em congelar a lamina em nitrogénio liquido e retirar a
laminula, forgcando-a com uma gilete e deixar secar ao ar. As laminas
secas podem ser guardadas no freezer por varios dias.

A coloragao pelo Nitrato de Prata foi feita segundo a técnica de Howell e
Black (1980), como descrita a seguir:

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

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

. Cobrir com laminula;

. Incubar as Iaminas em estufa a 70°C de 8 a 11 minutos, em placa de
Petri contendo papel de filtro umedecido com agua deionizada, até a
mistura das solugdes tornar-se marrom dourada;

. Lavar a Iamina em agua deionizada até que a laminula se desprenda e
deixar secar ao ar

5.2. Suspensao Celular (Segundo Cella, 1986, informagao pessoal)
No preparo das laminas, ha duas fases a saber: colchicinizagao e fixagao.

A colchicinizacdo consiste em injetar no abdomen do inseto adulto 0,5 ml de
colchicina a 0,01% e deixar 2 horas, para que ocorra acumulo de metafases.

A fixagao segue os passos descritos a seguir:

a. Abrir o abdomen do inseto em solugéo fisiologica e retirar os testiculos,
transferindo-os para uma placa escavada, também contendo solugéo
fisiolégica para insetos;

. A seguir, coloca-los em solugéo hipotonica (agua de torneira) por 5
minutos. Acompanhar a lupa para verificar o grau de turgescéncia das
células. Caso ndo tenha ocorrido a turgescéncia, aumentar o tempo;

. Fixar em dois banhos de Carnoy (metanol-acido acético, na proporgao
3:1), por 15 minutos cada. O testiculo assim fixado pode ser guardado
em Carnoy na geladeira por até 3 anos.
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. Colocar o testiculo em uma placa escavada pequena com Carnoy sob
a lupa e escolher um tubulo seminifero, transferindo-o para uma lamina
escavada contendo acido acético a 45%.

e. Afundar o material que se dissocia logo apés;

f. Suspender o material com uma pipeta Pasteur, repetindo a suspensao
varias vezes até que o material fique completamente dissociado;

g. Gotejar o material sobre a lamina limpa com uma pipeta, mantendo
esta mais ou menos a 70cm distante da Iamina;

h. Colocar a lamina em placa aquecida (aproximadamente 40°C) até que
fique totalmente seca.

Apds o preparo das laminas, seguem-se as coloragdes por Giemsa a 5% por
10 min., por Nitrato de Prata como descrito anteriormente, ou ainda, por
bandamento C.

5.3. Bandamento C

O bandamento C foi realizado segundo a técnica de Sumner (1972), com
algumas modificagées, como descrito a seguir:

a. Tratar o material com &cido cloridrico 0,2N a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C) por 15 minutos;

b. Lavar uma vez rapidamente em agua deionizada gelada;

c. Lavar uma vez em agua deionizada a temperatura ambiente;,

d. Secar ao ar;

e. Tratar com Hidroxido de Bario filtrado a 5% por 15 minutos a
temperatura de 60°C;

f. Lavar varias vezes em agua deionizada;

g. Incubar em 2XSSC, pH 7,0 por 1 hora a 60°C,;

h. Dar um banho rapido em agua deionizada contendo 3 a 4 gotas de
acido acético glacial

i. Dar 3 banhos rapidos em agua deionizada e secar ao ar;

j. Corar com solugao de Giemsa a 3% em tampao fosfato, pH 6,8 por 20
minutos e secar novamente ao ar.
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5.4. Reagdo de Feulgen (Mello e Vidal, 1980)

a. Hidrolisar o material em HCI 1N, a 60°C durante 10-15 minutos,
dependendo do tipo de célula e de seu grau de compactagédo
cromatinica;

b. Lavar trés vezes em agua destilada;

c. Tratar com Reativo de Schiff a temperatura ambiente por 40 minutos;

d. Lavar trés vezes (5 minutos cada) em agua sulfurosa;

e. Lavar em agua destilada;

f. Desidratar, diafanizar e montar.

6. Procedimento para a Analise das Laminas

Nas laminas coradas com Orceina lacto-acética e Giemsa, foram observados
0 numero de corpusculos heterocromaticos, bem como a disposicdo dos

cromossomos meioticos e mitdticos na placa metafasica.
Ja nas laminas coradas com Nitrato de Prata, foi observado o numero de

corpusculos nucleolares e, sempre que possivel, tentou-se determinar a localizagéo
das Regides Organizadoras Nucleolares nos cromossomos meioticos.

Atravées da Reacao de Feulgen, procurou-se neste trabalho, apenas
evidenciar a presenga do DNA, dispensando-se a realizagdo de uma acurada
analise quantitativa do mesmo, o que sera realizado posteriormente.

Analisaram-se também, laminas coradas pelo bandamento C, nas quais
destacam-se a heterocromatina, tanto nos tipos nucleares, como nos cromossomos

meioticos.

Posteriormente, o caridtipo das espécies foi montado atraveés da identificagéo
dos possiveis pares cromossémicos com base no tamanho e morfologia dos
mesmos.

Para a obtencéo de todas essas informagdes, néo se estabeleceu um numero
otimo de individuos a ser analisado, ou seja, foram analisados tantos individuos
quantos necessarios, para que se pudesse realizar as comparagdes desejadas e
assim, fossem alcangados os objetivos propostos.
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7. Fotomicrografias

As fotomicrografias foram obtidas em Microscopio Zeiss Standard Junior
(166), com sistema fotografico MC-63 automatico acoplado utilizando-se filme
Kodak Plus X-Plan 125 ASA ou liford 50 ASA e papéis fotografico Kodak
Kodabromide F3. As fotos foram reveladas e ampliadas no laboratério fotografico do
Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de
Séo José do Rio Preto (IBILCE/UNESP), de acordo com as técnicas rotineiras

empregadas neste.
Em todas as figuras, a ampliagao final corresponde a 1250 vezes, tendo

sido calculada da seguinte forma:

A - Ampliagao dos negativos:

10 x 100 x 1,25 x 0,25 = 312,5 vezes, onde,
10 = aumento da ocular;

100 = aumento da objetiva;
1,25 = aumento da optovar e,
0,25 = fator de corregao do microscopio.

B - Ampliagao das fotos:

312,5 x 4 = 1250 vezes, onde,

312,5 = ampliagc&o do negativo e,
4,0 = aumento do ampliador fotografico.
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Il - RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados segundo as coloragées empregadas,
sequencialmente para as espécies T. brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T.
rubrovaria e T. sordida, procurando-se esquematizar o ciclo meidtico destas em
cada caso. Este mesmo esquema de apresentagdo sera utilizado na discusséo,
para permitir a deteccdo de aspectos similares e diferenciaveis da meiose destas
espécies, 0s quais conduzirdo a diversas conclusdes.

As principais observagdes realizadas no presente trabalho, através das
técnicas de esmagamento ou suspensao celular dos testiculos de individuos adultos
de Triatoma brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T. rubrovaria e T. sordida e
posteriores coloragdes com orceina lacto-acética, Giemsa, Feulgen, nitrato de prata
e bandamento C, estdo resumidamente descritas na Tabela 02.

1. COLORAGAO COM ORCEINA LACTO-ACETICA E GIEMSA

As coloragées com orceina lacto-acética e com Giemsa destacam a
eucromatina e a heterocromatina, corando a segunda mais fortemente que a
primeira.

1.1. Meiose de Triatoma brasiliensis (20A + XY)

Os nucleos polipléides das ceélulas nutritivas da parede dos tubulos
testiculares apresentaram um unico corpusculo heterocromatico (Figs. 03a, 03b e
22a). Os nucleos das espermatogdnias, durante a intérfase, apresentaram os
cromossomos sexuais formando um corpo compacto, heterocromatico, mais ou
menos arredondado, podendo-se observar em alguns destes, a sua natureza
vesiculosa (Figs. 04a, 04b,23a e 23b).

O complemento cromossdmico dipldide apresentou-se com 22 cromossomos,
ou seja, a metafase espermatogonial consistia de 20 autossomos mais o0s
cromossomos sexuais XY nos machos. Os cromossomos sexuais X e Y eram
equivalentes um ao outro em tamanho. Nota-se ainda, a presenga de finos
filamentos unindo os cromossomos (Figs. 05a, 05b e 24a).

Na profase |, especialmente no "estagio confuso", observou-se uma nitida
regido heterocromatica, as vezes unica ou bipartida, relacionada sempre com a
presenca dos cromossomos sexuais (figs. 06a, 06b, 25a e 25b). Durante o
dipléteno, os cromossomos sexuais permaneceram heteropicnoéticos e portanto,
facilmente distinguiveis dos demais (Figs. 07a, 07b e 26a).
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As metafases | mostraram os cromossomos sexuais localizados no centro de
um anel formado pelos autossomos ou ainda, uma distribuicdo aparentemente
aleatoria destes (Figs. 08a e 08b), ao passo que, na metafase I, os cromossomos
sexuais sempre estavam no centro de um circulo ou anel formado pelos
autossomos (Figs.09a e 09b). Percebeu-se que um dos cromossomos sexuais
(provavelmente o Y) era maior que o outro, fato que pode ser comprovado
nitidamente observando-se as Figs.10a e 10b. Na observagdo das metafases vistas
lateralmente, ndo se notou a presenga de cromossomos retardatarios (Fig. 11a).

Observou-se que na anafase |, os autossomos segregavam regularmente
enguanto os cromossomos sexuais se dividiam equacionalmente, sendo que a
divisdo segregacional destes somente ocorria na segunda divisdo. Desta maneira,
durante a anafase da segunda divisdo, ndo havia uma divisdo dos cromossomos
sexuais, mas sim uma separagdao no sentido que o X se translocava com 10
autossomos de uma das placas filhas para um centriolo e o Y com os 10
autossomos da segunda placa filha para o outro centriolo. Esta fase mostrou
também, a presenga de cromossomos migrando tardiamente (Figs. 12a e 12b).
Estes cromossomos retardatarios porém, ja ndo foram mais vistos durante as fases
mais adiantadas da anafase (Figs. 13a e 13b) e nem durante a telofase (Figs. 14a
e 14b).

As espermatides no inicio da espermiogénese apresentaram nucleos

condensados e com citoplasma abundante (Figs. 15a e 15b), sendo que, em fases
mais adiantadas, notou-se claramente uma mudanca de sua forma (Figs. 16a e
16b). O caridtipo de T. brasiliensis, bem como um exemplar representativo desta
espécie encontram-se ilustrados na Fig. 17.

1.2. Meiose de Triatoma deipontei ( 20A + XY)

Nesta espécie, os nucleos polipléides das células nutritivas da parede dos
tubulos testiculares mostraram varias marcagdes heterocromaticas (cromocentros),
de tamanhos diversos (Figs. 03¢, 22b e 22c¢), enquanto os nucleos interfasicos das
espermatogodnias (Figs. 04c e 23c) possuiam apenas um corpusculo evidente, o
qual chamou a atengdo pelo seu tamanho. O numero variavel de cromocentros
vistos nos nucleos polipléides confirmaram a presenga de regides heterocromaticas
em alguns dos cromossomos desta espécie.

As metafases espermatogoniais apresentaram 22 cromossomos, dos quais
concluiu-se serem 20 autossomos e 02 sexuais. Os mesmos nao apresentavam um
arranjo caracteristico, ocupando toda a placa equatorial (Figs. 05c e 24b). Verificou-
se também, que alguns dos autossomos apresentavam uma regido heterocromatica
em uma das extremidades cromossomicas (Fig. 05c).
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Durante a profase meiética, no "estagio confuso”, observou-se a presenca de
um ou dois pontos heteropicnoéticos, representativos dos cromossomos sexuais
(Figs. O6¢ e 25¢), que também podem ser vistos no diploteno (Figs. 07¢c e 26b).

Na metafase | e Il, os cromossomos adotaram a configuracao tipica de outros
triatomineos, ou seja, os autossomos formaram um circulo ou anel, cujo centro era
ocupado pelos cromossomos sexuais (Figs. 08¢, 09¢, 10c, 27a, 27b e 28a). Estes,
nesta espécie, eram quase indistinguiveis um do outro. Nenhum cromossomo
deslocado foi encontrado quando se analisou metafases em vista lateral (Figs. 11b
e 11c).

As fases iniciais da anafase mostraram a presenga de cromossomos
retardatarios, (Fig. 12¢c), sendo que os mesmos nao estavam presentes nas fases
mais adiantadas (Fig. 13c), como n&o estavam presentes também, na fase de
teléfase (Fig. 14c).

As espermatides novamente mostraram citoplasma abundante e forma
arredondada no inicio da espermiogénese (Fig. 15¢). ao passo que a forma se
modifica, conforme este processo se acentua (Fig. 16c).

O cariétipo de T. delpontei, bem como um exemplar representativo desta
espécie encontram-se ilustrados na Fig. 18.

1.3. Meiose de Triatoma lecticularia (20A + XY)

Os resultados obtidos através da coloragdo com orceina lacto-acética e
Giemsa nos nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos tubulos
seminiferos e nos nucleos interfasicos das espermatogénias de T. lecticularia foram
idénticos, ou seja, ambos apresentaram uma marcagdo heterocromatica mais
evidente e, alguns outros pontos também destacados (Figs. 03d, 04d, 22d e 23d).

Os dez pares de autossomos que compdem a metafase espermatogonial
consistiam, de acordo com Ueshima (1966) de quatro grandes pares, trés pares
intermediarios e trés pequenos pares de cromossomos. Os cromossomos sexuais, X
e Y, indistinguiveis um do outro, eram do tamanho dos autossomos intermediarios
(Figs. 05d e 24c).

Os cromossomos sexuais X e Y eram heteropicnéticos durante a profase | e
se aproximavam um do outro no "estagio confuso" (Figs. 06d e 25d). Durante o
dipléteno, ja podia-se distinguir a estrutura de tétrade de cada bivalente, além dos
cromossomos sexuais, que constituiam uma massa heteropicnética bipartida (Fig.
07d).

As 10 tétrades e os 02 cromossomos sexuais arranjavam-se na regiao
equatorial da placa metafasica do espermatdcito |, de modo que, usualmente, um
dos autossomos colocava-se juntamente com 0s Cromossomos sexuais, um pouco
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mais no centro do anel formado pelas outras 09 tétrades (Figs. 08d e 27c).
Raramente encontraram-se metafases | sem esta ordenagéo dos cromossomos.

Na metafase Il, novamente o0s cromossomos sexuais adotavam o
comportamento tipico para os triatomineos, permanecendo portanto, no centro do
anel formado pelos |10 autossomos (Figs. 09d, 10d e 28b). Nas metafases laterais
analisadas, ndo se detectou a presenga de cromossomos retardatarios (Fig. 11d),
sendo que estes podiam (Fig. 12d) ou nao (Fig. 13d) estar presentes na anafase.
Novamente, ndo se verificou a presenga destes na teléfase (Fig. 14d).

As espermatides apresentaram forma ovalada e citoplasma abundante no
inicio da espermiogénese (Fig. 15d), sendo que esta forma era alterada
gradualmente, conforme este processo se completava (Fig. 16d).

O caridtipo de T. lecticularia, bem como um exemplar representativo desta
espécie encontram-se ilustrados na Fig. 19.

1.4.Meiose de Triatoma rubrovaria (20A + XY)

Novamente, os nucleos poliploides das células nutritivas da parede dos
tubulos testiculares e os nucleos espermatogoniais apresentaram apenas um
corpusculo heterocromatico (Figs. 03e e 04e), quando corados com orceina lacto-

acética, sendo que, apds a coloragcdo com Giemsa, os primeiros apresentaram o
cromocentro formado por varias regides condensadas (Fig. 22e) e, os nucleos
espermatogoniais, novamente apresentaram apenas um corpusculo heterocromatico
(Fig. 23e).

Triatoma rubrovaria foi estudada citologicamente por Schreiber e Pellegrino
(1950) e por Ueshima (1966). O numero cromossomico de seus achados, foram
coincidentes com 0s encontrados no presente trabalho, onde o complemento
cromossOmico desta espécie foi de 20 autossomos mais XY no macho (Figs. 05e e
24d).

Cromatina difusa e cromossomos sexuais condensados caracterizaram o
inicio da profase meidtica desta espécie. Durante o "estagio confuso”, os bivalentes
autossémicos estavam desespiralizados e eram individualmente indistinguiveis; os
cromossomos X e Y, por sua vez, associavam-se formando uma estrutura unica ou
bipartida (Figs. O6e e 25e). Ja no diploteno, os 10 bivalentes autossémicos eram
distingiveis individuaimente. O X e o Y ainda associados, foram vistos como dois
pontos heteropicnoticos (Figs. 07e e 26¢). Esta associacdo desfazia-se durante a
diacinese, quando eles tornavam-se isopicnoticos .

Nas metafases | e Il, os cromossomos sexuais colocavam se no centro do
anel formado pelos autossomos, como ja descrito anteriormente para T. delpontei,
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sendo que neste caso foi possivel distinguir o cromossomo X (possivelmente o
menor) do Y (Figs. 08e, 10e, 27d e 28c).

Nao se observou nesta espécie, a presenga de cromossomos retardatarios
quando foram analisadas metafases laterais (Fig. 11e), final de anafase (Fig. 13e) e
telofase (Fig. 14e). Porém, no inicio da anafase, eles sempre puderam ser
observados (Fig. 12e).

As espermatides desta espécies, apresentaram as mesmas caracteristicas
das espécies anteriormente descritas (Figs. 15e e 16e).

O caridtipo de T. rubrovaria, bem como um exemplar representativo desta
espécie encontram-se ilustrados na Fig. 20.

1.5. Meiose de Triatoma sordida (20A + XY)

A coloragao com orceina lacto-acética destacou nos nucleos polipléides das
células nutritivas da parede dos tubulos testiculares de Triatoma sordida apenas um
corpusculo heterocromatico (Fig. 03f), ao passo que a coloragdo com Giemsa
destacou nestes mesmos nucleos, quatro regiées condensadas e multiplos pontos
destacados na eucromatina (Fig. 22f). Contrariamente, nos nucleos
espermatogoniais em intérfase, corados com orceina lacto-acética, evidenciou-se a

presenca de dois ou mais destes corpusculos (Fig. 04f), enquanto que nestes
mesmos nucleos corados com Giemsa, obteve-se a presenga de um unico
corpusculo heterocromatico (Fig. 23f).

O numero cromossomico desta espécie foi 22, dos quais 20 eram
autossomos e 02 eram sexuais (Fig. 05f).

O "estagio confuso" da préfase | mostrou um corpusculo heterocromatico,
mais alguns pontos destacados (Figs. 06f e 25f). Este mesmo cromocentro pode ser
visto também no dipléteno, onde percebe-se a nitida individualizagdo dos
cromossomos sexuais que o compdem (Figs. 07f e 26d).

O processo meidtico desta espécie foi muito similar ao das espécies
anteriormente descritas. Na metafase |, o X e o Y usualmente permaneciam no
centro de um anel formado pelas 10 tétrades autossdmicas e dividiam-se
equacionalmente na anafase | (Fig. 08f). Quando a metafase Il era formada, os
Cromossomos sexuais novamente tomavam uma posi¢cao central no anel formado
pelos autossomos (Figs. 09e, 09f, 10f e 28d) e passavam para polos opostos na
anafase |I.

Nas metéafases laterais (Fig. 11f), final de anafase (Fig. 13f) e na teléfase
(Fig. 14f), ndo se observou a presenga de cromossomos retardatarios, os quais
puderam ser encontrados nas anafases iniciais analisadas (Fig. 12f).
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As espermatides analisadas, apresentaram o mesmo padrdao de
comportamento que as espécies anteriores (Figs.15f e 16f).

O caridtipo de T. sordida, bem como um exemplar representativo desta
espécie encontram-se ilustrados na Fig. 21.

2. COLORAGAO COM NITRATO DE PRATA

A coloragdo com nitrato de prata evidencia as massas correspondentes aos
nucléolos, as quais coram-se em marrom escuro, enquanto a heterocromatina
permanece clara. Dessa maneira, a coloragdo com nitrato de prata, mostra uma
especificidade inversa a da coloragdo anterior.

Os resultados obtidos com a coloragéo com nitrato de prata em testiculos de
individuos adultos de Triatoma brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T. rubrovaria
e T. sordida, estao descritos a seguir.

2.1. Triatoma brasiliensis

Os nucleos polipldides das ceélulas nutritivas da parede dos tubulos

testiculares de Triatoma brasiliensis apresentaram varias pequenas marcagdes
nucleolares (Figs. 29a e 29b) distribuidas pela cromatina. Ja os nucleos
espermatogoniais em intérfase por sua vez, apresentaram apenas uma marcagao
nucleolar, contendo algumas vezes, estruturas semelhantes a vesiculas no seu
interior (Figs. 30a e 30b).

As metafases espermatogoniais nao apresentaram marcagdes nitidas (Fig.
31a). Entretanto, na profase |, especialmente no "estagio confusao", verificou-se uma
marcacao bem intensa, na qual percebe-se nitidamente sua estrutura vesiculosa
(Figs. 32a e 32b)

As metafases da primeira divisdo meidtica mostram, aparentemente, alguma
marcagédo em um ou dois cromossomos, sendo que nas metafases da segunda
divisao meiodtica, nenhuma indicagdo de marcagdo cromossomica pode ser
constatada (Figs. 33a, 34a e 34b).

As espermatides, na fase inicial da espermiogénese, apresentaram
nitidamente uma marcagdo maior e varios outros pontos dispersos no nucleo (Figs.
35a e 35b), ao passo que numa fase mais adiantada, somente uma unica marcagao
foi encontrada (Figs. 36a e 36b).

AVA
AVAVAY

cm 1 2 3 4 9 6 7 unespwll 12 13 14 15 1le 17 18



2.2. Triatoma delpontei

As observagdes, utilizando a técnica de coloragédo com nitrato de prata nesta
especie, revelaram que os nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos
tubulos seminiferos apresentam varias marcagées nucleolares de diferentes
tamanhos (Fig. 29c). A grande e unica marcagcdo presente nos nucleos
espermatogoniais em intérfase, por sua vez, evidenciam claramente sua natureza

vesiculosa (Fig. 30c).

Novamente, nenhuma marcagdo foi encontrada nas metafases
espermatogoniais (Fig. 31c). Entretanto, no "estagio confuso" da profase | desta
espécie, uma grande massa nucleolar pode ser observada (Fig. 32c).

A analise de placas metafasicas das primeira e segunda divisdes meioticas,
nos permite afirmar que nenhuma marcagao, nitida ou ténue, foi verificada nesta
especie (Figs. 33b, 33c, 34c e 34d).

As espermatides, em estagio inicial e mais avangado, responderam ao
método com uma ou duas marcagdes e uma marcagao respectivamente (Figs. 35¢c e

36¢).

2.3. Triatoma lecticularia

Testiculos de individuos adultos de T. IJecticularia submetidos ao
esmagamento e posterior coloragdo com nitrato de prata, mostraram o seguinte:

Os nucleos polipldides das células nutritivas apresentaram-se com trés ou
mais marcacgdes (Fig. 29d). Os nucleos interfasicos espermatogoniais sempre
apresentaram apenas uma marcagao de natureza vesiculosa (Fig. 30d), as quais se
repetiam nos nucleos em préfase um pouco mais adiantada ("estagio confuso") (Fig.
32d).

As metafases analisadas, espermatogoniais ou da segunda divisdo meidtica,
ndo apresentaram nenhuma marcagdo nitida, como ja descrito para as espécies
anteriores (Figs. 31c, 31d e 34e).

