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Se fez a dissertagdo com gosto, hd de querer
continud-la. Comumente quando se trabalha numa
dissertagdo soé se pensa no momento em que ela
estard terminada. Mas se o trabalho for bem feito, o
fenémeno normal, apds a dissertagdo, é a irrupgdo de
um grande frenesi de trabalho. Quer-se aprofundar
todos os pontos que ficaram em suspenso, ir no encalgo
das idéias que nos vieram a mente mas que se teve de
suprimir, ler outros Iivros, escrever ensaios. E isto é

sinal de que a dissertagcdo ativou o seu metabolismo

intelectual, que foi uma experiéncia positiva. E sindl,

também, de que jd se é vitima de uma coagdo no
sentido de pesquisar, a maneira de Chaplin em “Tempos
Modernos’, que continuava a apertar parafusos mesmo
depois do trabalho: e serd preciso um esfor¢o para se

refrear.

Modificado de:
Umberto Eco

Como se faz uma tese (1995)

AVA
AVAVRY

6 ) Eunespw. 12 13 14 15 16 17

18



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

1.INTRODUGAO

1.1. Importancia Médico - Sanitaria

1.2. Aspectos Citogenéticos dos Triatomineos

1.3. Aplicagéo de Endonucleases de Restrigdo a Citogenética de Insetos

1.4. Proposigéo

2. MATERIAL E METODO

2.1. Espécies analisadas........................ e A s sy SN DRSS 38
2.2. Obtengao e Procedéncia

2.3. Manutengao e Alimentagéo

2.4.0rgéos e Estadios Analisados

2.5. Dissecacéo dos Insetos
2.6. Preparagodes Citologicas
2.6.1. Esmagamento Celular
2.6.1.1. Coloragéao Padréo: Orceina Lacto-Acética

2.6.2. Tratamentos e Coloragdes Especificas

2.7. Procedimento para Andlise das Laminas

2.8. Fotomicrografias

3. RESULTADOS

3.1.Sistema Reprodutor Masculino de Triatomineos

3.2. Morfologia Interna do Tubulo Testicular

AVA
AVAVAY

3 4 5 6 i Eunespw. 12 13 14 15 1o 17 18



3.3. Coloragéao com Orceina Lacto-Acética

3.3.1. Panstrongylus megistus

3.3.2. Panstrongylus herreri

3.4. Impregnagao com Nitrato de Prata

3.4.1. Panstrongylus megistus

3.4.2. Panstrongylus herreri

3.5. Bandamento-