Nas espermatides em fase inicial de espermiogénese, pode-se verificar.a
presenca de uma, duas, trés ou quatro pequenas marcagdes (Fig. 35d).
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2.4. Triatoma rubrovaria

Os resultados obtidos através da coloragdo com nitrato de prata, podem ser
resumidos como segue:

Os nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares mostraram varias marcagdes nucleolares (Fig. 29e), enquanto que
apenas uma marcagao de aspecto vesiculoso pode ser verificado nos nucleos
espermatogoniais (Fig. 30e). Uma unica marcagdo também foi verificada nos
nucleos em profase |, no "estagio confuso” (Fig. 32e).

As metafases espermatogoniais entretanto, ndo apresentaram nenhuma
marcagao nitida (Fig. 31e), ao passo que as espermatides no inicio da
espermiogénese (Fig. 35e), apresentaram uma ou duas evidentes marcagoes.

2.5. Triatoma sordida

A analise dos testiculos, submetidos ao esmagamento e posterior coloragao
com nitrato de prata, em adultos de 7. sordida, revelou que:

Os nucleos poliploides das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares apresentaram varios corpusculos corados pelo nitrato de prata (Fig.
29f). A natureza vesiculosa novamente pode ser constatada na unica marcacgao

presente nos nucleos espermatogoniais em intérfase (Fig. 30f).

Diferentemente das outras espécies analisadas, pode-se verificar em T.
sordida, a presenga de um ou dois blocos marcados pela prata, no "estagio confuso"
da profase | meidtica (Fig. 32f).

As metafases espermatogoniais (Fig. 31f) e da segunda divisdo meidtica (Fig.
34f), nao apresentaram qualquer marcacao pela prata. Porém, quando se analisava
metafases da primeira divisdo meidtica, pode-se observar, algumas vezes, a
presenca de uma marcagao em um dos cromossomos desta espécie (Fig. 33d).

As espermatides, no inicio da espermiogénese, apresentaram
preferencialmente duas marcagdes (Fig. 35f), enquanto que em fases mais
adiantadas deste processo, apenas uma marcagdo por espermatide pode ser
encontrada (Fig. 36d).
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3. REAGAO DE FEULGEN

A reacgdo de Feulgen foi descrita em 1924 por Feulgen e Rosenbeck, como
especifica para o DNA, a partir de pesquisas sobre as aplicagées do uso de um
reagente desenvolvido por Schiff e, denominado reativo de Schiff, sendo utilizado
em quimica organica para a caracterizagdo de aldeidos. Como resultado desta
reagdo, forma-se um complexo corado, vermelho violaceo, especifico do DNA.
Quando esta técnica € aplicada em preparagdes citolégicas, ela mostra que o DNA
esta localizado no nucleo celular e, mais precisamente, nos cromossomos. Se a
preparacdo €& previamente tratada com desoxirribonuclease, enzima que cataliza
especificamente a hidrolise do DNA, nada se cora, o que confere & reagédo de
Feulgen, um real valor citoguimico.

3.1.Triatoma brasiliensis

Os resultados obtidos no presente trabalho,utilizando a técnica de
esmagamento dos testiculos de T. brasiliensis e posterior coloragéo pela reagéo de
Feulgen, levaram as seguintes conclusdes:

Os nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares apresentaram dois aspectos diferentes: varios corpusculos (Fig. 37a) ou

um unico corpusculo heterocromatico (Fig. 37b).

Os nucleos interfasicos das espermatogdnias mostraram 0S Cromossomos
sexuais formando um corpo heterocromatico, mais ou menos arredondado (Figs.
38a e 38b).

O complemento cromossomico dipléide € 22 nesta especie. A metafase
espermatogonial consiste de 20 autossomos mais XY no macho. N&o ha uma
orientagdo especifica para os cromossomos nesta fase, porém, nota-se a presenca
de delicados filamentos unindo os cromossomos (Figs. 39a e 39b).

Na préfase |, especificamente no "estagio confuso”, o bloco heterocromatico
formado pelos cromossomos sexuais € bastante nitido, podendo-se, em alguns
casos, visualizar os dois elementos que o compdem (Figs. 40a e 40b). No dipléteno,
este bloco heterocromatico ainda pode ser visto como um ou dois pontos mais
destacados (Figs. 41a e 41b).
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3.2. Triatoma delpontei

As principais observagdes realizadas no presente trabalho, através da
técnica de esmagamento dos testiculos de 7. delpontei e posterior coloragédo pela
reagao de Feulgen, estao descritas a seguir, sinteticamente:

Os nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares apresentaram varias marcagdes heterocromaticas (Fig. 37c). Ja os
nucleos espermatogoniais interfasicos, apresentaram apenas uma grande e
evidente marcagao (Fig. 38c).

Aparentemente, esta mesma marcagao ocorre nos nucleos em profase |, na
fase denominada "estagio confuso" (Fig. 40c), sendo visivel também, até o
diploteno. Entretanto, nesta fase, apenas dois pontos mais heteropicnéticos sao
distinguiveis (Fig. 41c).

Nas metafases espermatogoniais analisadas, pode-se constatar a presenca
de 22 cromossomos, além de delicados filamentos unindo-os (Fig. 39c).

Metafases da segunda divisao meiodtica, vistas frontalmente, apresentaram os
10 bivalentes autossémicos dispostos em forma de circulo ao redor dos 02
cromossomos sexuais (XY). Pode-se verificar ainda, a presenga de uma
extremidade heterocromatica em alguns cromossomos desta especie (Figs. 42a e

42b).
As anafases analisadas (Figs. 43a e 43b), ndo evidenciaram a presenca de

cromossomos retardatarios.

3.3. Triatoma lecticularia

Testiculos de individuos adultos de T. IJecticularia, submetidos ao
esmagamento e posterior coloragao pela reacao de Feulgen, mostraram que 0Os
nucleos poliploides da parede dos tubulos testiculares apresentaram-se com uma
unica marcagao heterocromatica (Fig. 37d). Esta mesma marcagao unica, também
foi verificada nos nucleos espermatogoniais em intérfase (Fig. 38d).

As metafases espermatogoniais (Fig. 39d) apresentaram-se com 22
cromossomos, podendo-se notar em alguns deles, alguns pontos heterocromaticos.

O "estagio confuso", apresentou uma nitida regido heterocromatica maior e,
alguns pontos heterocromaticos adicionais (Fig. 40d). No entanto, apenas um ponto
heterocromatico pode ser evidenciado no diploteno (Fig. 41d).

Na anafase (Fig. 43c) nota-se a presenga de cromossomos migrando
tardiamente; trata-se, provavelmente, dos cromossomos sexuais.
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3.4. Triatoma rubrovaria

A andlise dos testiculos de T. rubrovaria submetidos a reagcédo de Feulgen
revelou que os nucleos polipléides das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares e os nucleos espermatogoniais em intérfase, apresentaram uma unica
marcagao heterocromatica (Figs. 37e e 38e).

As metafases espermatogoniais mostraram-se sem um arranjo caracteristico
com os cromossomos ocupando toda a placa equatorial (Fig. 39e). Pode-se notar
nesta espécie também, a presenga de delicados filamentos unindo os

Cromossomos.
O "estagio confuso" e o dipléteno responderam & esta técnica com uma nitida

regido heterocromatica, na maioria das vezes bipartida, mas outras vezes, unica
(Figs. 40e e 41e).

As metafases da segunda divisdo meidtica, mostraram-se com o arranjo
caracteristico de outros triatomineos, ou seja, 0S Cromossomos sexuais se
colocaram no centro de um anel formado pelos autossomos. Nota-se também, nas
metafases analisadas, a presenga de quatro autossomos mais heteropicnéticos
(Figs. 42c e 42d).

As anafases ndo mostraram a presenga de cromossomos retardatarios (Fig.
43d).

3.5. Triatoma sordida

Os resultados obtidos através da reagdo de Feulgen em testiculos de T.
sordida mostraram nos nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos
tubulos testiculares uma unica marcagao heterocromatica (Fig. 37f), ao passo que
nos nucleos espermatogoniais em intérfase uma, duas ou mais marcagdes puderam
ser verificadas (Fig. 38f).

As metéfases espermatogoniais tornaram evidente, também nesta espécie, a
presenca de filamentos unindo os cromossomos (Fig. 39f).

No "estagio confuso", nota-se a presenga de uma marcagéo heterocromatica
bipartida, representativa dos cromossomos sexuais, além de alguns pontos
heterocromaticos adicionais (Fig. 40f), sendo que o dipléteno (Fig. 41f), apresenta-
se com as mesmas caracteristicas.
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4. BANDAMENTO C

A técnica do bandamento C, permite localizar a heterocromatina constitutiva
de forma rapida e precisa. Durante os procedimentos desta técnica, o DNA é
fragmentado e progressivamente eliminado dos cromossomos. Por razdes ainda
nao bem esclarecidas, o DNA da heterocromatina constitutiva € menos extraido
durante este processo que o restante do DNA. Aparentemente, a associagdo do
DNA com as proteinas na heterocromatina € diferente e mais resistente as
condigbes da técnica de bandamento C do que a associagdo DNA-proteinas da
eucromatina, ocorrendo assim, a maior extragdo do DNA da eucromatina. Disto
resulta que quando os cromossomos s&o corados, as regides heterocromaticas
coram-se mais fortemente, formando blocos escuros, denominados bandas C (C =
constitutiva). O corante utilizado nesta técnica € o Giemsa, que cora sensivelmente
0S cromossomos, mesmo quando estes apresentam pouquissima quantidade de
DNA.

4.1 Triatoma brasiliensis

Os resultados obtidos pela técnica da banda C, mostraram nos nucleos
poliploides das células nutritivas dos tubulos testiculares e nos nucleos
espermatogoniais em intérfase, uma marcagao heterocromatica em cada caso (Figs.

44a, 44b, 45a e 45b).
No "estagio confuso", esta mesma marcagao se repete (Figs. 46a e 46b),

sendo que no dipléteno, ja € mais facil distinguir os dois elementos que a compde
(Figs. 47a e 47b).

4.2. Triatoma delpontei

A analise dos testiculos submetidos ao bandamento C revelou que os
nucleos poliploides apresentaram varias marcagdes, do mesmo modo que nas
técnicas anteriores (Fig. 44c).

Os nucleos interfasicos das espermatogdnias (Fig. 45c) foram corados
exatamente na massa heterocromatica, que nesta espécie € maior e bem
evidenciada. Esta mesma, grande e evidente marcagdo heterocromatica, também
pode ser visualizada em nucleos no "estagio confuso”, conforme mostra a Fig. 46¢.

As metafases da primeira divisdo meidtica, mostraram algumas marcagdes
heterocromaticas em uma das extremidades de alguns cromossomos desta espécie
(Figs. 48a e 48b). Estas mesmas marcagbes também podem ser encontradas
quando se analisa metafases da segunda divisdo meidtica, em vista frontal (Figs.
49a e 49b).
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4.3. Triatoma lecticularia

As observagdes realizadas utilizando-se a técnica do bandamento C em
machos de 7. lecticularia, podem ser resumidas como segue:

Os nucleos polipléides da parede dos tubulos testiculares apresentaram uma
nitida marcagdo heterocromatica (Fig. 44d), do mesmo modo que os nucleos
espermatogoniais em intérfase (Fig. 45d)

No "estagio confuso" (Fig. 46d) e no dipléteno (Fig. 47d), uma Uunica
marcacdo heterocromatica também estava presente, podendo-se entretanto,
visualizar os dois cromossomos sexuais que possivelmente a compdem no
dipléteno.

Nas metafases da primeira e segunda divisdes meiodticas, ha sugestdo da
presenca de algumas extremidades heterocromaticas em alguns cromossomos
(Figs. 48c, 48d e 49c).

4.4, Triatoma rubrovaria

Testiculos de individuos adultos de 7. rubrovaria submetidos ao
esmagamento e posterior bandamento C, mostraram que os nucleos poliploides das
células nutritivas da parede dos tubulos testiculares possuem apenas uma
marcacao heterocromatica (Fig. 44e).

Os nucleos espermatogoniais em intérfase e os nucleos que se encontravam
na fase denominada "estagio confuso”, também apresentaram uma unica marcagéo
heterocromatica, quando submetidos ao bandamento C (Figs. 45e e 46e).

No diploteno, uma marcagdo bipartida, pode ser reconhecida (Fig. 47¢c),
enquanto que nas metafases da segunda divisdo meidtica, tais marcagdes ndo
puderam ser verificadas (Fig. 49d).

4.5. Triatoma sordida

Em relagdo a T. sordida, pode-se dizer que a técnica do bandamento C,
revelou uma unica marcagdo heterocromatica, quer nos nucleos polipléides das
células nutritivas da parede dos tubulos testiculares (Fig. 44f), quer nos nucleos
espermatogoniais em intérfase (Fig. 45f), ou ainda, nos nucleos em préfase |, no
"estagio confuso" (Fig. 46f).
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Tabela 02. Resumo dos aspectos diferenciais e similares da meiose entre cinco espécies de triatomineos, através da coloragdo
com orceina lacto-acética, Giemsa, nitrato de prata, reagdo de Feulgen e bandamento C.

Trniatoma brasiliensis

Tnatoma delpontei

Triatoma lecticulana

Triatoma rubrovana

Tratoma sordida

1. Ndcleos polipléides
das células nutritivas

2. Nucleos
espermatogoniais em
intérfase

3. Metafases

espermatogoniais

4. "Estagio confuso"

5. Dipléteno

Uma unica marcagéo
heterocromatica e,
varias marcagdes
nucleolares

Corpusculo
heterocromatico
unico e um nucléolo

20A + XY, com
filamentos unindo os
cromossomos. Nao
houve indicagdes de
RONs

Cromossomos
sexuais unidos,
formando um bloco
unico ou bipartido,
destacado

Cromossomos
sexuais proximos,
formando um bloco
heterocromatico
bipartido

Varias marcagdes
heterocromaticas e,
varias marcagdes
nucleolares

Corpusculo
heterocromatico
unico e um nucléolo
bem maior que o das
outras espécies

20A + XY, com
filamentos unindo os
cromossomos. Nao
houve indicagées de
RONs

Cromossomos
sexuais unidos,
formando um bloco
unico ou bipartido
destacado

Cromossomos
sexuais proximos,
formando um bloco
heterocromatico
unico ou bipartido

Uma unica marcagéao
heterocromatica e,
varias marcagoes
nucleolares

Corpusculo
heterocromatico
unico e um nucléolo

20A + XY, com
filamentos unindo os
cromossomos. Nao

houve indicag¢des de
RONs

Cromossomos
sexuais unidos,
formando um bloco
unico ou bipartido
destacado

Cromossomos
sexuais proximos,
formando um bloco
heterocromatico
unico ou bipartido

16 17 18 19

Uma unica marcagao
heterocromatica e,
varias marcagoes
nucleolares

Corpusculo
heterocromatico
unico e um nucléolo

20A + XY, com
filamentos unindo os
cromossomos. Nao
houve indicagdes de
RONs

Cromossomos
sexuais unidos,
formando um bloco
unico ou bipartido
destacado

Cromossomos
sexuais proximos,
formando um bloco
heterocromatico
bipartido

200 24 22 23

Uma Unica marcagao
heterocromatica e,
varias marcagdes
nucleolares

Um corpusculo
heterocromatico
maior e varios pontos
menores. Presenca
de um nucléolo

20A + XY, com
filamentos unindo os
cromossomos. Nao

houve indicagdes de
RONs

Cromossomos
sexuais unidos,
formando um bloco
unico ou bipartido
destacado

Cromossomos
sexuais proximos,
formando um bloco
heterocromatico
bipartido

24 25 26 27




Tabela 02. Continuagéo

Triatoma brasiliensis

Triatoma delpontei

Triatoma lecticularia

Triatoma rubrovaria

Triatoma sordida

6. Metafase |

7. Metafase Il

8. Anafase

10A + XY. Os
Cromossomos
sexuais localizam se
no centro ou na
periferia do anel
formado pelos
autossomos.
Evidéncia de RONs
em alguns
Cromossomos

Cromossomos
sexuais localizados
no centro do anel
formado pelos
autossomos. Nao
houve indicagoes de
RONs

Cromossomos
sexuais retardatarios
presentes na fase
inicial

10A + XY. Os
Cromossomos
sexuais localizam se
no centro ou na
periferia do anel
formado pelos
autossomos.
Auséncia de RONs.
Bandas C em uma
das extremidades de
alguns autossomos

Cromossomos
sexuais localizados
no centro do anel
formado pelos
autossomos. Nao
houve indicagdes de
RONSs. Pequenas
bandas C nos
telomeros de alguns
Cromossomos

Cromossomos
sexuais retardatarios
presentes na fase
inicial

10A + XY. Os
Cromossomos
sexuais localizam se
no centro ou na
periferia do anel
formado pelos
autossomos. Ténues
bandas C em uma
das extremidades de
alguns autossomos

Cromossomos
sexuais localizados
no centro do anel
formado pelos
autossomos. Nao
houve indicagao de
RONs. Indicacéo de
bandas C nos
teldbmeros de alguns
Cromossomos

Cromossomos
sexuais retardatarios
presentes na fase
inicial

16 17 18 19

10A + XY. Os
Cromossomos
sexuais localizam se
no centro ou na
periferia do anel
formado pelos
autossomos

Cromossomos
sexuais localizados
no centro do anel
formado pelos
autossomos.
Presencga de quatro
Cromossomos mais
heteropicnéticos que
os demais

Cromossomos
sexuais retardatarios
presentes na fase
inicial

10A + XY. Os
Cromossomos
sexuais localizam se
no centro ou na
periferia do anel
formado pelos
autossomos.
Pequena RON
evidenciada em um
Cromossomo

Cromossomos
sexuais localizados
no centro do anel
formado pelos
autossomos. Nao
houve indicagbes de
RONSs.

Cromossomos
sexuais retardatarios
presentes na fase
inicial

24 25 26 27
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Tabela 02. Continuagéo

Tnatoma brasiliensis

Triatoma delpontei

Tniatoma lecticulana

Triatoma rubrovaria

Triatoma sordida

9. Teloéfase

10. Espermatides em
fase inicial da
espermiogénese

11. Espermatides em
fase mais adiantada
da espermiogénese

Cromossomos
sexuais retardatarios
ausentes

Auséncia de
marcagao
heterocromatica.
Uma marcagao
nucleolar maior e
varios pontos
menores

Auséncia de
marcagao
heterocromatica.
Presenca de uma
marcacgao nucleolar

Cromossomos
sexuais retardatarios
ausentes

Auséncia de
marcagao
heterocromatica.
Presenga de um ou
dois corpusculos
nucleolares

Auséncia de
marcagao
heterocromatica.
Presenga de uma
marcagao nucleolar

Cromossomos
sexuais retardatarios
ausentes

Auséncia de
marcacgao
heterocromatica.
Presenga de um, dois
ou trés corpusculos
nucleolares

Auséncia de
marcagao
heterocromatica

Cromossomos
sexuais retardatarios
ausentes

Auséncia de
marcagao
heterocromatica.
Presenca de um ou
dois corpusculos
nucleolares

Auséncia de
marcagao
heterocromatica

Cromossomos
sexuais retardatarios
ausentes

Auséncia de
marcagao
heterocromatica.
Presenca preferencial
de dois corpusculos
nucleolares

Auséncia de
marcagao
heterocromatica.
Presenca de uma
marcacgao nucleolar
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Fig. 03, a-f. Nucleos poliploides das células nutritivas da parede do tubulo testicular,
corados com orceina lacto-acética. a-b, e, f - Nucleos polipldides de
Triatoma brasiliensis, T. rubrovaria e T. sordida respectivamente, com
um unico corpusculo heterocromatico. ¢ - Nucleo polipléide de
Triatoma delpontei mostrando varios corpusculos heterocromaticos de
diferentes tamanhos. d - Nucleo polipléide de Triatoma lecticularia
apresentando um  corpusculo heterocromatico mais evidente e
algumas marcagdes menores.
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Fig. 04, a-f.Nucleos interfasicos das células espermatogoniais dos tubulos
testiculares de Triatoma brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T.
rubrovaria e T. sordida, corados com orceina lacto-acética, mostrando,
no caso de T. brasiliensis (a, b), T. delpontei (c), e T. rubrovaria (€) um
unico corpusculo destacado, ao passo que T. lecticularia (d) e T.
sordida (f), possuem um corpusculo maior (setas longas) e varios
pequenos corpusculos evidenciados. As vezes, alguns corpusculos
apresentam vesiculas no seu interior (pontas de setas).
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Fig. 05, a-f. Metafases espermatogoniais dos tubulos testiculares de Triatoma
brasiliensis (a,b), T. delpontei (c), T. lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e
T. sordida (f), coradas com orceina lacto-acética. As setas indicam
filamentos unindo os cromossomos. Destaca-se uma extremidade
heterocromatica nos cromossomos espermatogoniais da espécie T.
delpontei (c) (pontas de setas).
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Fig. 06, a-f. Nucleos da profase | da meiose ("estagio confuso") de Triatoma
brasiliensis (a,b), T. delpontei (¢), T. lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e
T. sordida (f), corados com orceina lacto-acética. As setas indicam o
corpo heterocromatico formado pelos cromossomos sexuais.
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Fig. 07, a-f. Nucleos da préfase | da meiose (dipléteno) de Triatoma brasiliensis
(a,b), T. delpontei (c), T. lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e T. sordida
(f), corados com orceina lacto-acética. As setas indicam a forte
marcagao do corpo compacto formado pelos cromossomos sexuais.
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Fig. 08, a-f. Metafases da 12 divisdo meidtica de Triatoma brasiliensis (a,b), T.
delpontei (c), T. lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e T. sordida (f),
coradas com orceina lacto-acética. Observar a disposi¢cédo dos
autossomos em anel e dos cromossomos sexuais localizados no centro
deste. As setas indicam o cromossomo Y.
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Fig. 09, a-f. Metafases da 22 divisdo meidtica de Triatoma brasiliensis (a-b), T.
delpontei (c), T. lecticularia (d) e T. sordida (e-f), coradas com orceina
lacto-acética. Os cromossomos sexuais localizam-se no centro do anel
formado pelos autossomos. As setas indicam o cromossomo Y. Vista

frontal.
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Fig. 10, a-f. Metafases da 22 divisdo meidtica de Triatoma brasiliensis (a,b), T.
delpontei (c), T. lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e T. sordida (f),
coradas com orceina lacto-acética. Novamente, os cromossomos
sexuais colocam-se no centro do anel formado pelos cromossomos
autossomicos. As setas indicam o cromossomo Y.
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Fig. 11, a-f. Metafases da 22 divisdo meidtica de Triatoma brasiliensis (a), T.
delpontei (b,c), T. lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e 12 divisdo meidtica
de T. sordida (f), coradas com orceina lacto-acética. Vista lateral.
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Fig. 12, a-f Anafases meidticas de Triatoma brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia,
T. rubrovaria e T. sordida, respectivamente, coradas com orceina lacto-
acética. a - Anafase | de T. brasiliensis; b - Anafase Il de T. brasiliensis,
c - Anéfase | de T. delpontei; d - Anéfase | de T. lecticularia; e - Anafase
Il de T. rubrovaria; f - Anafase | de T. sordida. As setas indicam
cromossomos migrando tardiamente.
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Fig. 13, a-f. Anafases da 12 divisdo meidtica de Triatoma brasiliensis (a,b), T.
delpontei (c), T. lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e T. sordida (f),
coradas com orceina lacto-acética. Neste estagio, todos os
cromossomos ja alcancaram os polos.
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Fig.14, a-f. Tel6fases meidticas de Triatoma brasiliensis (a,b), T. delpontei (¢), T.
lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e T. sordida (f), coradas com orceina
lacto-acética. Telofases | (c, d, e). Teldfases Il (a, b, f).
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Fig. 15, a-f. Espermatides de T. brasiliensis (a,b), T. delpontei (c), T.lecticularia (d),
T. rubrovaria (e) e T. sordida (f), coradas com orceina lacto-acética.
Inicio da espermiogénese. Notar a forma arredondada das células.
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Fig. 16, a-f. Espermatides de Triatoma brasiliensis (a,b), T. delpontei (c), T.
lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e T. sordida (f), em um estagio da
espermiogénese mais adiantado. Notar a forma alongada das células.
Coloragéao: orceina lacto-acética.
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Triatoma brasiliensis
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Fig. 17. Exemplar e cariotipo de Triatoma brasiliensis.
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Triatoma delpontei
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Fig.18. Exemplar e cariétipo de Triatoma delpontei.
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Triatoma lecticularia
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Fig. 19. Exemplar e cariétipo de Triatoma lecticularia.
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Triatoma rubrovaria
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Fig. 20. Exemplar e cariétipo de Triatoma rubrovaria.
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Triatoma sordida
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Fig. 21. Exemplar e cariétipo de Triatoma sordida.
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Fig. 22, a-f. Nucleos polipldides das células nutritivas dos tubulos testiculares

submetidos a coloragdo com Giemsa. a - Nucleo polipléide de Triatoma
brasiliensis com um Unico corpusculo heterocromatico destacado. b,¢ -
Nucleos poliploides de T. delpontei mostrando varios pontos
heterocromaticos. d - Nucleo polipldide de T. lecticularia com um
corpusculo heterocromatico maior. e - Nucleo polipléide de T.
rubrovaria mostrando o cromocentro formado de vérias regioes
condensadas. f - Nucleo polipldide de T. sordida com quatro regides
condensadas e multiplos pontos destacados na eucromatina.

AV
AVAVA

3 4 5 © 7 unespw].l 12 13 14 15 16 17 18



Fig. 23, a-f.Nucleos interfasicos das células espermatogoniais dos tubulos
testiculares de Triatoma brasiliensis (a,b), T. delpontei (c), T. lecticularia
(d), T. rubrovaria (e) e T. sordida (f), corados com Giemsa, mostrando o
corpusculo heterocromatico.
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Fig. 24, a-d.Metafases espermatogoniais dos tubulos testiculares de Trfaton_?a
brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia e T. rubrovaria,
respectivamente, mostrando a presenca de 22 Cromossomos.
Coloragao: Giemsa.
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Fig. 25, a-f. Nucleos da préfase | da meiose ("estagio confuso") de Triatoma
brasiliensis (a,b), T. delpontei (c), T. lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e
T. sordida (f), submetidos & coloragédo com Giemsa. As setas indicam 0
corpusculo heterocromatico formado pelos cromossomos sexuais.
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ig. 26, a-d. Nucleos da préfase | da meiose (diploteno) de Triatoma brasiliensis , T.
delpontei, T. rubrovaria e T. sordida respectivamente, submetidos a

coloracdo com Giemsa. As setas indicam a marcagdo do corpusculo
heterocromatico formado pelos cromossomos sexuais.
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Fig. 27, a-d. Metafases da 12 divisdo meidtica de Triatoma delpontei (a,b), T.
lecticularia (c) e T. rubrovaria (d), coradas com Giemsa. Observar que
0S Cromossomos sexuais aparecem no centro (b,d) ou distribuidos

casualmente (setas) (a,c).
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Fig. 28, a-d. Metéafases da 2a divisdo meidtica de Triatoma delpontei, T. lecticularia,
T rubrovaria e T. sordida respectivamente, coradas com Giemsa. Os
cromossomos sexuais localizam-se no centro do anel formado pelos
autossomos.
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Fig. 29, a-f Nucleos polipléides das células dos tubulos testiculares, submetidos a
coloragéo com nitrato de prata. a-b - Nucleo polipldide de Triatoma
brasiliensis com varias marcagdes nucleolares. ¢ - Nucleo polipléide de
T. delpontei com varios blocos destacados. d - Nucleo polipléide de T.
lecticularia com 03 marcacdes. e,f - Nucleo polipléide de T. rubrovaria
e T. sordida respectivamente, mostrando varias regioes impregnadas
pela prata.
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Fig. 30, a-f. Nucleos das células dos tubulos testiculares, submetidos a coloragéo
com nitrato de prata. a-f - Nucleos interfasicos espermatogoniais de
Triatoma brasiliensis (a,b), T. delpontei (c), T. lecticularia (d), T.
rubrovaria (e) e T. sordida (f), com uma unica marcagéo nucleolar com
vesiculas no seu interior (setas).

AVA
AVAVAY

3 4 9 6 7 unespmll 12 13 14 15 1le 17 18



Fig. 31, a-f Metafases espermatogoniais dos tubulos testiculares de Triatoma
brasiliensis (a), T. delpontei (b), T. lecticularia (¢c,d), T. rubrovaria (e) e ([
sordida (f), coradas com nitrato de prata. Observar a auséncia de
marcagdes nucleolares.
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Fig. 32, a-f. Nucleos da profase | da meiose ("estagio confuso") de Triatoma
brasiliensis (a,b), T. delpontei (c), T. lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e
T. sordida (f), corados com nitrato de prata. As setas indicam o bloco
cromossomico marcado, correspondente aos cCromossomos sexuais.
Em T. sordida, (e), observar 02 blocos marcados.
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Fig. 33, a-d. Metafases da 12 divisdo meidtica coradas com nitrato de prata. a -
Triatoma brasiliensis. As setas indicam pequenas marcagoes
nucleolares, sugerindo RONSs. b,c - T. delpontei. Observar a auséncia
de marcagdes nucleolares. d - T. sordida. Um dos cromossomos
possui uma evidente marcagao (seta).
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Fig. 34, a-f. Metafases da 22 divisdo meidtica de Triatoma brasiliensis (a,b), T.
delpontei (c,d), T. lecticularia (e) e T. sordida (f), coradas com nitrato
de prata. Ndo se observa a presengca de marcagdes nucleolares
evidentes.
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Fig. 35, a-f. Espermatides na fase inicial da espermiogénese, submetidas a
coloragdo com nitrato de prata. a-b; c; e - Espermatides de Triatoma
brasiliensis, T. delpontei e T. rubrovaria, respectivamente, com 01 ou
02 evidentes marcagoes. d - T. lecticularia. Observar a presenca de 01,
02 ou 03 marcagdes nucleolares. f - Espermatides de T. sordida, onde
predominam marcagdes duplas.
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Fig. 36, a-d. Esperméatides em fase mais adiantada da espermiogénese, coradas
com nitrato de prata. a,b - Triatoma brasiliensis, ¢ - T. delpontei, d - T
sordida. Observar a unica massa pequena corada.
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Fig. 37, a-f. NUcleos polipléides das células nutritivas da parede do tubulo testicular,
submetidos a reacdo de Feulgen. a,b - Triatoma brasiliensis. Nucleos
com varias e uma marcacgéo respectivamente. ¢ - Triatoma delpontei -
NUGcleos com varias marcagdes. d-f - Nucleos de T. lecticularia, T.
rubrovaria e T. sordida respectivamente, mostrando apenas uma
marcacao heterocromatica.
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Fig. 38, a-f. Nucleos interfasicos das células espermatogoniais dos tubulos
testiculares submetidos a reagao de Feulgen. Observar a marcagéo
unica no caso de Triatoma brasiliensis (a,b), T. delpontei (c), T.
lecticularia (d) e T. rubrovaria (e), ao passo que T. sordida (f)
apresenta 02 ou mais marcagoes.

AVA
cm 1 2 3 4 9 6 7 unespmll 12 13 14 15 16 17 18



Fig. 39, a-f. Metafases espermatogoniais dos tubulos testiculares de Triatoma
brasiliensis (a,b), T. delpontei (c), T. lecticularia (d), T. rubrovaria (e)
e T. sordida (f), submetidas & reagcdo de Feulgen. Observar a
presenca de filamentos unindo 0s Cromossomos.
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Fig. 40, a-f. Nucleos da profase | da meiose ("estagio confuso") de Triatoma
brasiliensis (a,b), T. delpontei (¢), T. lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e
T. sordida (f), submetidos a reagdo de Feulgen. As setas indicam um
corpusculo fortemente marcado, formado pelos cromossomos sexuais.
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Fig. 41, a-f. Nucleos da préfase | da meiose (diploteno) de Triatoma brasiliensis
(a,b), T. delpontei (c), T. lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e T. sordida
(f), submetidos a reagdo de Feulgen. As setas indicam a forte
marcagao do corpo compacto formado pelos cromossomos sexuais.
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42, a-d. Metafases da 22 divisdo meidtica de Triatoma delpontei (a,b) e T.
rubrovaria (c,d), submetidas a reagdo de Feulgen. Notar que T.
delpontei apresenta as extremidades de alguns cromossomos
destacadas (setas), enquanto que T. rubrovaria, possui 04
cromossomos mais fortemente corados (setas menores).
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Fig. 43, a-d. Anafases meidticas da 12 divisdo de Triatoma delpontei (a-b), T.
lecticulania (c) e T. rubrovaria (d), submetidas a reacdo de Feulgen. As
setas indicam cromossomos migrando tardiamente.
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Fig. 44, a-f. Nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares de Triatoma brasiliensis (a,b), T. delpontei (c), T.
lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e T. sordida (f), submetidos ao
bandamento C. Observar a presenga de um Unico corpusculo
heterocromatico em todas as espécies, exceto T. delpontei (c), onde se
observa varios corpusculos.
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Fig. 45, a-f. Nucleos interfasicos das células espermatogoniais dos tubulos
testiculares de Triatoma brasiliensis (a,b), T. delpontei (c), T.
lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e T. sordida (f), submetidos ao
bandamento C, mostrando a presenga de um Unico corpusculo
heterocromatico em todas as espécies
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Fig. 46, a-f. Nlcleos da profase | da meiose ("estagio confuso") de Triatoma
brasiliensis (a,b), T. delpontei (c), T. lecticularia (d), T. rubrovaria (e) e T.
sordida (f), submetidos ao bandamento C. As setas indicam a presenca
de um Unico cromocentro em todas as especies.
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Fig. 47. a-d. Nucleos da profase | da meiose ( diploteno) de Triatoma brasiliensis
(a,b), T. rubrovaria (c) e T. lecticularia (d), submetidos ao
bandamento C. Nota-se a presengca dos cromossomos sexuais
heterocromaticos (setas), destacando-se dos demais cromossomos.
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Fig. 48, a-d. Metafases da 1?2 divisdo meidtica de Triatoma delpontei (a,b) e T.
lecticularia (c,d), submetidas a técnica do bandamento C. As setas
indicam algumas marcagdes evidenciadas nos cromossomos da

espécies T. delpontei. Em T. lecticularia, as marcagdes nao foram tao
evidenciadas.
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Fig. 49, a-d. Metafases da 22 divisdo meidtica de Triatoma delpontei (a,b), T.
lecticularia (c) e T. rubrovaria (d), submetidas a técnica do bandamento
C. Observa-se algumas marcagdes nos cromossomos de T. delpontei e
T. lecticularia (setas).
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IV - DISCUSSAO

No presente trabalho foram analisados, ao nivel de microscopia Optica,
aspectos da meiose, do comportamento nucleolar e do padrao de distribuicdo da
heterocromatina constitutiva em machos de Triatoma brasiliensis, T. delpontei, T.
lecticularia, T. rubrovaria e T. sordida, visando a uma comparagdo entre essas
espécies.

Como ja estabelecido nos Resultados, os dados obtidos serdo discutidos
separadamente, estabelecendo-se sempre que necessario as devidas correlagdes.
Pretende-se nesta discussao, tragar um perfil das principais caracteristicas do ciclo
meidtico destes insetos, as quais poderao servir de base para estudos futuros, além
de fornecerem importantes evidéncias do processo evolutivo pelo qual passaram
estes insetos. Para tanto, analisaremos sequencialmente aspectos nucleares
(nucleos polipldides da parede dos tubulos testiculares, nucleos espermatogoniais);
metafases espermatogoniais (numero cromossémico diploide, tamanho dos
Cromossomos, mecanismo cromossémico sexual); profase | inicial ("estagio
confuso", dipléteno); metafases | e Il ( disposi¢cdo dos cromossomos sexuais em
relacdo aos autossomos) ; anafases (cromossomos retardatarios), telofases e
espermatides.

1. Coloragao com orceina lacto-acética e Giemsa

Os resultados obtidos no presente trabalho, através da coloragédo dos
testiculos com orceina lacto-acética, mostram que os nucleos polipldides das
células nutritivas da parede dos tubulos testiculares das cinco espécies analisadas,
apresentam massas heterocromaticas destacadas e que, a heterocromatina, nos
nucleos polipldides de Triatoma brasiliensis, T. lecticularia, T. rubrovaria e T.
sordida, aparecem sob a forma de um corpusculo ovalado ou irregular,
predominantemente unico. Entretanto, em T. delpontei, foi observada uma variagao
no numero, forma e localizagdo destes corpusculos heterocromaticos, o que pode
estar associado aos diferentes padrées de heterocromatinizagdo dos nucleos
polipldides desta espécie.

De Vaio et alii (1985), analisando a meiose de Triatoma infestans, T.
rubrovaria e Rhodnius prolixus, também encontraram diferengas no numero de
cromocentros que os nucleos poliploides das células nutritivas destas especies
apresentavam. Verificaram que R. prolixus apresentou um unico cromocentro
compacto, ao passo que dois elementos mais heteropicnéticos foram observados
em T. rubrovaria. No caso de T. infestans, os varios cromocentros observados,
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puderam ser relacionados com a presenga de regides heterocromaticas em alguns
dos cromossomos desta espécie. Este fato sugere que um numero varidvel de
autossomos pode participar da formagédo destes cromocentros, afetando obviamente
0 tamanho destes. Este numero é espécie-especifico e, depende do numero de
pares de autossomos que contém blocos heterocromaticos.

Variagdes 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, também foram encontradas por Azeredo-
Oliveira (1990).

Nossos resultados demonstram ainda que, os nucleos espermatogoniais em
intérfase de Triatoma brasiliensis, T. delpontei e T. rubrovaria, apresentam um Unico
corpusculo heterocromatico, sendo que este corpusculo chama a atengéo em T.
delpontei, devido ao seu tamanho. De acordo com Panzera et alii (1995), em T.
delpontei, este cromocentro & formado pela associagdo heterdloga das regides
heterocromaticas de todos os bivalentes autossémicos e dos cromossomos sexuais.
Ja T. sordida e T lecticularia possuem um corpusculo heterocromatico maior e varios
pequenos pontos destacados. Nota-se ainda, que estes corpusculos apresentam-se
com um aspecto vesiculoso, 0 mesmo acontecendo nos nucleos espermatogoniais

de T. brasiliensis.
Mais uma vez, as observagdes do presente trabalho, corroboram os achados

de Azeredo-Oliveira (1990), que encontrou, nos nucleos espermatogoniais de trés

das quatro espécies estudadas, apenas um corpusculo heterocromatico. Entretanto,
este numero pode chegar a cinco em T. pallidipennis.

Aceita-se que os nucleos com multiplos cromocentros resultaram de nucleos
que apresentavam um unico cromocentro, o qual sofreu fragmentagdo. Esta
fragmentag@o pode estar associada com a expressdo de "genes silenciosos" da
heterocromatina do cromocentro (Mello, 1980). Além disso, verifica-se nos trabalhos
citados, e nos resultados por nds apresentados, algumas diferengcas em relagéo ao
tamanho destes cromocentros, as quais também podem ser relacionadas a
atividade celular. Desta forma, nucleos com areas heterocromaticas menores,
podem ser interpretados como nucleos de maior atividade celular, se for
considerado que uma das caracteristicas principais da heterocromatina € sua
inatividade génica.

O fato de que este tipo de cromatina se encontra constantemente
condensado e de que o estado condensado se encontra comumente associado ao
blogueio da transcricdo, sugere que mesmo que ocorram genes na heterocromatina,
estes estejam bloqueados (Guerra, 1988).

De acordo com Brown (1966), varios aspectos apoiam esta importante
caracteristica atribuida a heterocromatina: auséncia de mutantes detectaveis na
maior parte dos genes do cromossomo Y; auséncia de mutantes detectaveis na
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maior parte das regibes proximas ao centromero, supressdo de fungdo dos
cromossomo X de mamiferos XX; supresséo de fungdo no conjunto paterno dos
cromossomos de pulgdes; segmento do cromossomos X de Drosophila, compativel
ao Y heterocromatico e geneticamente inativo.

Entretanto, na literatura, ha diversos trabalhos cujos achados contrariam a
inatividade génica da heterocromatina, ponto que sera discutido oportunamente
ainda neste trabalho.

Apesar disto, essas variagdes, presentes nos nucleos polipldides das células
nutritivas e nos nucleos espermatogoniais destas espécies, podem estar
relacionadas as diferengcas nucleares fenotipicas dos individuos, induzidas por
variages individuais, genéticas e ambientais, acumuladas ao longo de seus
processos evolutivos.

Uma outra observagdo do presente trabalho, € que o complemento
cromossdmico dipldide das cinco espécies estudadas, € constituido por 22
cromossomos, sendo 20 autossomos e 02 sexuais em todas elas.

Analisando-se a Tab. 01, verifica-se que, pelo menos 36 espécies
(representando 06 géneros) de cerca de 100 espécies de triatomineos ja foram
investigadas citogeneticamente. Porém, segundo Ueshima (1966), o género que é
considerado mais primitivo, ainda nao foi investigado, devido a sua raridade e,
portanto, quando se avalia o significado evolutivo dos caracteres cromossdmicos
dos triatomineos, deve-se considerar este fato. Além disso, as informagdes sobre a
evolugdo cromossémica nos triatomineos sao bastante limitadas devido a
dificuldade de se detectar variagdes estruturais nos cromossomos dos mesmos. Isto
€ devido a falta de um centrémero diferenciado morfologicamente e também, de
diferenciagdo longitudinal dos seus cromossomos holocéntricos.

Apesar destas limitagGes, os dados citogenéticos disponiveis até o0 momento,
nos permitem algumas conclusdes em relagéo a evolugao cromossoémica ao nivel de
subfamilia.

De acordo com revisdo efetuada, a amplitude de variagdo do numero
cromossémico nos machos da subfamilia Triatominae € de 21 a 25 (Tab. 01, Fig.
01), sendo que cerca de 60% das espécies apresentam numero diploide igual a 22.

Ueshima (1966) ja havia sugerido que o numero modal nesta subfamilia & 22
(20A + XY no macho). Desta forma, o valor dipldide encontrado nas espécies por
noés analisadas, sdo coincidentes com os dados existentes em literatura e,
confirmam os achados de Schreiber e Pellegrino (1950); Barth (1956b) e Ueshima
(1966).

Porém, em todas as discussdes sobre o numero modal, deve-se ter em mente
o fato de que as espécies estudadas citologicamente podem n&o representar uma
amostra casual, desde que alguns grupos s&o estudados mais extensivamente que
outros (Ueshima, 1966). Deve-se questionar ainda, qual o significado da existéncia
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de um complemento cromossémico tipico num grupo de insetos. Alguns
citogeneticistas o consideram como o cariétipo ancestral (Ueshima, 1966; White,
1973), mas outros, entre eles Smith e Virkki (1978) e Perez et alii (1992),
questionam esta interpretagdo e tentam explica-la como uma situagédo citolégica
ideal em cada grupo, sendo o produto de sele¢do natural, mais do que o cariétipo
ancestral do grupo. Nos, particularmente, preferimos a segunda explicagdo para a
existéncia de um complemento cromossémico mais frequente num grupo de insetos.

Deve-se considerar, entretanto, que os dados cromossOmicos acima séo
bastante limitantes, uma vez que a subfamilia Triatominae € bem numerosa e
oferece apenas algumas indicagdes preliminares, pois somente metade dos géneros
foram investigados citogeneticamente até agora. Estes dados poderdo sofrer
alteragcbes, ou serem realmente confirmados, com o0 aumento do numero de
espécies analisadas.

O mecanismo dos cromossomos sexuais nesta sub-familia varia de XY a
X XoX3Y (Tab. 01). A andlise da Tab. 01 nos indica também, que a maioria dos
desvios do numero cariotipico mais frequente desta subfamilia, € devida aos
cromossomos sexuais compostos e que nenhum sistema XO foi descoberto nos
triatomineos até agora. Portanto, este grupo se comporta diferentemente dos outros
Heteroptera.

Nos Heteroptera, os cromossomos sexuais compostos tém sido descritos nas
familias Gelastocoridae, Nepidae, Coreidae, Pentatomidae, Cimicidae e Reduviidae.
Nos Nabidae, Plastapidae e Tingidae ndo foram encontrados ainda. Quando os
Cromossomos sexuais compostos ocorrem em insetos, tais como os Orthoptera e
Diptera, ha uma tendéncia para diminui¢do do numero de autossomos, a medida
que O numero de cromossomos sexuais aumenta (White, 1954), mas, nos
Heteroptera, ndo existe essa relagao (Schrader, 1947). Isto também é verificado nos
Triatominae.

A observagdo destas mesmas placas metafasicas nos leva a concluir que
existem pequenas diferencas nos tamanhos dos autossomos das espécies por nos
analisadas, apesar de T. delpontei apresentar uma nitida diferenciagdo estrutural
em seus cromossomos, isto & a presenca de uma regido heteropicnética em
apenas uma extremidade cromossémica.

Schreiber e Pellegrino (1950) ja apontavam que havia pequenas variagées no
tamanho dos autossomos das espécies de triatomineos. As Unicas excegdes
relatadas sao T. infestans e T. platensis, que possuem trés longos pares de
autossomos (Barth, 1956a; Ueshima, 1966; Solari, 1979). Provavelmente, o
aumento no tamanho dos autossomos em T. infestans tem a ver com a presenga de
heterocromatina constitutiva nestes trés pares, como demonstrado por Solari
(1979).
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As diferengas no tamanho dos cromossomos entre as espécies sdo mais
evidentes do que aquelas entre os autossomos do mesmo cariétipo, com excegdo
de T. infestans. De acordo com Barth (1956b), T. sordida apresenta trés pares
grandes de autossomos, trés pares intermediarios e trés pares pequenos, sendo o X
e o0 Y de tamanhos quase iguais. Este autor nos fornece ainda, um quadro
comparativo dos cromossomos de Triatoma maculata, T. vitticeps, T. infestans,
Panstrongylus megistus, Rhodnius neglectus e R. prolixus, de acordo com o
tamanho relativo dos mesmos. Fica claro, através de seu trabalho, que o
cromossomo Y € o maior cromossomo do par sexual.

Dentre as varias espécies estudadas por Ueshima (1966), encontramos T.
lecticularia, espécie também analisada no presente trabalho. O referido autor
estabeleceu que os dez pares de autossomos, na metafase espermatogonial de T.
lecticularia consistem de quatro pares grandes, trés pares intermediarios e trés
pares pequenos e, apesar de nao apresentar uma classificagdo geral para as
espécies por ele analisadas, deixa claro, através de fotomicrografias, que em
algumas espécies, existem poucas diferengas de tamanho entre os cromossomos
sexuais, enquanto que em outras, esta € marcante. Esta ultima caracteristica parece
ocorrer principalmente em espécies que possuem Cromossomos sexuais multiplos.

Esta mesma caracteristica pode ser observada no trabalho de Schreiber,
Bogliolo e De Pinho (1972), para as espécies Triatoma vitticeps e Panstrongylus
herreri, onde o X & maior que o cromossomo Y, sendo que 0 inverso se observa em
P. megistus. Contudo, estes autores encontraram dificuldades em distinguir os
cromossomos sexuais em T. pseudomaculata e em R. prolixus.

De Vaio et alii (1985) ressaltaram que € muito dificil saber precisamente
qual é o cromossomo sexual X e qual € o Y. Estes autores verificaram que ha pouca
diferenga no tamanho entre os cromossomos sexuais de 7. infestans, mas uma
notavel diferenga ocorre em T. rubrovaria, que também possui dois pares de
autossomos um pouco maiores que o restante do complemento. Ja em R. prolixus,
puderam estabelecer uma mudanga na relagdo de tamanho dos cromossomos
sexuais, ou seja, o cromossomo X maior, € similar aos autossomos em tamanho,
enquanto o cromossomo Y & o menor elemento do complemento.

Este aspecto da meiose foi posteriormente estudado em quatro espécies de
triatomineos por Azeredo-Oliveira (1990). A autora verificou que nas espécies com
Cromossomos sexuais compostos, o0 cromossomo Y era maior € 0S cromossomos Xs
menores. 7. infestans apresentou o cromossomo Y maior, mas as vezes ele era
quase indistinguivel do cromossomo X.

Pelo que foi exposto acima, conclui-se que até agora, 0os Cromossomos
sexuais tém sido identificados arbitrariamente de acordo com seu tamanho relativo.
A identificagdo dos cromossomos sexuais se torna dificil porque eles sao
heteropicnéticos e indistinguiveis um do outro através de coloragées convencionais.
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Mas, baseados em estudos de machos e fémeas de trés espécies de triatomineos,
Panzera et alii (1992) propuseram uma maneira de se identificar os cromossomos
sexuais de acordo com seu conteudo de heterocromatina constitutiva, segundo a
qual, o Y € o cromossomo sexual heterocromatico.

Usando este novo critério, Perez et alii (1992) verificaram que em R. pictipes
e R. nasutus, o cromossomo Y era o menor dos Cromossomos sexuais, enquanto
que em R. robustus, este era o maior. Assim, a nomenclatura usando diferengas de
tamanho poderia estar errada neste caso. Observaram também, que T.
pseudomaculata e T. matogrossensis tém um grande cromossomo heterocromatico.

Outra caracteristica distinta do processo meiotico dos triatomineos é que a
profase da primeira divisdo meiodtica destes insetos ndo aparece com as subfases
caracteristicas. Ao contrario, os estagios leptéteno, zigdéteno e paquiteno, séo
denominados de "estagio confuso" e a estrutura do nucleo parece ser tipicamente
interfasica, sendo visiveis apenas 0 nucléolo e 0s cromossomos sexuais
heterocromaticos.

Podemos interpretar este estagio como uma fase metabolicamente ativa,
onde ainda ocorre transcricdo, pois a cromatina estd descondensada,
semelhantemente as suas caracteristicas da intérfase.

Neste estagio, a célula e especialmente o nucleo sofrem um crescimento
rapido e intenso. Os cromossomos sexuais sdo vistos associados ou separados e,
mais heteropicnéticos, formando um ou dois cromocentros.

Schreiber e Pellegrino (1950) e Barth (1956a) apontaram que os trés maiores
autossomos participavam da formagdo do cromocentro em T. infestans.
Posteriormente, demonstrou-se através do bandamento C, que este cromocentro
era formado pelo cromossomo Y, em associagdo com as bandas C-terminais e
subterminais dos trés maiores bivalentes autossomos (Solari, 1979).

Num abrangente trabalho sobre a citotaxonomia dos triatomineos, Ueshima
(1966) estabeleceu que a maioria dos géneros e espécies de triatomineos mostram
uma tendéncia dos cromossomos sexuais se manterem juntos no "estagio confuso"
e, desta associagdo persistir até a diacinese. Este dado foi confirmado pelo
trabalho de De Vaio et alii (1985) em trés espécies de triatomineos.

A presen¢a deste cromocentro também foi verificada nas quatro espécies
analisadas por Azeredo-Oliveira (1990). Em trés delas, T. vitticeps, T. maculata e T.
pallidipennis, pode-se observar que 0s cromossomos sexuais se uniam para formar
um nitido bloco heterocromatico no "estagio confuso" da préfase inicial, enquanto
que em 7. infestans, este bloco era formado pelos autossomos A, B, C e pelo
cromossomo Y, dado que confirma os achados de Solari (1979). Azeredo-Oliveira
(1990) pode observar ainda, uma clara associagdo entre o bloco heterocromatico
dos cromossomos sexuais destas espécies e a marcagao pelo nitrato de prata.
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Como Solari (1979), Perez et alii (1992) e Panzera et alii (1995) também
analisaram a presenga e composigdo destes cromocentros durante o "“estagio
confuso" em varias espécies de triatomineos, utilizando a técnica do bandamento C.
Porém, para a manutengcdo da sequéncia ja estabelecida aqui, estes resultados
serao discutidos posteriormente.

Os resultados obtidos no presente trabalho, através da coloragdo dos
testiculos com orceina lacto-acética e com Giemsa, foram semelhantes aos dos
autores citados. Pudemos verificar que no "estagio confuso”, os cromossomos
sexuais de Triatoma brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T. rubrovaria e T.
sordida, uniam-se para formar o cromocentro que caracteriza esta fase, e que,
muitas vezes, podia-se visualizar até mesmo a individualizagdo dos cromossomos
que compdem este cromocentro.

No dipléteno, esta separacdo, entre 0s cromossomos sexuais, torna-se muito
mais nitida, tornando dificil a distingdo entre a existéncia de dois cromocentros ou
de um cromocentro bipartido.

Em algumas espécies de triatomineos, outras massas heteropicnéticas
aparecem neste estagio. Schreiber e Pellegrino (1950) descreveram estes fatos e
classificaram as espécies estudadas como segue:

Grupo A: espécies sem autossomos heteropicnéticos;

Grupo B: espécies com heteropicnose menos evidente;

Grupo C: espécies com heteropicnose bem evidente;

Grupo D: espécies nas quais os autossomos séo visiveis durante o "estagio
confuso".

O Grupo A é representado por Rhodnius prolixus, Psammolestes coreodes,
Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis, T. vitticeps, T. maculata, T. dimidiata
e T. rubrovaria, nas quais, durante todo o periodo de crescimento auxocitario,
somente 0s cromossomos sexuais sdo claramente heteropicnaéticos.

O Grupo B é representado por T. sordida, nos quais trés massas globulares
heteropicnéticas s&o vistas, geralmente bem isoladas dentro do nucleo, mas, as
vezes, aderem-se aos Cromossomos sexuais.

O Grupo C , representado por 7. infestans, T. platensis e T. nitida é muito
similar sistematicamente e mostram trés bivalentes heteropicnéticos no ultimo
periodo do "estagio confuso".

No Grupo D, representado por T. pallidipennis, P. megistus e, num grau
menor por R. prolixus, 0s cromossomos S&0 menos coraveis e visiveis do que em
outras espécies no final do paquiteno.

Pode-se supor que as trés massas heteropicnéticas globulares de T. sordida
sejam homélogas aos cromossomos A, B, C de T. infestans, embora nenhuma
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diferengca em tamanho aparega entre os cromossomos de 7. sordida na metafase.
Por outro lado, 7. rubrovaria ndo tem nenhum autossomo heteropicnético, apesar de
notar-se a presencga de dois pares de autossomos que S80 um pouco maiores, Como
assinalado por De Vaio et alii (1985).

Como mencionado anteriormente, na maioria dos géneros e espécies de
triatomineos investigados citologicamente, os cromossomos sexuais tendem a ficar
juntos no "estagio confuso”, sendo que esta associagao persiste até a diacinese. Ja
na metafase |, os cromossomos sexuais destes insetos, podem apresentar dois
tipos de comportamento. O primeiro ocorre quando 0S CromossSomos sexuais
permanecem numa posi¢ao central, ou seja, 0s cromossomos sexuais permanecem
no centro do anel formado pelos autossomos, como em Triatoma infestans,
enquanto no outro, uma posigao periférica &€ assumida pelos cromossomos sexuais,
que permanecem na periferia da regiao equatorial do fuso como em 7. protracta.
Ueshima (I1966), estabeleceu que, no género Triatoma, as espécies que tém
Cromossomos sexuais compostos, mostram o comportamento periférico, enquanto
aquelas que tém um mecanismo simples, do tipo XY, apresentam a posig¢ao central,
embora um caso excepcional seja encontrado em 7. rubrovaria. Essa diferenga no
comportamento dos cromossomos sexuais pode indicar relagdes filogenéticas no
género Triatoma.

No trabalho de Schreiber e Pellegrino (1950) nenhuma mengao foi feita a
este respeito, mas, revisando as fotomicrografias originais, parece que outras
excecbes podem ser encontradas. Ueshima (1966) encontrou T. vifticeps com
X, X,X5Y na posigcdo central e T. nitida e P. megistus, ambos com X,X,Y também
centrais. As fotomicrografias de Barth (1956b) de P. megistus na metafase |
mostram entretanto, os cromossomos X;X, numa posi¢do periférica. Por causa
destes dados, este problema permanece em aberto.

Além desses exemplos, no Homoptera Auchenorryncha, Halkka (1959),
descreveu os cromossomos Xs como localizados normalmente no centro do anel, na
periferia ou, num nivel diferente daquele dos autossomos. Das observagdes de
Parshad (1957), parece deduzir-se que a posicdo dos cromossomos sexuais pode
variar, entretanto, em algumas espécies, a posicdo do X parece ser uma
caracteristica regular.

Num extenso trabalho sobre a cariologia dos Pentatomidae e Coreidae
(Heteroptera), Marques (1945) observou uma grande variagdo no comportamento
dos cromossomos X e Y na primeira e segunda metafases. Na maioria dos casos,
0S cromossomos sexuais estavam situados no centro do anel formado pelos
autossomos, mas eles também foram observados numa posigcéo periférica. Em
alguns casos, os cromossomos sexuais ficavam junto com os autossomos para
formar o anel; quando isto ocorria, um dos autossomos tomava uma posigao central.
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Assim, devido a falta de conhecimento do mecanismo que distribui os
Cromossomos sexuais para uma posi¢ao ou outra, relativos aos autossomos, pode-
se supor que a posigao dos cromossomos sexuais pode variar ndo apenas entre as
especies, mas também entre os individuos, e os foliculos ou os cistos do mesmo
individuo.

Sabe-se que a orientacdo dos cromossomos na metafase |, via de regra, é
irregular, porém, notou-se no presente trabalho, uma certa tendéncia dos dois
heterocromossomos colocarem-se no centro de um anel formado pelos autossomos,
em todas as espécies analisadas. Deve-se destacar ainda, o fato de que,
juntamente com os cromossomos sexuais, um dos bivalentes autossémicos de
Triatoma lecticularia, tende a tomar uma posicao mais central na metafase |. Do
mesmo modo, na metafase I, o X e o Y ficam no centro do anel formado pelos
autossomos, como € tipico neste grupo, e passam para polos opostos na anafase |I.

Entretanto, Ueshima (1966), ressaltou que em Triatoma rubrovaria, os
cromossomos X e Y, usualmente ficam na regiao periférica do arranjo cromossémico
na metafase |, ao invés da posigcéo central. Contrariamente a este resultado, e de
acordo com o0 encontrado no presente trabalho, De Vaio et alii (1985),
apresentaram a fotomicrografia de uma metafase | de T. rubrovaria, onde verificou-
se a presengca de cromossomos sexuais no centro do anel formado pelos
autossomos. Apesar destes autores nao discutirem o fato, este serve de suporte aos
nossos achados, e entéo, T. rubrovaria deixaria de constituir uma exceg¢ao quanto a
disposicdo dos cromossomos sexuais na placa metafasica da primeira diviséo
meidtica, como era considerado até ent&o.

De Vaio et alii (1985), também puderam verificar em seu trabalho, que
Triatoma infestans e Rhodnius prolixus, apresentavam os cromossomos sexuais no
centro do anel formado pelos autossomos na metafase | e metafase |l.

Ainda em relacdo a orientagdo dos cromossomos sexuais na metafase |,
Azeredo-Oliveira (1990), observou que ndo ha ordenacdo na disposicédo dos
cromossomos sexuais de Triatoma vitticeps, T. pallidipennis, T. infestans e T.
maculata na metafase |, sendo que 0s cromossomos sexuais apareciam no centro
ou na periferia do anel formado pelos autossomos. Entretanto, em T. maculata, eles
geralmente apareciam na periferia.

A orientagcdo e o numero desses cromossomos também podem estar
relacionados com a distribuicdo geografica destes insetos, desde que todas as
espécies Norte Americanas, exceto T. lecticularia, tém 20 autossomos mais X, X,Y
em seu complemento cromossémico diploide e seus cromossomos sexuais
apresentam o mesmo comportamento, colocando-se na periferia do anel formado
pelos autossomos. T. lecticularia, entretanto, difere das outras espéecies Norte
Americanas nestes dois aspectos. Por outro lado, todas as espécies Sul
Americanas, tém 22 cromossomos (20A + XY no macho), exceto T. vifticeps e T.
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eratyrusiforme, que possuem 24 cromossomos em Seu cariétipo, sendo 20
autossomos mais X, X, X,Y.

Além disso, os cromossomos sexuais nos triatomineos possuem um padrao
nao comum de meiose (John e Lewis, 1965). Este fato foi confirmado pelo trabalho
de Solari (1979) com Triatoma infestans. Nessa espécie, 0S Cromossomos sexuais,
como em outros Heteroptera mostraram um padréo definido de segregag@o na
primeira metafase meidtica, pois enquanto os autossomos sd@o quiasmaticos e
segregam regularmente, os cromossomos X e Y ndo s&o quiasmaticos e dividem-se
equacionalmente, adiando a segregagao a segunda divisdo meidtica (Schreiber e
Pellegrino, 1950; Barth, 1956a; Ueshima, 1966).

Através do bandamento C em 7. infestans, foi verificado que o cromossomo Y
possui um grande bloco heterocromatico, enquanto o X ndo mostra nenhuma banda
C. Foi possivel seguir os cromossomos e verificar realmente que os cromossomos
sexuais se dividem equacionalmente na primeira anafase e reducionalmente na
anafase Il. Além disso, através de uma técnica especial de microespalhamento dos
cromossomos € observagdo ao microscopio eletrénico (Solari, 1979; Solari e
Counce, 1977), determinou-se que os cromossomos sexuais (XY) nao possuem
sinapses, nao formam complexos sinaptonémicos e consequentemente nao formam
quiasmas. Como resultado, as duas cromatides dos cromossomos X e do
cromossomo Y se dividem e vao para polos opostos na anafase |. O que assegura a
segregacao (redugcdo na primeira divisdo meidtica) € a associagdo entre 0s
cromossomos. Os quiasmas possuem um papel importante na segregacao
independente dos cromossomos homologos durante a profase | da meiose, pois
esses seguram Os cromossomos maternos e paternos juntos até a anafase |,
fazendo, em parte, o papel do centrdmero durante a mitose. Nos organismos com
cromossomos deficientes em quiasmas, como os triatomineos, ndo ha segregagao
normal desses cromossomos (Solari, 1979; Alberts et alii, 1994).

Solari (1979) concluiu que a perda dos quiasmas, a perda das sinapses e a
inexisténcia do complexo sinaptonémico, tém somente a aparente fungao de regular
a separagao das cromatides irmas dos cromossomos X e Y na anafase |.

No presente trabalho, pode-se verificar também, varias vezes e, em todas as
espécies, a presenca de cromossomos retardatarios durante a anafase.

Azeredo-Oliveira (1990), também encontrou o fenémeno da "cromatide
retardataria" nas espécies Triatoma vitticeps e T. maculata, durante a anafase e a
telofase.

Cromatide retardataria € o fendmeno mais frequente em meiose, como um
mecanismo de eliminagdo cromossdémica geneticamente determinado. Em muitos
insetos, as células somaticas tém, caracteristicamente, um numero cromossémico
menor que o das células da linhagem germinativa. Por exemplo, Koshy (1979c)
estabeleceu o caridtipo de 20A + XY para Triatoma pallidipennis, enquanto varios
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outros trabalhos (Schreiber e Pellegrino, 1950; Ueshima, 1966; Azeredo-Oliveira,
1990), mostram que a espécie possui 20A + X,X,Y nos machos. Entretanto, Koshy
(1979c), estudou tecidos embrionarios de machos (XY) e fémeas (XX), portanto,
metafases mitéticas, enquanto que nos outros trabalhos, foram estudadas
metafases meidticas através do esmagamento dos testiculos. Nesse caso, a
reducédo poderia ser devida ao retardo anafasico que, provavelmente, levou a perda
de um dos cromossomos X nas metafases mitéticas.

Igualmente, no ciclo parassexual dos fungos, a passagem do estado dipldide
ao hapldide é feita por sucessivas eliminacdes cromossémicas devidas as
cromatides retardatarias. Por outro lado, em tumores malignos humanos € comum
encontrar células com numero cromossémico ligeiramente inferior ao dipldide
(hipodipléide). Nesse caso, trata-se provavelmente de um erro no mecanismo de
divisdo (variagdo nao programada) que resulta igualmente em retardo e eliminagé@o
cromossoémica (Guerra, 1988).

Ja em 1961, o classico trabalho de Hughes-Schrader e Schrader que
confirmou a natureza difusa dos cinetécoros dos Heteroptera, mostrava mitoses
espermatogoniais onde a frequéncia de 'blocos retardatarios" e "pontes
cromossOmicas" era alta, em espécies irradiadas com raios-X.

O trabalho de Schreiber et alii (1977), também mostrou anafases e teléfases
com pontes cromossOmicas em testiculos de Triatoma infestans expostos a

irradiacdo de bomba de cobalto, com diferentes intensidades. O exame citolégico
destes testiculos revelou dezenove anomalias no processo espermatogenético
destes insetos, destacando-se o fendbmeno da "migragao tardia", formando pontes
na anafase e teléfase. Novamente, este fato foi considerado como resultante da
irradiagao recebida e ndo como uma condi¢do normal existente na meiose destes

insetos.
Assim, ndo se encontrava na literatura, citagcbes de ocorréncia deste

fendmeno na meiose normal de triatomineos. Entretanto, o trabalho de Azeredo-
Oliveira (1990), citado anteriormente, que n&o envolvia qualquer tipo de
experimento radioativo, também demonstrou a presenga de ‘'cromatides
retardatarias" em anafases e telofases, fato este que pode ser confirmado no
presente trabalho, que também ndo envolveu experimentos radioativos e, mesmo
assim, pode constatar a presencga deste fenémeno.

Outros autores também relatam a presenga de cromossomos retardatarios
em anafases de insetos. Em gafanhotos, varios trabalhos demonstraram a condigao
de retardo cromossdémico na anafase. Por exemplo, em Dichroplus dubius (X{X,Y)
(Mesa e Mesa, 1967), ocorre alta porcentagem de assinapses (ndo pareamento)
entre X, e Y e diversos casos de pontes cromatinicas entre esses dois cromossomos
foram observados durante a primeira e segunda anafases. Na primeira divis&o, as
pontes persistem até a teléfase e algumas vezes sua quebra era observada nesse
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periodo. As segundas metafases dipldéides podem ter os cromossomos X, e Y
conectadas por uma ponte ou sem qualquer conexao. Nas segundas anafases,
foram observadas pontes no nucleo dipldide e, somente em dois casos foram vistas
nas segundas anafases hapldéides. Mesa e Mesa (1967) estabeleceram que a
presenga de pontes anafasicas tém sido descritas em diversas espécies de plantas
e animais. Elas podem aparecer espontaneamente ou como uma consequéncia da
irradiagao ou tratamento quimico nos tecidos somaticos ou da linhagem germinativa.
Elas sdo especialmente interessantes porque possuem um significado evolutivo e
sua origem pode ser diversa. Algumas vezes aparecem como consequéncia de um
"'crossing-over" na al¢ca de uma inversao paracéntrica. Outras vezes resultam de um
"crossing-over" invertido ou quebra cromossémica com unido das cromatides irmas
ou por algum tipo de troca entre metades de cromatides.

Em Daguerreacris tandiliae (Orthoptera), o mecanismo de determinagao
sexual € XO no macho e XX na fémea (Mesa, 1984). Nesta espécie ocorre um
cromossomo supernumerario metacéntrico, que € heterocromatico na primeira
préfase e, também foi observado um comportamento atipico do cromossomo X
durante a metafase e a anafase |. Isto €, no lugar de se mover em dire¢do a um dos
polos, o cromossomo permanece na placa equatorial com suas cromatides
orientadas de maneira similar a observada na segunda metafase. O cromossomo S
comporta-se similarmente ao X. Quando o X fica na placa metafasica, ele mostra os
dois centromeros filhos puxados em diregcdo a polos opostos, como uma
caracteristica orientagdo anfitélica. As cromatides irmas n&o sao facilmente
separadas durante a primeira anafase e permanecem paralelas uma a outra na
placa equatorial, enquanto os autossomos movem-se aos polos. No final da
anafase, entretanto, as duas cromatides sdo finalmente separadas, embora ainda
conectadas por uma ponte fina de cromatina que pode ser claramente observada
até a teléfase, com as cromatides irmas sofrendo um atraso no nucleo filho.

Também na espécie Anophophilus acuticercus (Mesa e Goni, 1987),
cromossomos X e supernumerarios associam-se formando uma massa cromatinica
que permanece na placa equatorial até o inicio da teléfase. No entanto, no ultimo
momento, os cromossomos S e X, movem-se rapidamente em diregdo a uma das
celulas filhas, sendo aparentemente incorporados normalmente no nucleo, ao invés
de serem eliminados no citoplasma.

Essas frequentes divisbes equacionais do X e do S na primeira divisao
lembram o comportamento dos cromossomos sexuais dos triatomineos. Pode-se
assim, fazer uma relagao entre este exemplo e as espécies estudadas no presente
trabalho, sugerindo-se que os cromossomos retardatarios, observados na anafase,
sao cromossomos sexuais. Portanto, essa migracao tardia seria consequéncia da
divisdo equacional dos cromossomos sexuais dos triatomineos, como sugerido por
Azeredo-Oliveira (1990).
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Portanto, sugerimos que, as diferencas do padrao de heterocromatiniiagéo e
outras diferengas detectadas no comportamento meidtico entre as cinco espécies
estudadas, devem constituir parte das diferencas interespecificas acumuladas no
processo evolutivo.

2. COLORAGAO COM NITRATO DE PRATA

No presente trabalho, a técnica de coloragdo com nitrato de prata corou os
nucléolos fortemente, destacando-os e permitindo uma analise mais detalhada dos
mesmos, abrangendo o tamanho e outros aspectos morfologicos.

A observagdo de que os nucléolos geralmente se associam a regides
cromossoémicas, visiveis nos cromossomos metafasicos, como constricdes
secundarias, fez com que estas passassem a ser conhecidas como regides
organizadoras nucleolares (Hsu et alii, 1975; Pardue e Hsu, 1975). Os resultados
de hibridizagdo com RNAr confirmaram que as constricbes secundarias sao
realmente os sitios de DNAr, em muitos organismos. Essa confirmagdo ocorreu, por
exemplo, nos cariotipos de Drosophila (Schéfer e Kunz, 1975); homem (Henderson
et alii, 1972; Evans et alii, 1974), chimpanzé (Henderson et alii, 1974) e em
Sciaridae (Crousse et alii, 1977).

Entretanto, nem sempre as constricbes secundarias observadas nos
cromossomos metafasicos constituem organizadores nucleolares inequivocos. Entre
os exemplos contidos na literatura, pode-se mencionar o mamifero Cricetulus
griseus (Hamster chinés), portador de uma unica constricdo secundaria localizada
no cromossomo X. Esse mamifero mostrou, em experimentos de hibridizagdo, que
seus genes ribossdmicos estdo localizados nas regides teloméricas de varios
autossomos; a constricdo secundaria do cromossomo X, porém, apresentou uma
marcagao tao fraca que os autores admitiram que essa regiao nao constitui um
organizador nucleolar (Hsu et alii, 1975).

Assim, a simples deteccdo de constrigdes secundarias nos Cromossomos
metafasicos ndo constitui uma forma segura de localizar os organizadores
nucleolares. Ja a hibridizagdo "in situ", permitindo situar, nas preparagdes
citologicas os cistrons ribossémicos, € considerado 0 processo mais seguro para
esse fim. Entretanto, essa técnica exige condi¢cdes que ndo estdo ao alcance de
qualquer laboratério, razdo pela qual tem havido uma crescente utilizagdo de
métodos de coloragdo especificos para o organizador nucleolar.

Dois métodos de coloragé@o vém sendo empregados na detecgéo das regides
organizadoras nucleolares: o método da banda-N (Matsui e Sasaki, 1973; Funaki et
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alii, 1975) e o da impregnacédo pela prata (Goodpasture e Bloom, 1975; Howell et
alii, 1975; Bloom e Goodpasture, 1976).

A técnica da banda N envolve a extragdo seletiva de DNA, RNA e histonas
das preparagbes citoloégicas e posterior coloragdo com Giemsa. Como apenas
proteinas nao-histénicas permanecem, a coloragdo especifica foi atribuida a
atuagdo do corante sobre proteinas residuais ligadas ao organizador nucleolar
(Matsui e Sasaki, 1973).

Entretanto, a especificidade dessa técnica como marcadora das regides
organizadoras nucleolares foi posta em duvida, tendo sido levantada a possibilidade
de que as bandas N correspondem n&o ao proprio organizador nucleolar, mas a
heterocromatina adjacente a ele (Faust e Vogel, 1974).

A técnica de coloragdo pela prata para regiées organizadoras nucleolares
apresenta varias modalidades que receberam nomes diferentes: Ag-SAT (Howell et
alii, 1975), AG-AS (Goodpasture e Bloom, 1975) e AG-l (Bloom e Goodpasture,
1976). A especificidade da técnica foi demonstrada pela sua aplicagdo em nove
espécies de mamiferos anteriormente submetidos a hibridizagdo "in situ", tendo-se
verificado a marcagdo das mesmas regides cromossomicas pelas duas técnicas
(Goodpasture e Bloom, 1975). Além desse trabalho, varios outros, empregaram a
técnica com sucesso (por exemplo Tantravahi et alii, 1976; Varley, 1977). Essa
técnica foi também aplicada aos cromossomos de outros organismos, como anfibio
(Ruiz et alii, 1978) e grilo (Howell, 1977).

O nucléolo, a caracteristica mais proeminente do nucleo interfasico, esta
envolvido na biogénese de ribossomos (Warner, 1990). Nas células eucaridticas, o
nucleolo € o local onde ocorre a transcricdo dos genes ribossémicos e onde a
maquinaria necessaria para a produg¢ao das subunidades ribossdmicas se encontra
(Hadjiolov, 1985). Neste local, os RNAs 18S e 28S, sao sintetizados e reunidos com
proteinas e com o RNA 5S. Portanto, sua estrutura, tamanho e organizagéo
depende da biogénese ribossémica.

Os diferentes passos desta biogénese, ocorrem em dominios nucleolares
que podem ser identificados por sua morfologia. Ha trés dominios nucleolares
basicos além da cromatina: os centros fibrilares (CF); o componente fibrilar denso
(CFD) e o componente granular (CG). Dentro do nucléolo, os CFs estdo, na maioria
dos casos, situados na sua regido central. Os CFDs formam um conjunto de fibrilas
que circundam os CFs, mas também podem chegar até a periferia do nucléolo. Os
CGs estao geralmente situado na regido periférica do nucléolo. Tradicionalmente,
os CFs sao considerados os locais de estoque de genes ribossémicos n&o
transcritos; o CFD € o local de transcricdo destes genes e o CG é o local de
maturacdo e estoque das unidades ribossémicas (Goessens, 1984; Hernandez-
Verdum, 1986). Entretanto, os sitios reais de transcricdo sdo extremamente
controversos. Alguns autores acreditam que estes localizam se nos CFs (Scheer e
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Benavente, 1990); outros na interface entre o CF e o CFD (Derenzini et alii, 1990;
Thiry et alii, 1991) e outros ainda, somente no CFD (Hartung et alii, 1990; Wachtler
et alii, 1989). Hoje, se considerarmos os resultados obtidos até agora, a
interpretagcdo mais razoavel € propor que as unidades de transcricdo ribossomica
sejam compactadas no CFD, como concluido por Jordan (1991).

Apesar dos constituintes do nucléolo poderem variar em quantidade
dependendo do tipo de célula e estado fisiologico da mesma, trés componentes
principais foram isolados das fragdes nucleolares: DNA (em pequena quantidade);
RNA (3 a 15%) e proteinas histdnicas, acidicas e enzimas (até 85%). O RNA
encontra-se associado as proteinas formando RNP (ribonucleoproteinas). O DNA
nucleolar € o DNATr, isto €, o DNA que serve como molde para transcrever RNAr, ou
seja, RNA ribossdémico (Alberts et alii, 1994).

Na maioria das células de plantas e animais, normalmente, um nucléolo esta
presente em cada genoma (Sybenga, 1972) e mais do que um tem sido relatado
somente em poucos casos (Heitz, 1931; Marks, 1957; Fischberg e Wallace, 1960,;
Levin, 1973; Verma e Raina, 1981; Langer e Koul, 1983; Laksmi e Raghavaiah,

1984).

Quanto ao numero de corpusculos nucleolares, nossos estudos mostraram
que os nucleos espermatogoniais em intérfase das cinco espécies de triatomineos
analisadas, apresentam apenas uma marcagao nucleolar. Pode-se verificar também,
que a massa nucleolar ndo € homogénea, apresentando um aspecto reticular ou

vesiculoso e que o nucléolo presente no nucleo de Triatoma delpontei, € bem maior
do que o das outras espeécies. Esta aparéncia do nucléolo, as vezes vesiculosa
pode corresponder aos vacuolos nucleolares, ja observados em diversos
organismos e principalmente nos vegetais, ou também, pode ser um artefato de
técnica.

Por outro lado, os nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos
tubulos testiculares destas espécies, apresentaram varias marcagdes nucleolares,
sem forma especifica, distribuidas no interior do nucleo.

Semelhantemente aos resultados observados no presente trabalho, os
nucleos espermatogoniais de Triatoma vitticeps, T. pallidipennis e T. maculata,
apresentaram uma unica marcagdo nucleolar (Azeredo-Oliveira, 1990) e, nos
nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos tubulos testiculares de
Triatoma infestans e T. maculata, também foi demonstrada a presenca de varias
marcacgdes nucleolares. Desta forma, a ocorréncia de multiplas marcagdes
nucleolares nos nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares, parece ser bastante comum nos triatomineos.

Segundo Maddrell et alii (1985), também as ninfas de quarto estadio de
Rhodhnius prolixus, quando n&o alimentadas, possuem diversos nucléolos evidentes
nos nucleos das células dos tubulos de Malpighi. Esses nucléolos desaparecem
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proximo ao sexto dia apés a alimentacao, justamente coincidindo com a replicagéo
do DNA. Nesse periodo os cromossomos se condensam e ficam visiveis por curto
periodo de tempo. No sétimo dia os cromossomos ndo s&o mais evidentes e os
nucléolos novamente sao visiveis. Os autores justificaram este fato explicando que
cada um dos nucléolos visiveis € um agregado de RNA ribossoémico e proteinas na
forma de precurssores das subunidades ribossémicas e que a produgdo de RNAr
cessa enquanto o DNA replica-se e os cromossomos condensam-se e dividem-se
ocorrendo portanto, o desaparecimento do nucléolo. Os ribossomos e os RNAms
produzidos no periodo antes da divisdo cromossomica persistem em quantidades
suficientes no citoplasma, permitindo a célula manter um funcionamento normal
durante a replicaggdo do DNA, condensagdo cromossémica e consequente
expansdao. Apdés o periodo de replicagdo do DNA, os nucléolos formam-se
novamente.

Nos Orthoptera, este tipo de nucléolo mdltiplo tem sido observado
frequentemente (Friedlander et alii, 1976; Allen e Cave, 1972, Fonzo, 1975). E
ainda, nucléolos similares tém sido encontrados nos Blatoidea (Schmidt, 1979),
Coleoptera (Dailey e Happ, 1982) e Hemiptera (Dolder e Mello, 1979; Unnithan e
Nair, 1977; Norris et alii, 1983).

N&o ha regras gerais sobre uma morfologia nucleolar definitiva, embora seu
estado metabdlico parega ser importante nesta observacdo. No fim do século
passado ja se sabia da relagdo entre o tamanho do nucléolo e a atividade sintética
da ceélula. Em células com escassa sintese proteica, como espermatozéides,
blastomeros e células musculares, os nucléolos sdo pequenos ou ausentes; ao
contrario, sdo volumosos em ovacitos, neurénios e células secretoras, nas quais a
sintese proteica € importante. Portanto, o tamanho e numero de nucléolos por célula
depende do seu estado funcional, e assim, quanto maior a sobrecarga funcional das
organelas citoplasmaticas (ou sintese proteica da célula), maior o nucléolo (revisao
em Bicudo, 1979). Deste modo, nucléolos proeminentes, contendo um grande
volume de granulos aparecem em células muito ativas, sendo que, conforme a
sintese de RNAr diminue, este da lugar a forma segregada de nucléolos sem
granulos (Busch e Smetana, 1970).

Assim, podemos admitir que o aumento no numero de corpusculos
nucleolares presentes nos nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos
tubulos testiculares de Triatoma brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T.
rubrovaria e T. sordida, esteja, de alguma forma, relacionado com o aumento na
sintese de RNAr por estes nucleos,

Além disso, o fato dos nucleos espermatogoniais possuirem apenas um
corpusculo nucleolar, enquanto os nucleos polipldides das células nutritivas da
parede dos tubulos testiculares apresentam varias marcagbes evidenciadas no
nucleo, pode refletir as diferengas funcionais e metabolicas existentes entre ambos,
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sendo que no caso dos nucleos espermatogoniais, uma exigéncia metabdlica
menor, faz com que a presenga de um unico nucléolo seja suficiente para suprir
suas necessidades.

As modificagdes morfologicas do nucléolo também acompanham o processo
de desenvolvimento. Por exemplo, € sabido que a forma e a estrutura do nucléolo
diferem em varias linhagens celulares sanguineas e sofrem alteragées durante a
diferenciagdo celular (Busch e Smetana, 1970). Os nucléolos dos eritroblastos,
durante sua maturagdo, mostram também modificagbes acentuadas em volume e
numero (Sasaki et alii, 1982, 1983).

Sasaki e Kendal (1985) também analisaram, as modificagées nucleolares
ocorridas nas células hematopoiéticas das ilhas de sangue do saco vitelino do rato,
durante o desenvolvimento embrionario, e verificaram que aos sete-oito dias
quando comeg¢a a hematopoiese naquele tecido, os angioblastos apresentam
nucléolos grandes e reticulados, em conexdao com a membrana nuclear, através de
uma invaginagao desta, ou diretamente. Nessas células em proliferagéo, o nucléolo
apresenta o componente fibrilar, estando o granular ausente. No decorrer da
eritropoiese o nucléolo mostra duas modificagdes variaveis em estrutura, em
diferentes estagios da maturagéo eritroide, envolvendo o nucleolonema e as areas
fibrilares. O nucleolonema desaparece para formar o componente granular. Por
outro lado, as areas fibrilares em forma de anel desaparecem em estagios
posteriores da maturagao, sugerindo que a nucleologénese € inibida nos mesmos.
Os eritroblastos maduros apresentam restos do nucléolo nas massas
heterocromaticas. As modificagdes nucleolares sao tdo caracteristicas que a
estrutura nucleolar pode ser utilizada para reconhecimento dos estagios de
diferenciacao das células hematopoiéticas do saco vitelino.

As observagdes do presente trabalho, referentes as cinco espécies de
triatomineos estudadas, através da técnica de esmagamento dos testiculos e
posterior coloragéo pelo nitrato de prata, mostraram uma clara associagéo entre o
bloco heterocromatico dos cromossomos sexuais destas espécies e a marcagao
pelo nitrato de prata no "estagio confuso" da profase | meidtica.

Em células 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 e Dolder, 1978, 1980; Vidal e Mello, 1987). Trabalhando
com esta mesma espécie, Mello e Recco-Pimentel (1987), verificaram que atraves
do uso da técnica de banda N (Funaki et alii, 1975), os cromocentros praticamente
nao foram evidenciados e apresentaram um anel de material intensamente corado.
Essa observacéo foi valida para nucleos com um ou diversos cromocentros, sendo
que a detecgdo de um halo positivo de banda N ao redor dos cromocentros, também
confirmou a concentragéo de proteinas nédo-histénicas especificas associadas aos
nucleos.

AVA
AVAVAY

1 2 3 4 9 6 7 unespwll 12 13 14 15 1le 17 18



112

Azeredo-Oliveira (1990), observou um halo claro, ao redor da
heterocromatina nas células dos tubulos de Malpighi de Triatoma vitticeps, quando
coradas com orceina lacto-acética e, essa mesma regido fortemente marcada pela
prata, o que seguramente Ihe indicou que esta estutura era o nucléolo.

A literatura mostra que a heterocromatina constitutiva esta frequentemente
associada com cistrons ribossémicos nas RONs dos cromossomos de muitas
espécies de eucariotos.

Por exemplo, em Sciara coprophila, o organizador nucleolar esta localizado
na regiao proximal do cromossomo X formando o nucléolo principal (Gabrusewycz-
Garcia, 1972). No final do quarto estagio do desenvolvimento, esse nucléolo se
fragmenta e forma um agregado de micronucléolos. A RON aparece bastante
ramificada, e 0os ramos abrangem grande parte da area nuclear. Ao nivel da
microscopia eletronica € possivel ver material nucleolar em associagdo com bandas
cromossomicas densas e heterocromaticas, as quais poderiam, segundo a autora,
constituir organizadores nucleolares secundarios.

Também em Rhynchosciara americana, Simoes et alii (1975), observaram
gue a RON compreende parte da heterocromatina telomérica do cromossomo X.

Em Drosophila melanogaster foi demonstrado que um gene na
heterocromatina basal do cromossomo X regula os cistrons de DNAr também
localizados no X. Esse fato foi descoberto porque as inversdes que separam a RON
unida ao telémero, levando-a para longe da heterocromatina basal, resultam na
supressao do efeito de posi¢éo dos cistrons de RNAr (Baker, 1971)

Similarmente, nucleos de células nervosas de aves apresentam grandes
cromocentros intimamente ligados a superficie nucleolar (Pessacq, 1969) e células
hepaticas de ratos possuem diversos e proeminentes cromocentros relacionados
aos nucléolos e a membrana nuclear (Frayssinet et alii, 1968).

Associacdes entre regides heterocromaticas e RONs foram observadas em
muitos outros organismos. Entre eles, 06 espécies de morcegos da familia
Phyllostomidae (Morielle, 1987), em Bos indicus (Mayr e Gruber, 1987), em 14
espécies de anura das subordens Amphicoela, Aglossa, Opisthocela e Anomocela
(Schmid, 1982; Schmid et alii, 1987), em espécies de anfibios do género
Odontophrynus (Ruiz et alii, 1981; Almeida et alii, 1986), em espécies de peixes
como Apteronotus albifions e Apareidon piracicaba (revisdo em Toledo e Foresti,
1985) e outras espécies do género Salvelinus (Phillips e Ihssen, 1985), em roedores
(Yonenaga-Yassuda, 1985), na cobra Philodryas chamissonis (Moreno et alii, 1987)
e em tartarugas (Bickham e Rogers, 1985).

Esta associagdo visualizada citologicamente entre os nucléolos e a
heterocromatina, assume uma maior importancia nas células germinativas, pois
pode levar a ocorréncia de falhas nas disjungdes, translocagoes e heteromorfismos,
envolvendo as regides heterocromaticas e de DNAr e portanto, atuam como fator de
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evolugdo do caridtipo ao longo do processo de especiagdo (revisdo em Morielle,
1987).

A partir de estudos sobre a localizagéo de nucléolos e de RONs em nucleos
e cromossomos metafasicos, tornou-se claro que a coloragéo pela prata néao revela
todos os locais que contém genes para DNAr. Estudos numa variedade de espécies
mostraram que os locais de coloragéo pela prata nos cromossomos corresponde
aos locais de genes ribossémicos identificados pela hibridizagdo "in situ"
(Goodpasture e Bloom, 1975; Tantravahi et alii, 1976; Warburton e Henderson,
1979; Schubert e Wobus, 1985). Entretanto, em humanos, por exemplo, € muito raro
que todos os 10 sitios de DNAr estejam marcados pela prata, embora isto possa ser
devido ao fato de alguns sitios conterem poucos genes de DNAr, isto € uma
quantidade de genes abaixo da capacidade sensitiva da coloracdo pela prata.
Evidéncias para a auséncia de coloragdo pela prata, embora genes ribossémicos
estejam presentes, vieram a partir de estudos de células somaticas hibridas homem-
camundongo, nos quais a transcricdo de genes humanos foi suprimida, e portanto, a
coloragao pela prata estava ausente nos cromossomos humanos (Miller et alii,
1976). Foi demonstrado que, 0os cromossomos humano acrocéntrico que nao se
coram pela prata nas celulas hibridas, apresentavam marcagédo pela prata nas
células humanas parentais. O mesmo grupo também obteve evidéncias de que nas
células hibridas, a impregnacao pela prata era suprimida nos cromossomos da
espécie cujos cromossomos tendiam a ser eliminados seletivamente da célula
hibrida.

Muitos estudos sugerem ainda, que a coloragdo pela prata s cora aquelas
RONs que estavam ativas na intérfase precedente. Assim, RONs inativas ou
"dormentes" permanecem indetectaveis por este método. Resultados que sdo
independentes do estado de atividade das RONs, somente s&do alcangados através
de estudos de hibridizagao "in situ" com RNAr marcado.

Todas essas observagdes indicam que a coloragdo pela prata de
cromossomos humanos é um indicador da atividade dos genes ribossémicos
(Hubbell, 1985), e de fato, ela tem sido usada com esta finalidade.

Schwarzacher et alii (1978) claramente demonstraram que os locais de
coloragdo pela prata, associados com os cromossomos nao estdo realmente na
cromatina propriamente dita, mas sim ao redor desta. Na intérfase, a coloracdo pela
prata ocorre nos centros fibrilares (Hernandez-Verdun et alii, 1980; Fernandez-
Gomez et alii, 1983), embora a coloragdo do CFD possa aparentemente ocorrer
(Ploton et alii, 1984; Fakan e Hernandez-Verdun, 1986). Assim, o material coravel
pela prata parece estar grandemente na parte transcricionalmente inativa do
nucléolo (o CF), e menos regularmente no CFD, o qual parece ser o centro da
transcricdo. O sitio de impregnacédo pela prata foi investigado por Angelier et alii
(1982), que usaram a coloragdo pela prata em espalhamento de unidades
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transcricionais de nucléolos. Nestas preparagcdes, a prata se depositou
exclusivamente na parte transcrita do DNAr e ndo nos espagadores nao-transcritos.
Dentro das regides transcritas, a prata se localizou nos eixos de DNP mais do que
nas fibrilas de RNP recém sintetizados. A marcagdo pela prata ndo ocorre nas
unidades transcricionais nao-nucleolares. Estes resultados claramente indicam uma
associacao entre as proteinas Ag-NOR e a transcrigdo do DNAr.

Trabalhos anteriores com coloragéo pela prata indicaram que a substancia a
que a prata ligava-se era uma proteina nao-histonica. Isto parece verdade, apesar
de existirem pontos discordantes (Clavaguerra et alii, 1983) e do conhecimento de
que a prata pode ser usada para corar DNA bem como proteinas em géis de
eletroforese (Sommerville e Wang, 1981). Tratamentos que extraem &cidos
nucleicos dos cromossomos ndo tém efeitos na coloragéo pela prata, enquanto que
tratamentos de preparagdes cromossdémicas com proteases previne a coloragdo
pela prata (Howell et alii, 1975; Goodpasture e Bloom, 1975; Schwarzacher et alii,
1978; Olert et alii, 1979; Buys e Osinga, 1980). Tentativas tém sido feitas para
identificar e caracterizar essas proteinas nucleolares em gel, que entdo, sao
coradas com a prata. Lischwe et alii (1979) estudaram duas proteinas nucleolares,
denominadas B23 e C23. Ambas coram-se pela prata e tém pesos moleculares de
37 e 100 KDa respectivamente. Anticorpos para estas proteinas foram preparados e
usados para determinar os sitios das proteinas em preparagdes citologicas. A
proteina C23 localizou-se no CF do nucléolo em intérfase e nas RONs metafasicas,
enquanto a B23 localizou-se perifericamente no nucléolo (Lischwe et alii, 1981,
Ochs et alii, 1983). Ochs e Busch (1984) mostraram que o anticorpo para a C23
poderia bloquear a coloragdo das RONs e do nucléolo pela prata, enquanto o
anticorpo para a B23 nao tem efeito na coloragéo pela prata. Este grupo portanto,
acreditou que a C23 era a proteina Ag-NOR. Olson et alii (1983) relataram que a
C23 parece ter uma preferéncia pela ligagdo ao DNA em regides espagadoras néo
transcritas de DNAr (uma observagdo nao consistente com os resultados de
Angelier et alii, 1982), enquanto Herrera e Olson (1986) encontraram que a C23
parece estar associada com o RNA pré-ribossémico nascente.

Deve ficar claro que, ndo ha, até agora, unanimidade na identidade das
proteinas coraveis pela prata. A proteina C23 e proteinas similares sdo fortes
candidatas, mas, ao mesmo tempo, ha varias outras possiveis proteinas, que até
agora, ndo tém sido adequadamente caracterizadas. A proteina C23 tem a maioria
das propriedades adequadas, exceto que ela parece estar associada com o0s
espagadores nao ftranscritos, enquanto Angelier et alii (1982) encontraram
depositos de prata associados com as unidades transcritas. Aqui novamente,
parece haver uma anomalia, desde que a coloragao pela prata esta associada com
os centros fibrilares, transcricionalmente inativos, do nucléolo, regiées que mesmo
assim, contém RNA pol | (Scheer e Rose, 1984).
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Os grupos quimicos responsaveis pela coloragao pela prata ainda ndo foram
identificados com certeza. A maioria das proteinas nucleolares consideradas como
substrato para a coloragdo pela prata sao fosfoproteinas (Lischwe et alii, 1979;
Buys e Osinga, 1984, Pfeifle et alii, 1986). Esta idéia € suportada pela observagéo
de que a coloragéo pela prata pode diminuir ou ser abolida pela digestdo com
fosfatases (Satoh e Busch, 1981; Hubbell, 1985). Inevitavelmente ha pontos de vista
discordantes. Olert et alii (1979) propuseram que a prata liga-se a grupos carboxil e
nao aos fosfatos. Outra possibilidade € que a coloragéo pela prata seja devida aos
grupos sulfidril das proteinas. RONs certamente, contém alta concentracdo de
proteinas sulfidril e dissulfitos (Buys e Osinga, 1980) e grupos sulfidril sdo capazes
de se ligar a ions pratas e reduzi-los a prata metalica. De Capoa et alii (1982)
afirmavam ter evidéncias de que a coloracdo pela prata era devida diretamente aos
grupos sulfidril das proteinas. Entretanto, os resultados de Olert et alii (1979), Buys
e Osinga (1984) e Hubbell (1985) ndo suportam o envolvimento de grupos SH na
coloragdo pela prata. Claramente ainda ndao € possivel estabelecer exatamente
quais os grupos, de quais proteinas, sdo responsaveis pela coloragéo pela prata.
Parece bem possivel que diferentes grupos quimicos nas proteinas Ag-NOR podem
influenciar diferentes estagios do processo de coloragdo pela prata, embora a
consisténcia com a qual a coloragao pela prata pode ser obtida, aparentemente, em
todos os eucariotos testados indica que um mecanismo comum esta envolvido.

Qualquer que seja o mecanismo de coloragdo pela prata, a coloragéo das
RONSs se tornou um dos métodos de coloragédo padréo e a coloragdo pela prata
uma parte essencial na caracterizagdo de caridtipos de espécies. Usando estes
métodos, as RONs tém sido localizadas num grande numero de espécies. O
conhecimento da natureza citoquimica das RONs é importante ndo apenas pelo seu
envolvimento na biossintese de RNA, mas também, porque devido a sua alta
atividade transcricional, elas fornecem um sistema adequado para a analise celular

e molecular da expressao génica.
Na literatura referente aos organizadores nucleolares de insetos,

predominam informagdes sobre Drosophila, mas, ha também dados sobre
Chironomus, Sciara, Rhynchosciara, Acheta, Cnephia, Bombyx e outros.

Em Drosophila, trés padroes basicos caracterizam a localizagédo das RONSs:
a) RONSs restritas aos cromossomos sexuais X e Y; b) RONs restritas ao
cromossomo X e ao microcromossomo e ¢) RONs restritas ao microcromossomo
(Bicudo, 1985).

Em Rhynchosciara, a hibridizagéo "in situ" mostrou que, além da RON no
cromossomo X, ha outra no cromossomo C e permanece ainda a possibilidade de
haver também DNAr nas regidées centroméricas dos cromossomos A e B (Long e

David, 1980).
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Em Glyptotendipes barbipes, Wen et alii (1974) verificaram, por hibridizagé&o
"in situ”, trés RONs localizadas nos cromossomos IR, IIL e llIL. Essas RONs formam
pufes. RONs que pufam ocorrem também em Chironomus tepperi, em numero de
duas, localizadas nos cromossomos | e IV descritas por Eigenbrod (1978). O mesmo
autor verificou por hibridizagao "in situ", que um estoque dessa espécie, portador de
um so nucléolo no cromossomo |, ndo contém cistrons ribossémicos no cromossomo
(\

Gosalvez et alii (1986) analisaram a atividade nucleolar em células da
linhagem somatica e germinativa de Arcyptera fusca através da coloragdo com
nitrato de prata com e sem pré-tratamento das laminas com 2XSSC. Os resultados
mostraram que nas ceélulas epiteliais do ovariolo, quatro fémeas apresentaram
quatro marcagdes nucleolares na intérfase bem como quatro nucléolos ligados a
quatro cromossomos diferentes na préfase. Quando os cromossomos meioticos
foram corados pela prata, sem tratamento prévio com 2XSSC, eles mostraram
RONs em dois pares de autossomos (M3 e S9), exclusivamente. Apds o tratamento
com 2XSSC, a visualizagao destes nucléolos foi bem mais facil e pode-se encontrar
de 20 a 27 micronucléolos ligados a diferentes regiées de varios cromossomos.

As diferengas no tamanho e no numero de nucléolos e micronucléolos entre
os diferentes tipos celulares analisados e, particularmente, a intensa presenga de
micronucléolos durante os estagios iniciais da préfase | meidtica sugeriram que
sequéncias de DNAr extra sdo diferentemente transcritas de acordo com as fungées
requeridas por um tecido particular. Embora seja possivel que a amplificagéo do
DNAr cause estas diferengas no tamanho do nucléolo observado em diferentes
tecidos de A. fusca, a ativagdo de sequéncias de DNAr presumivelmente
silenciosas, mais do que a amplificagdo destas sequéncias, foi escolhida para
explicar os resultados obtidos nos espermatocitos deste gafanhoto. Estes nucléolos
aumentados, poderiam estar relacionados com a alta quantidade de ribossomos
necessaria aos espermatocitos, dado que a sintese de RNAr néo é retomada até a
fertilizacao.

Varias técnicas tém sido usadas na tentativa de se localizar as RONs nos
cromossomos de Schistocerca gregaria e Locusta migratoria. Rufas e Gosalvez
(1982) relataram a presen¢a de uma RON distal no cromossomo M6 e uma segunda
RON no cromossomo S9 da primeira espécie. Os resultados de Fox e Santos (1985)
e também os de John e Henderson (1962) e os de Jones, Croft e Wallace (1983,
apud Fox e Santos, 1985), ndo concordam com o referido autor. De acordo com
este grupo de autores, S. gregaria apresenta consistentes RONs intersticiais nos
cromossomos L3 e M6. Duas possibilidades podem explicar essa diferenca.
Primeiro, pode haver um polimorfismo na localizagdo das RONs nesta espécie.
Contra esta explicagao, existe o fato que Fox e Santos (1985) examinaram animais
de trés localidades diferentes e ndo encontraram tal variagdo. Segundo, Fox e
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Santos (1985) demonstraram que o nucléolo pode se destacar dos bivalentes no
dipléteno, formando corpos discretos no nucleoplasma, antes de se dispersarem.
Tal destacamento poderia contribuir para a aparente localizagdo de uma RON distal
no bivalente M6 e uma RON secundaria no bivalente S9, como relatado por Rufas e
Gosalvez (1982).

Moens (1973) relatou que os bivalentes L1 e M8 de Locusta migratoria no
paquiteno tém RONs teloméricas, enquanto o S9 tem uma RON proxima ao
centromero. Em contraste, Fox e Santos (1985), encontraram RONs terminais no L2
e M6 e uma RON proximal ao centrémero no bivalente SO no dipléteno. Nos dois
casos, a identificacdo de cromossoms longos e médios foi feita somente com base
no comprimento e, os cromossomos L1 e L2 mitoticos e meidticos, sdo similares em
comprimento, bem como o M6 e M8. Desde que as RONs encontradas pelos dois
autores no grupo L e M séo teloméricas, parece que leves diferengas no grau
relativo de contragdo entre o paquiteno e o dipléteno séo responsaveis por esta
discordancia.

Entretanto, a técnica de coloragéo pela prata, que tem sido muito eficiente
para marcar regioes organizadoras nucleolares (RONs) em cromosomos de muitos
organismos, nao foi propriamente eficiente para marcar essas regides nos
cromossomos metafasicos das cinco espécies de triatomineos analisadas no
presente trabalho. A dificuldade na explicagéo para a obtengcdo das marcagdes pela
prata nos cromossomos metafasicos dos triatomineos, aumenta pelo fato de néo se
conhecer com certeza o mecanismo dessa coloragdo, o que ja foi anteriormente
abordado. Acreditamos também que o pequeno tamanho dos cromossomos € o alto
grau de condensagao dos mesmos, nesta fase, tenha dificultado o acesso do
corante aos componentes cromossomicos especificos. Podemos afirmar, entretanto,
que algumas vezes obtivemos marcagdes em metafases da divisdo celular em T.
brasiliensis e T. sordida. No entanto, essas marcagdes foram t&o ocasionais que,
nao podem ser consideradas precisas €, inclusive ndo se pode sugerir que tais
marcacgdes estejam presentes nos cromossomos sexuais, como em outras especies
de triatomineos (Azeredo-Oliveira, 1990). Além disso, ndo se encontrou nas
metafases espermatogoniais e nas metafases da 22 divisdo meidtica, marcacdes
semelhantes que pudessem corroborar as marcagdes acima mencionadas.

A dificuldade na obtengdo de marcagdo com nitrato de prata, em
cromossomos metafasicos, ocorreu também no estudo de espécies de Drosophila
do Complexo Mulleri, em varias tentativas, mesmo utilizando muitas variagées da
técnica original (Bicudo, 1972, 1982; Nanya, 1986). A técnica aplicada aos
cromossomos mitéticos dos ganglios cerebrais, corou apenas a heterocromatina
centromérica de todos os cromossomos, 0 Y € 0s microcromossomos em algumas
células de Drosophila mulleri, D. arizonensis, e seus hibridos (Nanya, 1986). Essa
autora discutiu a dificuldade em se saber por que as RONs das espécies do
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Complexo Mulleri ndo se coram com estas técnicas especificas que usam prata,
mesmo porque a obtencdo da marcagao foi mencionada em D. nasuta, utilizando
tratamento acido combinado com a coloragéo Ag-AS (Hagele e Ranganath, 1983).
Essa modificagdo da técnica também foi utilizada no trabalho de Nanya (1986) sem
sucesso.

Sabe-se que, a prata somente detecta RONs ativas (Miller et alii, 1976).
RONs muito pequenas bem como RONs com pouca atividade, ndo sdo facilimente
detectaveis quando a coloragao pela prata € empregada. E ainda, o numero de
RONSs registrado por este método esta diretamente relacionado com a atividade das
RONSs e isto parece depender particularmente dos requerimentos metabdlicos das
células (Flavell e Martini, 1982).

Rufas et alii (1985), relatando a presenga de RONs em 21 espécies de
gafanhotos, fizeram observacgdes similares, isto €, nem todas as RONs estéao ativas
numa dada célula. Esta expressao diferencial implica em que, até mesmo no mesmo
cisto, 0s remanescentes nucleolares nao estdo sempre associados com 0S mesmos
cromossomos. Este heteromorfismo de RON, reflete a auséncia de atividade dos
genes do RNAr na intérfase precedente, desde que Miller et alii (1976) e Schmid et
alii (1977) postularam que a coloragéo pela prata da RON representa atividade
transcricional prévia dos genes ribossémicos. Entretanto, porque a coloragéo pela
prata € baseada na reagao com proteinas mais do que com o DNA (Goodpasture e
Bloom, 1975), a auséncia da coloragao pela prata poderia indicar que 0s genes

para RNAr nao estdo presentes ou que eles estdo inativos. Estudos de células
somaticas hibridas (Dev et alii, 1977) também forneceram evidéncias de que nem
todas as RONs sao ativas e que as RONs inativas néo s&o coradas pelo nitrato de
prata.

Yadav e Yadav (1987) empregaram a técnica da prata para localizar as
RONs em 6 espécies de gafanhotos. Verificaram que as RONs foram encontradas
em apenas algumas das muitas metafases espermatogoniais examinadas. As RONs
ativas estavam localizadas em um dos homélogos ou em uma das cromatides dos
homodlogos, mostrando heteromorfismo e, as RONs localizavam-se na posigao
proximal, subproximal ou intersticial. Entretanto, em duas espécies (Oedaleus
abruptus e Parahieroghyphus biliniatus) as RONs localizavam-se em duas posigoes.

Azeredo-Oliveira (1990), também teve dificuldades para obter marcagoes em
cromossomos metafasicos em quatro espécies de triatomineos. Entretanto, algumas
vezes, esta autora obteve marcagées em metafases da divisé@o celular em Triatoma
vitticeps e T. infestans. No entanto, apenas na primeira espécie houve alguma
evidéncia de que as marcagbes estavam presentes nos cromossomos sexuais (X,
X,, X3, Y), heterocromaticos, de metafases mitéticas e meidticas. Em T. infestans os
pequenos pontos tenuemente evidenciados que aparecem nos Cromossomos nao
permitiram dizer com seguranga que fossem RONs.
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Assim, embora diferentes técnicas tenham sido utilizadas e repetidas
tentativas da técnica com algumas modificagées tenham sido feitas com o objetivo
de se obter padrdes nitidos de marcagao pela prata nas RONs, entendemos que os
resultados obtidos ndo podem ser considerados precisos.

Outro aspecto a ser considerado, € que a marcagdo com o nitrato de prata,
encontra-se bem evidenciada nos nucleos das espermatides. Nas espermatides em
fase inicial de desenvolvimento, pode-se verificar que Triatoma brasiliensis, T.
delpontei e T. rubrovaria, apresentaram uma ou duas marcagdes nucleolares; T.
lecticularia apresentou uma, duas ou trés regiées impregnadas pela prata e T.
sordida mostrou predominantemente, duas regiées destacadas. Por outro lado,
apenas uma pequena marcag¢ao pode ser evidenciada nas espermatides de T.
brasiliensis, T. delpontei e T. sordida, em estagio mais avan¢ado, demonstrando a
presenga nucleolar.

Estas marcacbes nas espermatides, sdo bastante semelhantes as
encontradas em outros vertebrados, onde as RONs sao detectadas durante toda a
profase meidtica, até o paquiteno, estando completamente ausentes nas metéafases
| e Il e reaparecendo nos nucleos das espermatides, quando a célula retoma
momentaneamente a sintese proteica.

Variagdes ultraestruturais e funcionais do nucléolo também foram observadas
em espermatides, durante a espermiogénese do camundongo (Mirre e Knibiehler,
1985). Esses autores verificaram que as RONs reassumem sua atividade nessas
celulas logo apods as duas divisdes meiodticas, 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 segregacado de seus
componentes. Nenhuma estrutura nucleolar é visivel durante as fases acrossémica
e de maturagao da diferenciacao da espermatide.

Verifica-se, portanto, que os estudos da atividade organizadora nucleolar
podem ser também, uma fonte importante de informagdo sobre os padrdées de
diferenciagdo e desenvolvimento das espécies.
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3. BANDAMENTO C E REAGAO DE FEULGEN

Em 1928, Heitz demonstrou que alguns segmentos cromossomicos
mantinham-se condensados durante todo o ciclo nuclear. Para este autor, isto n&o
indicava apenas uma diferenga de coloragdo ou de condensag&o, mas refletia a
existéncia de dois tipos de cromatina: a heterocromatina, que se mantinha
condensada durante todo o ciclo nuclear e a eucromatina, que apresentava um ciclo
de condensagéo-descondensagéao paralelo ao ciclo nuclear.

Brown (1966), fez uma revisdo do que se conhecia sobre heterocromatina e
concluiu haver pelo menos dois tipos distintos, que ele chamou de heterocromatina
constitutiva e heterocromatina facultativa.

A heterocromatina facultativa €, por definicdo, um tipo de cromatina que ora
se comporta como heterocromatina (mantém-se condensada durante a intérfase,
apresenta replicagédo tardia e auséncia de expressao génica), ora como uma tipica
eucromatina. Ja a heterocromatina constitutiva, permanece condensada durante
todo o ciclo celular e em todas as células do individuo.

O trabalho de Lima de Faria (1959 apud, Lima de Faria, 1969), demonstrou,
pela primeira vez, que a heterocromatina replica seu DNA tardiamente em relagéo a
eucromatina, mas segundo Bianchi (1978), a duplicacao tardia € uma propriedade
frequente, porém nao constante e nem exclusiva da heterocromatina.

Pode-se observar que a heterocromatina constitutiva geralmente concentra-
se em blocos nos cromossomos. Estes distribuem-se preferencialmente nas regides
centroméricas e teloméricas, além das regiées organizadoras nucleolares, sendo
também, algumas vezes intercaladas as outras regiées dos cromossomos. Yunis e
Yasmineh (1971) sugeriram que a heterocromatina associada as regides
organizadoras de nucléolo, as protegeriam de mutagcbes e permutagdes que
poderiam acarretar alteragdes nos cistrons 18S e 28S do RNA ribossémico. Além
disso, esses blocos heterocromaticos aparecem em ambos os homdlogos, na
mesma posigdo e com o mesmo tamanho, sendo utilizados na identificagdo dos
Cromossomos.

Uma caracteristica marcante da banda heterocromatica é sua ampla
variabilidade de tamanho, posi¢do, numero, composigdo de DNA e reacdo a
corantes entre as espécies (John e Miklos, 1979). Outra caracteristica da
heterocromatina constitutiva € a auséncia de genes estruturais, ou o fato de so
muito excepcionalmente terem sido localizado genes neste tipo de heterocromatina
(Mello,1978).

Segundo Bostock (1980), a heterocromatina € geralmente considerada
inativa na transcricdo, mas o fato € que a transcricdo € muito menor na
heterocromatina do que na eucromatina e, sem considerar cada caso
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individualmente, ndo € possivel dizer que a transcricdo ndo ocorre na
heterocromatina.

Uma regiao pode, entretanto, ser inativa por uma de duas razdes
completamente diferentes:

a) Porque ela esta em um estado reprimido, pelo fato de possuir DNA
codificador que esta temporariamente e reversivelmente inativado, ou,

b) Porque ela € composta de DNA n&o codificador e assim, permanentemente
incapaz de transcrever.

Em relagdo a estas duas formas completamente diferentes de inatividade,
atualmente €& possivel distinguir trés formas de cromatina dentro do nucleo
interfasico: eucromatina condensada tecido-especifica; eucromatina
facultativamente heterocromatinizada e regides heterocromaticas constitutivas.
Seguindo esta nova classificagdo, as caracteristicas intrinsecas de cada tipo de
cromatina podem ser assim resumidas, de acordo com John, (1988):

A - Eucromatina condensada tecido-especifica

No desenvolvimento animal, embora os varios tipos celulares produzidos
durante a diferenciagdo somatica contenham as mesmas sequéncias de DNA
codificador, somente uma parte da informagéo disponivel no genoma €& expressa.

Esta transcricdo seletiva depende de segbes especificas do componente
eucromatico, e do genoma que tornou-se diferencialmente inativado em tecidos
especificos seguido da perda de sua atividade mitdtica. Em geral, células
embridnicas e permanentemente proliferando, exibem uma estrutura cromatinica
difusa, enquanto que uma porgdo particular da eucromatina se condensa
diferencialmente, como parte de um sistema de controle da transcricdo tecido-
especifica. O padrao de eucromatina condensada assim formado é altamente
variavel, qualitativa e quantitativamente de um tipo celular para outro e dentro de
uma dada espécie.

Mesmo assim, € importante reconhecer que nem toda a cromatina dispersa
automaticamente adota um estado ativo, portanto ndo podemos simplesmente
igualar a eucromatina com cromatina transcricionalmente ativa. Embora a
descondensagao seja certamente um pré-requisito para a atividade génica no caso
da eucromatina, ela ndo & necessariamente suficiente para o inicio da transcrigao.
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B - Eucromatina Facultativamente Heterocromatinizada

Esta € uma forma de caracterizar a repressdo da eucromatina na qual
segmentos cromossomicos, cromossomos inteiros, ou algumas vezes conjuntos
cromossomicos, tornam-se inativados e condensados durante o inicio do
desenvolvimento e por isso, permanentemente inativados durante muitas geragoes
celulares em todos ou muitos tecidos somaticos.

Esta também associada com um processo de "imprinting" cromossémico, no
qual, somente um dos homologos, como no caso de um unico X reprimido das
fémeas de mamiferos (XX), ou conjuntos cromossémicos, como no caso do conjunto
paterno reprimido em machos de coccideos (besouros) s&o afetados, sendo que os
homologos correspondentes nos mesmos nucleos, continuam a codificar ativamente
as proteinas. O material que & heterocromatinizado tem um complemento normal de
genes e estes podem ser ativados nas geragbes precedentes e sucessivas. Tais
regides podem também perder estas caracteristicas heterocromaticas e, retomar a
informacao genética durante o processo da heterocromatinizagao.

C - Regioes Heterocromaticas Constitutivas

Estas sdo as regides as quais Heitz originalmente deu o nome de
heterocromatina. Elas diferem da eucromatina pela composi¢do predominante de
DNA nao-codificador e altamente repetitivo. Ela esta assim, permanentemente sem
transcrever e nao sé simplesmente reprimida, e assim, representa uma espécie
estrutural distinta da cromatina, melhor do que um estado da cromatina como em
ambos os casos de eucromatina condensada tecido-especifica e eucromatina

facultativamente heterocromatinizada.

Existiu um tempo em que se arguia que a heterocromatina diferia da
eucromatina em seu comportamento mas ndo na sua estrutura fundamental. Este
tempo € agora passado. A heterocromatina constitutiva € realmente composta de
sequéncias de DNA com caracteristicas distintas. Além disso, ndo existem duas
classes de heterocromatina, constitutiva e facultativa, como sao ainda comumente
denominadas. O uso do termo heterocromatina para descrever a eucromatina que é
facultativamente inativada € enganoso e desnecessario. A heterocromatinizagéo
facultativa da eucromatina, em principio, tem mais em comum com a condensagéo
tecido-especifica da eucromatina, embora ela ocorra em uma escala mais extensiva,
temporariamente e especialmente, dentro de um individuo, e € usualmente restrita a
somente um sexo (John, 1988).
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Assim, a heterocromatina constitutiva se caracteriza, como ja dito
anteriormente, por ser o local onde se situa, se nédo todo, a maior parte do DNA
satélite, embora esta nao seja formada exclusivamente por DNA satélite.

Os experimentos de Pardue e Gall (1970) sobre hibridizagdo "in situ",
mostraram que o DNA satélite estava localizado no centromero dos cromossomos
que se coravam fortemente com Giemsa. Este e resultados similares, conduziram a
hipotese de que a banda C pode ser considerada como consistindo de DNA satélite,
ou pelo menos, alguma forma de DNA altamente repetitivo. Enquanto isto parece
verdadeiro para rato e outros organismos, em certas espécies, ndo se mostrou
ainda, a existéncia de qualquer tipo de DNA repetitivo nas regides
heterocromaticas. Conclui-se entdo, que nem todo DNA da heterocromatina
constitutiva € satélite ou altamente repetitivo, como também nem todo DNA
repetitivo se localiza na heterocromatina constitutiva. Assim, embora o DNA satélite
esteja nela localizado, os termos DNA repetitivo e heterocromatina constitutiva nao
devem ser considerados como equivalentes (Mello, 1978).

Em 1971, Arrighi e Hsu aperfeigoaram esta técnica de banda C desenvolvida
por Pardue e Gall (1970) e esta passou a ser amplamente empregada no estudo de
distintas espécies de animais e vegetais e, desde que cada espécie apresenta um
padrédo de bandamento caracteristico, 0 emprego desta técnica contribui para uma
melhor caracterizagao cariotipica das mesmas.

Até ha alguns anos, todas as variagdes citogenéticas observadas em
populagdes naturais de organismos, eram consideradas resultantes de rearranjos
cromossomicos que podiam ser subdivididos em duas classes. Robertsonianos
(fusé@o e fissdo céntrica) e ndo Robertsonianos (inversdes e translocagdes) (Patton
e Sherwood, 1982). O primeiro opera sobre 0 numero dipldide, sem uma mudanga
concomitante no numero fundamental, enquanto o ultimo atua com efeito oposto.
Foi Arrighi e Hsu (1971), estudando a distribuicdo da heterocromatina constitutiva
em diferentes espécies de mamiferos e posteriormente Pathak et alii (1973),
estudando o papel da heterocromatina na evolugdo cariotipica de Peromyscus
(Rodentia), que concluiram que, ao lado dos rearranjos que atuam sobre o material
genético existente, outros mecanismos podem estar operando e assim, um
cromossomo pode ter seu nimero de bragos alterado através de adigéo ou delegao
de heterocromatina.

Portanto, uma mudanga no numero fundamental de um caridtipo, que
normalmente é atribuida as translocagées reciprocas desiguais e inversoes
pericéntricas, pode também ser devida a adicdo ou delecdo de heterocromatina
(Arrighi e Hsu, 1971). Consequentemente, esse mecanismo pode ser bastante
importante para a diversificagdo de varios grupos de animais e plantas.

Por outro lado, a heterocromatina constitutiva também pode exercer
significante papel na divergéncia evolutiva de um grupo de espécies relacionadas,
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sem que se observe uma variagdo acentuada nos diferentes cariétipos deste grupo.
E o caso observado por Sen e Sharma (1983) no complexo Mus , onde mudancas
na quantidade e principalmente na qualidade da heterocromatina parecem ter sido o
fator mais importante na diversificagao cariotipica desse taxon.

Entretanto, o papel funcional da heterocromatina na evolugao cariotipica para
qualquer organismo, permanece um enigma.

Yunis e Yasmineh (1971) sugeriram que a heterocromatina tem fungdes
estruturais vitais, tais como: protegdo de regides especializadas do genoma, tais
como centromeros e telomeros, de forgas disruptivas externas; atracdo dos
cromossomos homélogos para o alinhamento inicial na meiose e o estabelecimento
de "barreiras de fertilidade", que fornecem meios para a diversidade evolutiva e a
especiagao.

Apesar de existirem varias explicagdes para sua origem e fungdes, ha poucas
evidéncias a favor de uma hipétese em particular (para revisao veja John e Miklos,
1979). Por exemplo, Patton e Sherwood (1982), analisando a distribuicdo de
bandas-C em algumas espécies do género Thomomys, verificaram que nenhuma
das fungbes sugeridas para a heterocromatina, como sumarizadas por John e
Miklos (1979), séo facilmente aplicaveis a este grupo. Eles também enfatizaram que
as grandes diferengas na quantidade de banda-C positiva por si s6 no genoma, nao
interferem na fertilidade normal e no desenvolvimento destes insetos. Assim, n&o
existem dados sugestivos de que a diferenga na heterocromatina sirva como uma
barreira de fertilidade, como sugerido originaimente por Yunis e Yasmineh (1971).

Outras evidéncias sugerem que a fungdo da heterocromatina deve ser restrita
principalmente a linhagem germinativa e ndo as células somaticas. A fungcdo que
esta melhor estabelecida na linhagem das células germinativas, é seu efeito na
formagdo de quiasmas na meiose. Crossing-over raramente ocorre na
heterocromatina (John, 1976), mas talvez, o fato de que blocos heterocromaticos
afetem a formagdo de quiasmas nos segmentos eucromaticos adjacentes nos
cromossomos, € de grande significado. Em Atractomorpha (gafanhoto) a frequéncia
de quiasmas esta correlacionada com a quantidade de heterocromatina: quanto
maior a quantidade de heterocromatina, menor o numero de quiasmas (Miklos e
Nankivell, 1976). Nao apenas a frequéncia de quiasmas € alterada, mas também
sua posi¢cao, desde que a heterocromatina telomérica em particular, causa uma
redugao substancial na formagéo de quiasmas na eucromatina adjacente. O efeito
das bandas-C ou da heterocromatina na recombinagdo meidtica a assim, a
caracteristica mais claramente estabelecida deste material.

Heitz (1933), propds o conceito da distribuicdo equilocal da heterocromatina.
Este conceito se baseia no fato de que em varios cariétipos de plantas, bem como
de animais, a heterocromatina de cromossomos nao homologos tende a se localizar
em regides similares, com consideravel regularidade.
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Em organismos com cromossomos holocéntricos, os estudos de banda C
fornecem evidéncias de que em geral, apenas uma pequena quantidade de
heterocromatina constitutiva esta localizada preferencialmente na regido telomérica
dos cromossomos.

Papeschi (1988) aplicou a banda C em Belostoma elegans, B. micantulum e
B. oxyurum, verificando sempre, uma localizagédo telomérica destas. Posteriormente,
este mesmo autor analisou o complemento cromossdmico de Belostoma
bifoveolatum, B. dentatum e B. martini, também através do bandamento C
(Papeschi, 1991). Novamente, as trés espécies apresentaram uma distribuicéo
equilocal das bandas C nas regides teloméricas.

O conceito de equilocalidade também se aplica aos triatomineos. Varios
autores aplicaram a técnica da banda C em Triatoma infestans (Solari, 1979; Mello
e Recco-Pimentel, 1987; Solari e Agopian, 1987; Azeredo-Oliveira, 1990; Panzera
et alii, 1992, 1995), verificando que, nesta espécie, os blocos heterocromaticos sdo
vistos nos trés maiores pares de autossomos, em uma ou ambas as extremidades
dos cromossomos. Ja o cromossomos Y € totalmente ou parcialmente
heteropicnético, enquanto o cromossomo X é C-negativo.

Posteriormente, Panzera et alii (1995), comparando o padréo de distribuigdo
de bandas-C de Triatoma platensis e T. delpontei ao de T. infestans, verificaram que
T. platensis apresenta trés ou quatro pares de autossomos com blocos
heterocromaticos terminais localizados em um ou em ambos os telémeros; o
cromossomo Y € totalmente heteropicnético e o X apresenta uma regido C-positiva
e outra C-negativa. Ja em T. delpontei, pode-se verificar que todos os autossomos e
0 cromossomo X sempre apresentavam uma regiao heteropicnética em apenas uma
extremidade, enquanto o Y era totalmente C-positivo.

No presente trabalho, pode-se verificar marcagdes heterocromaticas nas
regides teloméricas de alguns cromossomos da espécie Triatoma delpontei e, T.
lecticularia, sendo que estas marcagdes, eram menos evidentes nesta ultima. Ja em
T. brasiliensis, T. rubrovaria e T. sordida, ndo se verificou a presenga de tais
marcagoes, quer em metafases | ou metafases Il. Fato semelhante foi observado por
Perez et alii (1992) em cinco espécies de triatomineos. Destas, Rhodnius pictipes,
R. robustus e T. matogrossensis, ndo apresentaram blocos heterocromaticos nos
autossomos, sendo que em R. nasutus e T. pseudomaculata, varios autossomos
apresentaram pontos de heterocromatina constitutiva terminais.

A condensagdo cromatinica pode ser a responsavel pela dificuldade de se
detectar bandas C nos cromossomos metafasicos de animais com cromossomos
holocéntricos. Por exemplo, os blocos teloméricos e intersticiais de heterocromatina
visiveis durante a préfase meidtica de Labidura truncata nao séo mais encontrados
na metafase meiética (Giles e Webb, 1972). Similarmente, Munisch (1973) relatou a
presenca de heterocromatina intersticial e telomérica através da profase meibtica de
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Oncopeltus fasciatus; entretanto, estas bandas C ndo eram detectaveis nos
cromossomos metafasicos fortemente corados.

De acordo com Panzera et alii (1995), das quatorze espécies de triatomineos
até agora estudadas com a técnica do bandamento C, somente trés, Triatoma
infestans, T. platensis e T. delpontei, apresentavam blocos heterocromaticos em
varios pares de autossomos. A partir do presente trabalho entretanto, podemos
ampliar esta lista, com os dados da espécies T. lecticularia, que apesar de nao
serem totalmente conclusivos, sugerem a presenca de blocos heterocromaticos em
varios cromossomos.

Verifica-se portanto, que em todas as espécies de triatomineos que
apresentam blocos heterocromaticos destacados, a heterocromatina tende a
localizar-se em locais similares nas extremidades dos cromossomos homoélogos e
nao-homologos, seguindo a distribuicdo equilocal de Heitz (1933) e que, esta
distribuicdo esta de acordo com aquela observada em outros insetos com
cromossomos holocéntricos (Camacho et alii, 1985; Papeschi, 1988; Dey e Wandgi,
1990).

Este conceito de equilocalidade das bandas C em um complemento, "leva a
aceitacdo de que deve existir um mecanismo ou mecanismos, que induzem a
formagdo ou distribuicdo das bandas C para locais especificos dentro de um
genoma" (John et alii, 1985). Entretanto, King e John (1980) sugeriram que ainda
podem existir regides, ou cromossomos inteiros, que retém independéncia
estrutural, como é o caso de alguns cromossomos megamericos e supranumerarios
nos gafanhotos.

Dentro do género Belostoma, certas excegdes ao conceito de equilocalidade
podem ser encontradas. Primeiro, o cromossomo Y é completamente C-negativo em
B. bifoveolatum, B. dentetum e B. elegans, ou C-positivo em B. martini, B.
micentulum e B. oxyurum, mas nunca mostra as bandas teloméricas dos
autossomos e dos cromossomos Xs. Por outro lado, o menor bivalente de B. martini
e B. bifoveolatum mostra poucas ou nenhuma banda C telomérica, respectivamente.
Finalmente, o padrdao de bandamento de B. martini € particularmente diferente,
desde que existem bivalentes que tem bandas nos dois teldmeros, em apenas um,
ou sao completamente C-negativos.

Em contraste, a banda C em Luzula (Ray e Venketesvaran, 1978), revelou
numerosas € pequenas bandas C distribuidas ao longo dos cromossomos
profasicos, as quais se fundiam em bandas maiores, conforme a cromatina se
condensava. De acordo com estes autores, a diferenga no padréao de bandamento
poderia estar relacionada com a natureza do centrémero em Luzula (policéntrico,
Bokhari e Godward, 1980) e nos Heteroptera (holocéntrico, Comings e Okada,
1972). O unico exemplo em insetos holocéntricos onde bandas intersticiais estao
presentes é Nezara viridula (Camacho et alii, 1985), onde a RON mostrou banda C
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positiva. Nesta espécie, as bandas intersticiais sdo C-positivas, enquanto as
teloméricas sdo levemente marcadas.

Em Luzula flaccida, Collet e Westerman (1984) verificaram regides C-
positivas no nucleo interfasico, enquanto blocos heterocromaticos foram
encontrados nas metafases. A distribuigdo da banda C, pode ser considerada
similar a de L. purpurea e L. multiflora (Ray e Venketesvaran, 1978). Em contraste
aos cromossomos metafasicos, as bandas C dos cromossomos profasicos
revelaram multiplas regides C-positivas ao longo dos cromossomos, mas a
sobreposicdo e a condensagao diferencial tornou dificil a identificagdo de
cromossomos individuais. Estas bandas C profasicas entretanto, parecem se fundir
durante a condensacgao e originam as bandas C vistas nas metafases.

Uma das caracteristicas mais marcantes do sistema meidtico dos
triatomineos, & a existéncia de associagbes heteropicnéticas durante a préfase. A
maioria das espécies que nao apresentam bandas C nos cromossomos
autossomicos, apresentam este cromocentro constituido apenas pela associagao
dos cromossomos sexuais. Entretanto, nas espécies que apresentam blocos
heterocromaticos nos cromossomos, um numero variavel de autossomos participam
da formagéo deste. Este numero € espécie-especifico e depende do numero de
pares de autossomos que possuem bandas C (Panzera et alii, 1995).

A formagao do cromocentro leva a uma proximidade espacial dos pares de
autossomos que possuem blocos heterocromaticos durante a profase meidtica e
mitotica. Esta associagdo heterdloga, poderia facilitar a troca de heterocromatina
constitutiva entre cromossomos homologos e ndo-homologos, como sugerido para
cromossomos com centromero localizado por Schweizer e Loidl (1987). Em
Triatoma infestans, por exemplo, como um resultado da proximidade dos trés
maiores pares de autossomos, a heterocromatina constitutiva poderia ser
transferida de um cromossomo para outro, ou para sitios proximos do mesmo
cromossomo. Esta caracteristica e a localizacdo preferencialmente telomérica deste
material em outras espécies de Heteroptera, faz com que a idéia de Schweizer e
Loidl também possa ser aplicada aos cromossomos holocéntricos, como admitido
por Panzera et alii (1992, 1995).

A constituicdo destes cromocentros, foi uma das sete caracteristicas usadas
por Perez et alii (1992) para o diagnostico de espécies de triatomineos. Neste
estudo, verificou-se que o0 cromocentro das espéecies Rhodnius pictipes, R. nasutus,
R. robustus e Triatoma matogrossensis era constituido apenas pelos cromossomos
sexuais, ao passo que em T. pseudomaculata, havia um cromossomo autossomo
gue se associava aos cromossomos sexuais para formar este cromocentro, sendo
portanto responsavel pela diversidade encontrada na configuragdo (tamanho,
aspecto) e nimero de cromocentros meibticos nestas cinco espécies.

A
AVAVAY

VA,
1 2 3 4 5 © 7 unesprl 12 13 14 15 16 17 18



128

Em outras trés espécies de triatomineos, Triatoma infestans, T. platensis e T.
delpontei, os cromocentros meiéticos e mitéticos também eram formados pela
associagdo dos cromossomos sexuais a um numero variavel de bandas C dos
autossomos (Solari, 1979; Panzera et alii, 1992).

No presente estudo, pode-se verificar nos nucleos da profase | meiética, no
"estagio confuso”, a presenca de um unico cromocentro, que provavelmente é
constituido apenas pelos cromossomos sexuais heterocromaticos nas espécies
Triatoma brasiliensis, T. lecticularia, T. rubrovaria e T. sordida, sendo que na
espécie T. delpontei, o unico cromocentro presente, o qual destaca-se pelo seu
tamanho, pode ter se originado pela fusdo das regiées heterocromaticas de todos
0s autossomos, com 0S Cromossomos sexuais, como ja mencionado por Panzera et
alii (1992). No dipléteno, também pode-se observar a presen¢ca dos cromossomos
sexuais destacados, formando dois corpusculos densos nas espécies T. brasiliensis,
T. rubrovaria e T. lecticularia.

Outra caracteristica observada no presente trabalho, foi que os nucleos
espermatogoniais em intérfase, de todas as espécies analisadas, apresentaram
apenas um cromocentro destacado, sendo que na espécie T. delpontei, também
nesta fase, este cromocentro era bem maior. Semelhantemente, os nucleos
polipldides das células nutritivas da parede dos tubulos testiculares de todas as
espécies, apresentaram apenas um cromocentro apds o bandamento C, exceto T.

delpontei, onde pode-se verificar a presengca de multiplos cromocentros, de
diferentes tamanhos, distribuidos no interior do nucleo.

Todos os dados obtidos no presente trabalho, através do bandamento C,
foram também reforgados, a partir da analise de laminas submetidas a reagéo de

Feulgen.
Como ja mencionado, a técnica da reagédo de Feulgen foi aplicada somente

com o objetivo de se confirmar os dados obtidos através de outras coloragdes, nao
se pretendendo realizar um estudo de mensuragéo do conteido de DNA através de
meétodos citofotométricos. Deste modo, pode-se verificar uma correlagao entre os
dados obtidos através da coloragdo com orceina lacto-acética, Giemsa, bandaC e
reacdo de Feulgen.

Quanto a reagao de Feulgen, deve-se destacar ainda a presenga de quatro
cromossomos mais heteropicnoticos nas metafases Il de Triatoma rubrovaria. Este
achado merece ser analisado com atencdo, pois além de nao se encontrar na
literatura dados que corroborem-no, ndo se verificou tal heteropicnose em laminas
submetidas as outras coloragées. Contrariamente, Schreiber e Pellegrino (1950)
que propuseram uma classificagéo para as espécies de triatomineos, baseada na
presenga de massas heteropicnéticas durante o "estagio confuso" da préfase |,
relataram que T. rubrovaria pertenceria ao Grupo A, juntamente com Rhodnius
prolixus, Psammolestes coreodes, Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis, T.
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vitticeps, T. maculata e T. dimidiata, por apresentar somente 0s cromossomos
sexuais heteropicnéticos durante todo o periodo de crescimento auxocitario.
Adicionalmente, Panzera et alii (1995), ndo verificaram qualquer indicagdo da
presenca de bandas C nesta espécie, dado que também foi verificado no presente
trabaiho.

A falta de concordancia entre estes achados, no entanto, ndo os invalida,
mas, ao contrario, torna claro que outras analises, envolvendo inclusive a analise
citofotomeétrica desta e de outras espeécies de triatomineos, devem ser realizadas, a
fim de que se chegue a uma conclusdo definitiva.

4. RELACOES EVOLUTIVAS ENTRE OS TRIATOMINEOS

O género Triatoma é o maior género da familia Triatomidae. As cinco
espécies de triatomineos analisadas no presente trabalho, apresentam um cariétipo
homogéneo, constituido por 22 cromossomos, sendo 20 autossomos mais dois
cromossomos sexuais. Este € também, o numero cromossémico mais frequente na
subfamilia Triatominae.

Ueshima (1966) estabeleceu que "no mecanismo dos cromossomos sexuais,
os triatomineos parecem ser uniformes na maioria dos géneros, mas no género
Triatoma, ele € complexo. Neste género, trés mecanismos sexuais se formam: XY:
X4XoY e X4X,X3Y. Geralmente ndo ha duvidas de que os cromossomos sexuais
compostos sao de origem mais recente do que o sistema XY (Schrader, 1947;
White, 1954).

Infelizmente, o processo de evolugdo cromossémica nos Heteroptera ndo é
tao facil de se analisar. Ndo apenas os cromossomos sdo muito pequenos, mas em
adicdo a este fato, eles estdo altamente condensados na mitose e na meiose, de
modo que é impossivel determinar as posigdes das ligagbes das fibras do fuso.

Na evolugdo dos mecanismos dos cromossomos sexuais, o papel da
fragmentacg&o foi enfatizado por Troedson (1944), que sugeriu que a fragmentagéo é
a principal causa dos cromossomos sexuais compostos nos Heteroptera, baseando
seus estudos em Gelastocoris . Segundo White (1954, 1957), é provavel que os
mecanismos dos cromossomos sexuais multiplos tenham surgido através de trés
processos evolutivos diferentes: (1) fusées céntricas entre um cromossomo sexual
pré-existente e um autossomo, (2) translocagbes reciprocas entre um cromossomo
sexual metacéntrico e um autossomo e (3) dissociagdo dos cromossomos sexuais
pré-existentes. O trabalho de Hughes-Schrader e Schrader (1961) também apoiou a
idéia de que a simples fragmentagdo estava envolvida na evolugdo dos
Cromossomos sexuais compostos.
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A hipotese da fragmentagéo realmente parece ser a mais provavel neste
grupo, porque os multiplos Xs podem ser relacionados com uma diminui¢do no
numero de autossomos em apenas duas espécies (Triatoma nitida e Panstrongylus
megistus). Outras espécies tém multiplos Xs com 10 autossomos, enquanto uma
espécie tem 11 (Triatoma rubrofasciata). Os Xs muiltiplos parecem portanto serem
independentes da variabilidade dos autossomos.

Assim, fica claro que o0 mecanismo "multiplo" nos Reduviidae é
fundamentalmente diferente em natureza daquele encontrado nos Orthoptera, que é
o resultado de translocagées mutuas entre o X e um autossomo. O tipo de
mecanismo "multiplo” dos Reduviidae poderia provavelmente ndo existir numa
espécie onde o0s cromossomos sexuais formassem quiasmas no sexo
heterogameético. Se ele existisse, X4X,X5... sendo homélogos pelos menos em parte,
poderiam se parear e formar quiasmas, de modo que esses cromossomos poderiam
ir para polos opostos na primeira divisdo meiotica.

Além disso, nos Heteroptera, embora o quiasma se forme entre os
autossomos, ele ndo se forma entre os cromossomos X e Y, que nunca segregam
regularmente para polos opostos (usualmente isto ocorre na segunda divisdo nos
Heteroptera, ao invés da primeira, como em outros organismos).

Que os cromossomos dos Heteroptera e Homoptera possuem cinetécoro
difuso, ja foi estabelecido, e, estudos sobre o comportamento destes cromossomos
durante a mitose e meiose (Schrader, 1935) bem como as analises experimentais
de Hughes-Schrader e Ris, 1941 e Ris (1942) ndo permitem outras conclusées.

Assim, em espécies com cinetocoro difuso, o processo da fragmentagdo é
simples e direcionado e, estas espécies podem originar cromossomos compostos
muito mais frequentemente.

A presenga de um cinetécoro difuso poderia entdo, estar relacionada com
uma maior variagdo na estrutura e no numero cromossémico e, a variedade no
comportamento cromossémico de algumas familias, por exemplo, na Coccidae,
justificaria este fato. Mas, nem todas as familias de Heteroptera ou Homoptera
apresentam tal variabilidade cromossémica e, em algumas como a Corixidae, as
condigdes cromossdmicas sdo muito uniformes e ndo ha cromossomos sexuais
compostos. Tal conservadorismo implica em algum fator presente para contra-agir
com a potencialidade de variagdo que é inerente ao cinetocoro difuso. Uma possivel
explicagédo pode ser pensada na variagdo no grau de heteropicnose, pois algumas
evidéncias sugerem que um cromossomo ou regido cromossomica heteropicnoética
€ mais facilmente quebrada que uma regido eucromatica. Isto também pode
contribuir para uma fragmentagao mais frequente dos cromossomos sexuais do que
dos autossomos, pois deve ser lembrado que na maioria destas espécies, os
Cromossomos sexuais sdo persistentemente heteropicnéticos por toda a préfase
meioética no macho.
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Entretanto, o fator controlador mais importante para o estabelecimento dos
cromossomos sexuais compostos surge na hora da divisdo reducional no macho.
Qualquer fragmento ou supranumerdrio pode ir para qualquer polo e os
cromossomos compostos se alteram rapidamente por perdas. Mas, como se sabe,
nos casos ja estabelecidos, todos os componentes do X ou do Y vao juntos para um
polo, embora n&o sejam visiveis pontes ou interconexdes entre eles para explicar tal
unanimidade de agdo. Certamente algum mecanismo deve dirigir este movimento
unificado dos fragmentos cromossémicos na redu¢do do macho. Este mecanismo
ndo deve estar baseado em interagdes com o cromossomo Y, como sugerido em
anos anteriores, porque os componentes do X em espécies como Syromastes e
Matsucoccus regularmente apresentam tal movimento na auséncia do Y. Quando o
mecanismo esta ausente ou € imperfeito, como parece ocorrer nos supranumerarios
de Cimex (Slack, 1939, Darlington, 1939), as consequéncias sado irregularidades de
distribuigdo. Isto significa que até mesmo em espécies com cinetocoro difuso, uma
simples fragmentacdo ndo é suficiente para estabelecer um cromossomo sexual
composto. Deve haver em adi¢ao, algum mecanismo para dirigir sua segregagao na
meiose (Schrader, 1947).

Consideremos também, a ocorréncia dos cromossomos sexuais compostos
em outros animais. Na ordem Araneida, todas as 13 espécies investigadas (White,
1940), apresentam um cromossomo X composto. Ele sempre existe como um X de
dois componentes, cujo comportamento meidtico € bem uniforme. Desde que se
trata de representantes de 11 familias diferentes de aranhas, nés estamos
obviamente trabalhando ndo apenas com um mecanismo cromossoémico sexual de
ocorréncia geral na ordem, mas também, com um mecanismo de grande
estabilidade.

Outro exemplo € encontrado na familia Mantidae, onde pelo menos 6
especies apresentam a condigdo X;X,Y. Isto indica que, em tais casos, o
mecanismo de cromossomos sexuais compostos surgiram numa forma ancestral e
tem sido transmitido com pequenas ou nenhuma alteragcdo para as novas espécies
que surgiram a partir das originais.

Porém, os Heteroptera-Homoptera, sdo bem contrastantes, pois toda esta
uniformidade esta faltando. Cromossomos sexuais compostos podem ser de
ocorréncia comum em uma familia e raros ou ausentes em familias préximas. Assim,
eles sao encontrados nos Mesoviliidae e nos Reduviidae e, ausentes nos Nabidae e
Corixidae. Nos Reduviidae, espécies com um mecanismo XY comum, existem lado a
lado com espécies que apresentam dois, trés, quatro ou cinco Xs compostos. E
ainda, ha muita variagédo entre as diferentes espécies de Heteroptera com respeito a
formacgao detalhada e comportamento de tais cromossomos sexuais. Em resumo, as
evidéncias sugerem que, muitas destas formas de cromossomos sexuais compostos
sao de origem recente e provavelmente ainda estdo num estado de fluxo evolutivo.
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Apesar do pequeno numero de casos de Cromossomos sexuais compostos
entre os Homoptera, eles constituem juntamente com os Heteroptera, um grupo no
qual tais cromossomos s@o encontrados com excepcional frequéncia. Mas, esta alta
incidéncia ndo € tdo significativa como € a grande variagdo na sua forma e
manifestagdo, bem como o fato das espécies que mostram extrema modificagéo na
configuragdo dos cromossomos sexuais poderem existir lado a lado com espécies
que mostram a configuragdo XY ortodoxa. Sao nestes aspectos que uma explicagao
para a diferenga na evolugdo entre os Heteroptera e o Araneida devem ser
pensadas.

Entretanto, uma classificagdo dos mecanismos multiplos somente de acordo
com o numero de X ou Y presentes € superficial, porque n&o nos da informagéao
sobre a origem evolutiva dos diferentes tipos. Assim, uma analise detalhada e, se
possivel, uma comparagédo cuidadosa com espécies XY ou XO relacionadas é
necessario em cada caso (White, 1940).

Ainda em relagdo aos cromossomos sexuais, foi sugerido que uma
fragmentagéo ocorreu no género Triatoma no curso da evolugdo entre as espéecies
da América do Norte e do Sul, de modo que, todas as espécies Norte Americanas
de Triatoma, exceto T. lecticularia, séo X,X,Y e, as espécies Sul Americanas podem
ser XY ou X, X,X;Y.

Além disto, pode-se observar dois tipos de comportamento cromossémico na
metafase | dos Triatominae. No género Triatoma, as espécies que tem
Cromossomos sexuais compostos apresentam um arranjo periférico, enquanto
aquelas com um mecanismo XY apresentam uma posi¢ao central. Essas diferencas
no comportamento dos cromossomos sexuais podem indicar relagdes filogenéticas
no género Triatoma.

No presente trabalho, analisaram-se cinco espécies de triatomineos, sendo
que apenas uma delas era Norte Americana. Coincidentemente, esta espécie Norte
Americana era T. lecticularia e, consequentemente, ela apresentou um sistema
sexual simples (XY) e, seus cromossomos sexuais localizavam-se no centro do anel
formado pelos autossomos na metafase | e na metafase Il. Percebe-se entéo, que T.
lecticularia difere das outras espécies Norte Americanas no complemento
cromossdmico e no comportamento dos Ccromossomos sexuais.

Outra observagéo interessante, diz respeito a espécie T. rubrovaria. Esta
espécie era considerada também, uma exce¢do em relagéo as outras espécies Sul
Americanas, por ndo apresentar os cromossomos sexuais localizados no centro do
anel formado pelos autossomos na metafase |, apesar de possuir apenas dois
cromossomos sexuais (XY). No entanto, neste trabalho, pode-se observar uma
localizagdo central destes cromossomos na metafase |, de modo que, esta espécie
deixa de constituir uma exce¢do, como vinha sendo postulado até entdo. Desta
forma, percebe-se claramente que a presenga de cromossomos sexuais multiplos
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pode estar correlacionada com a distribuicdo geografica destes insetos e que eles
exercem certa influéncia na configuragdo das placas metafasicas, com a unica
excecdo a este respeito, sendo a espécie T. lecticularia.

Por outro lado, o conteudo de DNA do nucleo, tem sido usado por muitos
autores como uma ferramenta para pesquisas citotaxonémicas. Entre eles, Schrader
(1953) estudou o conteudo de DNA do género Liturgosa (Orthoptera), tendo
encontrado diferengas no conteudo de DNA das espécies sem variagdo no numero
cromossomico. Em 1956, Hughes-Schrader e Schrader verificaram o mesmo fato
nos Pentatomidae.

A diferenga no conteudo de DNA sem diferengas no numero cromossémico
foi explicada por Schrader como resultante da endomitose, justamente como ocorre
em muitas espécies de plantas e animais. Se a endomitose ocorre nas células
germinativas, este carater pode se estabilizar como uma caracteristica da espécie.
O tamanho dos cromossomos esta geralmente relacionado com seu conteudo de
DNA, mas em alguns casos, este fato ndo é tao dbvio.

Através de medidas citofotométricas, Schreiber et alii (1972), determinaram o
conteudo de DNA nas espermatides e espermatogonias em sete espécies de
triatomineos. Foi possivel dividir as espécies em trés grupos de acordo com seu
conteudo de DNA. O valor mais baixo foi encontrado em Rhodnius prolixus. O
segundo grupo foi formado por Triatoma platensis, T. pseudomaculata,
Panstrongylus megistus e P. herreri. O conteudo de DNA deste grupo & quase o
dobro do anterior. O terceiro grupo foi constituido por T. infestans e T. vitticeps, e
apresentou o triplo de DNA do primeiro grupo.

O baixo valor de DNA do género Rhodnius, comparado com o dos outros
géneros, é consistente com sua posigao evolutiva que, dentro da arvore filogenética
dada por Usinger (1944) esta situada num nivel mais baixo do que o género
Triatoma e Panstrongylus (Fig. 50). Assim, parece provavel que uma duplicagdo de
DNA ocorreu na evolugéo entre os Rhodini e os Triatomini.

Como uma correlagdo, pode-se admitir que os Triatominae se comportam
exatamente como os Pentatomidae e que sua especiagédo provavelmente esta
relacionada a endomitose diferencial de todo ou de parte de seu genoma.

Tem sido postulado também, que a quantidade de heterocromatina e o
tamanho do genoma sdo caracteristicas adaptativas, principalmente porque suas
consequéncias fenotipicas produzem diferengas entre os individuos e as
populagdes (Schweizer e Loidl, 1987). A variacdo quantitativa da heterocromatina e
do conteudo de DNA nuclear entre muitas espécies, populagbes e individuos
(revisdao em Kurnit, 1978), pode ser explicada pela origem de DNA suplementar,
nao-codificador.
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Tal cromatina frequentemente, mas nao sempre, corresponde ao DNA satélite
altamente repetitivo e, a técnica de banda C, parece ser seletivamente aplicavel a
um tipo de DNA com algum grau de repetigao.

Apesar do pequeno tamanho dos cromossomos, as bandas C nos
triatomineos, quando presentes, localizam-se principalmente na regido telomérica.
Em algumas espécies, entretanto, a heterocromatina constitutiva ndo foi observada,
mas esta situagdo nao € unica, desde que, a auséncia de bandas C também foi
mencionada em algumas espécies de animais (Hsu et alii, 1975). Isto sugere que,
qualquer que seja a fungdo deste material, somente quantidades minimas podem
ser necessarias para desempenha-la.

Além da observagéo da pequena quantidade de heterocromatina em algumas
espécies de triatomineos, grandes quantidades de material heterocromatico tem
sido verificadas em outras espécies, como por exemplo, Triatoma infestans (Solari,
1979, Azeredo-Oliveira, 1990; Panzera et alii, 1992), T. platensis (Panzera et alii,
1995) e T. delpontei (Panzera et alii, 1995). Tais quantidades de heterocromatina,
podem ter surgido considerando-se que elas teriam uma fungao especifica numa
regiao cromossdmica particular de uma dada espécie.

Os dados existentes na literatura sobre Triatoma infestans e T. platensis,
mostram bandas C em trés ou quatro pares de autossomos, além de marcagdes nos
Cromossomos sexuais, mas estas espécies nao foram estudadas neste projeto.

No presente trabalho, Triatoma delpontei mostrou uma proliferagdo do
cromocentro formado na préfase | da meiose, sendo que este, nos nucleos
espermatogoniais em intérfase, chamou a atengdo devido ao seu tamanho,
independentemente da coloragdo empregada. Caracteristicamente, os nucleos
polipléides das células nutritivas da parede dos tubulos testiculares desta espécie,
mostraram varias marcagdes heterocromaticas. Adicionalmente, nos cromossomos
metafasicos, 7. delpontei mostrou bandas C nas extremidades de alguns
cromossomos e, de acordo com Panzera et alii (1995), estas marcagdes estariam
presentes nos teldbmeros de todos os autossomos.

Ainda neste trabalho, algumas marcagdes heterocromaticas nos telémeros
de alguns cromossomos de T. lecticularia também puderam ser verificadas,
indicando que esta espécie também tem uma quantidade diferente de
heterocromatina. Por outro lado, T. brasiliensis, T. rubrovaria e T. sordida, nao
apresentaram tais marcagdes. Assim, maiores informagcées sobre estas e outras
espécies de triatomineos, poderiam contribuir para nosso conhecimento sobre o
papel funcional da heterocromatina neste, e em outros grupos de organismos.

Talvez estas espécies atingiram um equilibrio entre o seu cariétipo, sua
fisiologia e o ambiente em que elas vivem, o que poderia agir seletivamente contra
algumas mudangas causadas pela adi¢cdo de heterocromatina.
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Diferencas na quantidade de DNA satélite, que sé@o aparentes com a técnica
de banda C empregada no presente trabalho, ndo estao bem relacionadas com o
grau de separagao das espécies. Para se obter maiores informagdes sobre as
relagdes filogenéticas, através do conteudo de heterocromatina destas espécies,
seria necessario comparar a quantidade e o conteudo de bases de DNA contidas
em cada banda C.

Panzera et alii (1995) realizaram um estudo sobre a evolugédo cariotipica dos
cromossomos holocéntricos de trés espécies de triatomineos, empregando
justamente a técnica de banda C e de mensuragdo do conteido de DNA. Neste
trabalho, verificou-se que Triatoma infestans, que possui trés ou quatro pares de
autossomos com bandas C, mostra um conteudo de DNA (1C) de 1,03 + 0,13 pg,
dos quais 23,7 a 29,6% era constituido por heterocromatina constitutiva. Ja T.
platensis, que também possui trés ou quatro pares de autossomos com bandas C,
apresenta um conteudo de DNA de 087 + 0,12 pg, dos quais 12,2% é
heterocromatina constitutiva. 7. delpontei, também analisada no presente trabalho,
apresentou, de acordo com este autor, dez pares de autossomos com bandas C, do
que deriva um conteudo de DNA de 1,80 + 0,17 pg, sendo que 44,8% deste total
constituido por heterocromatina constitutiva. No outro extremo, somente a titulo de
comparagao, tem-se 7. rubrovaria, que nao apresenta banda C em nenhum
autossomo, nao tendo portanto heterocromatina constitutiva. O conteudo de DNA
desta especies € de 0,54 + 0,08 pg.

Verifica-se entdo, que quando um trabalho deste tipo é realizado, fica mais
facil e seguro estabelecer as relagdes filogenéticas existentes entre as espécies de
determinado grupo. Ainda no trabalho de Panzera et alii (1995), & possivel verificar
que as trés espécies estudadas tém quantidades similares de DNA nuclear, com
leves diferengas, facilmente explicaveis pela perda ou ganho de heterocromatina
constitutiva, embora outros processos possam estar envolvidos. Este processo de
perda ou ganho de heterocromatina constitutiva pode ser facilitado pela proximidade
cromossémica no cromocentro, durante a préfase meiodtica e mitética, como ja
mencionado anteriormente.

Percebe-se deste modo, que as trés espécies, Triatoma infestans, T.
platensis e T. delpontei constituem um grupo de espécies intimamente relacionadas,
sendo que através de seus estudos, Panzera et alii (1995) puderam estabelecer
que T. infestans e T. platensis sdo espécies mais relacionadas uma a outra do que
com T. delpontei.

Apesar disto, a existéncia de polimorfismos de bandas C em populagbes
naturais de T. infestans (Panzera et alii, 1992), bem como a existéncia de
individuos hibridos férteis entre T. infestans e T. platensis (Abalos, 1948), que tem
diferentes quantidade e distribuicdo de heterocromatina constitutiva, ndo afetam o
processo meidtico normal. Portanto, embora as mudangas na quantidade e
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distribuicdo de heterocromatina constitutiva representem uma das causas de
diferenciagéo cariotipica entre as espécies de triatomineos, elas ndo parecem ter
um papel direto no processo de especiagéao.

A endomitose, por sua vez, tem sido proposta como o principal mecanismo
que opera na evolugdo cariotipica dos Triatomini (Schreiber et alli, 1972). O
presente trabalho sugere entretanto, que variagées paralelas e independentes na
heterocromatina constitutiva também agem na producédo dos cariétipos das espécies
€ nas suas caracteristicas biologicas.
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V - RESUMO E CONCLUSOES

No presente trabalho, pretendeu-se basicamente: 1) tracar um perfil das
principais caracteristicas do ciclo meiético de cinco espécies do género Triatoma, 2)
ampliar os conhecimentos relativos a atividade organizadora nucleolar de Triatoma
brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T. rubrovaria e T. sordida, através do estudo
das células dos tubulos testiculares, 3) detectar a localizacdo da heterocromatina
constitutiva, bem como as possiveis diferenciagcbées cromossémicas entre as cinco
espécies, através do bandamento C e 4) analisar os principais eventos
responsaveis pela evolugdo deste grupo de espécies.

Os resultados obtidos foram fundamentalmente, os apresentados a seguir:

1. O complemento cromossémico e o ciclo meidtico de cinco espécies de
triatomineos foram investigados. Os dados citogenéticos sugerem um cariétipo
composto por 22 cromossomos (20A + XY) em todas as espécies analisadas, o que
esta de acordo com o numero modal da subfamilia Triatominae.

2. No género Triatoma, encontram-se trés mecanismos de cromossomos
sexuais - XY; XX, e X X,X,Y, todos eles relacionados com a distribuicdo
geografica destes insetos, de modo que, todas as espécies Norte Americanas sao
X4X,Y, exceto Triatoma lecticularia e, as espécies Sul Americanas podem ser XY ou
X4X,X3Y. Como no presente trabalho, foram analisadas quatro espécies Sul
Americanas (7. brasiliensis, T. delpontei, T. rubrovaria e T. sordida) e apenas uma
espécie Norte Americana (7. lecticularia), que por acaso, constitui a excegao acima
citada, verificou-se a presenca de apenas dois cromossomos sexuais (XY), em
todas as placas metafasicas analisadas. Deve-se destacar também, que a
fragmentacao é o principal mecanismo sugerido para a evolu¢gao dos cromossomos

sexuais compostos.

3. Nos Triatominae, dois tipos de comportamento podem ser encontrados nos
cromossomos sexuais na metafase |. Primeiro, os cromossomos sexuais localizam-
se no centro de um anel formado pelos autossomos; isto ocorre em espécies com
sistema sexual simples, XY. Segundo, os cromossomos sexuais localizam-se na
regido periférica do anel formado pelos autossomos, nas espécies com
cromossomos sexuais compostos. Como todas as espécies analisadas no presente
trabalho apresentavam apenas dois cromossomos sexuais (XY), a localizagédo
destes na placa metafasica da primeira divisdo meidtica, foi preferencialmente, no
centro do anel formado pelos autossomos.
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4. A andlise dos fendtipos nucleares das cinco espécies estudadas no
presente trabalho, revelou a presenga de um unico corpusculo heterocromatico nos
nucleos polipldides das células nutritivas da parede dos tubulos testiculares de T.
brasiliensis, T. lecticularia, T. rubrovaria e T. sordida, enquanto T. delpontei,
apresentou varias marcagbes heterocromaticas distribuidas pela cromatina. Este
achado pode estar ligado a diferenciagdo evolutiva desta espécie. O significado
dessa diferenga é dificil deduzir a partir das observagdes realizadas, mas, pode-se
admitir que T. delpontei, que apresenta grandes blocos heterocromaticos, possa
conter uma baixa taxa de atividade cromatinica ou que esses grandes blocos
exerceriam efeitos protetores sobre as regides eucromaticas adjacentes, suprimindo
a recombinagdo e promovendo a manutengdo de um conjunto de genes
particularmente bem adaptados. Ja nos nucleos espermatogoniais em intérfase,
apenas uma marcagdo heterocromatica (cromocentro) estava presente em cada
espécie. Também no "estagio confuso" e no diploteno, pode-se verificar a presenga
constante de um cromocentro, o qual & formado pela unido dos cromossomos
sexuais, mais destacado que os demais cromossomos do complemento.

5. A analise do ciclo meittico destas espécies, destacou também, a presencga
de cromossomos retardatarios nas fases iniciais da anafase. Admite-se que tal
mecanismo seja o responsavel pela redugdo no numero cromossémico observada

nas células somaticas de alguns organismos, quando comparadas com as células
da linhagem germinativa. Foi sugerido que estes cromossomos retardatarios sejam

Cromossomos sexuais.

6. As técnicas de coloragado pela prata, utilizadas em muitos organismos para
marcar RONs ativa, mais uma vez, ndo foram eficientes nos cromossomos meioéticos
dos triatomineos. Esta dificuldade em se obter marcagdes nas RONs destes insetos,
deve-se, provavelmente, ao pequeno tamanho de seus cromossomos e também, ao
alto grau de compactagdo dos mesmos na metafase. Com essas técnicas,
conseguiu-se entretanto, verificar que os nucleos polipldides das células nutritivas
apresentaram varias marcagdes nucleolares, enquanto 0s nucleos
espermatogoniais por sua vez, apresentaram apenas um nucléolo. Esta diferenga
observada entre os nucleos polipldides e os nucleos espermatogoniais pode ser o
resultado da atividade metabdlica diferencial existente entre estes dois tipos
celulares. Assim, podemos admitir que o aumento no numero de corpusculos
nucleolares presentes nos nucleos polipléides das células nutritivas da parede dos
tubulos testiculares de Triatoma brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T.
rubrovaria e T. sordida, esteja, de alguma forma, relacionado com o aumento na
sintese de RNAr por estes nucleos.
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7. A técnica de coloragéo pela prata, também evidenciou a presenca de
marcagdes nucleolares no "estagio confuso" da préfase | meidtica e nas
espermatides. Nas espermatides, a presenca de tais marcagbes, pode estar
relacionada com a retomada da sintese proteica neste estagio inicial da
espermiogénese. .

8. Analisando-se as metafases com padrées de banda C, verificou-se que a
heterocromatina constitutiva apresentou uma distribuicdo variavel, dependendo da
espécie, com relagcdo a sua presenga ou nao, na regido telomérica dos
cromossomos, 0 que consequentemente, determina um conteudo especifico de
heterocromatina constitutiva para cada espécie. Com relagdo ao conteudo
heterocromatico, € possivel distinguir as espécies do género Triatoma em trés
grupos distintos: (a) espécies com blocos heterocromaticos em todos os pares de
autossomos; (b) espécies com blocos heterocromaticos em alguns pares de
autossomos e (c) espécies com auséncia de blocos heterocromaticos nos
autossomos.

9. Através dos dados obtidos no presente estudo, e da revisdo efetuada na
literatura, admite-se que a endomitose, juntamente com a variagdo na quantidade
de heterocromatina, séo os principais fatores atuantes na evolugéo das espécies da

subfamilia Triatominae.
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VI - SUMMARY AND CONCLUSIONS

The fundamental aims of the present study were (1) to delineate the main
characteristics of the meiotic cycle of five species of the genus Triatoma, (2) to
enlarge knowledge about the nucleolar organizer regions in Triatoma brasiliensis, T.
delpontei, T. lecticularia, T. rubrovaria e T. sordida., by means of the study of the
testis tubule cells, (3) to detect the position of constitutive heterochromatin, as well
as possible chromosomic differentiations among the five cited species, through C-
banding and, (4) to analyse the main events in the evolution in this group of species.

The results were basically the following:

1. The chromosome complement and meiotic cycle of five species of
Triatominae were investigated. The cytogenetic data suggest a karyotype with 22
chromosomes (20A + XY) in the five species analysed, which is in agreement with
the modal number of the subfamily.

2. In Triatoma three sex chromosome mechanisms - XY, X, X,Y and X, X,X3Y
- are found, and these are correlated with geographical distribution. All North
american species, except Triatoma lecticularia, have 20A + X;X,Y and all South
American species have 20A + XY ou 20A + X;X,X3Y in the diploid complement.

Although we studied four South American and one North American species, the
presence of only two sex chromosomes was verified on the metaphase plates
analysed. Fragmentation is suggested as the evolutionary mechanism of the
compound sex chromosomes.

3. Two types of behaviour are found in sex chromosomes at first metaphase in
the Triatominae. First, sex chromosomes lie in the center of a ring formed by the
autosomes, such as Triatoma with XY mechanism. Second, sex chromosomes lie in
the periferal region of the ring, such as Triatoma with compound mechanism. As all
the species analysed here showed only two sex chromosomes, their position at first
metaphase was preferentially in the center of the ring formed by the autosomes.

4. Nuclear phenotypes of the five species analysed in the present study
revealed a single heterochomatic body in polyploid nuclei of nutritive cells of
testicular tubules of Triatoma brasiliensis, T. lecticularia, T. rubrovaria e T. sordida,
while T. delpontei showed several heterochromatic blocks dispersed throughout the
chromatin. This finding may be connected with the evolutionary differentiation of this
species. The means of this difference is unknown, but one can suggest that T.
delpontei, which posseses high quantities of heterochromatin, may have a low
chromatinic activity rate or that the heterochromatic blocks have protecting effects
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through adjacent euchromatic regions, supressing recombination and promoting the
maintenance of a particular set of well adapted genes.

5. The meiotic cycle of these species also revealed the presence of "late
chromosomes" at early anaphase. This may be the causative mechanism of
reduction in chromosome number observed in the somatic cells of some organisms,
as compared with meiotic cells. It is suggested that these "late chromosomes" could
be sex chromosomes.

6. Ag staining techniques used in several organisms for detecting active
RONSs once again were not effective in meiotic chromosomes of Triatoma species.
This difficulty may be due to the small length of the chromosomes as well as their
high level of condensation at metaphase. Polyploid nuclei, nevertheless, showed
several nucleolar blocks and the spermatogonial nuclei showed a single nucleolus.
This difference indicates differential metabolic activity between these two cell types.
Then, we can admit that the increase in the number of nucleolar bodies present in
the poliploid nuclei is somehow connected with the increase in rRNA synthesis by
these nuclei.

7. Ag staining techniques also made evident nucleolar blocks in the "confused

stage" of meiotic prophase and in spermatids. The presence of such blocks in the
spermatids may be acquainted with protein synthesis at the initial stages of
spermiogenesis.

8. Constitutive heterochromatin showed variable distribution, depending on
species, in relation to its position at the telomeric regions of the chromosomes. This
determines a specific content of C-heterochromatin in each species. According to
heterochromatic content, it is possible to separate Triatoma species in three distinct
groups: (a) species with heterochromatic blocks in all the autosome pairs; (b)
species with heterochromatic blocks in some autosome pairs and (c) species with no
heterochromatic blocks in autosomes.

9. Through data obtained in the present study and the revision literature, it is
reasonable to suppose that endomitosis, as well as variation in heterochromatin
content, are the major factors acting in the evolution of Triatominae.
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Fig. 50. Arvore filogenética dos Triatominae, adaptada de Usinger, 1944.
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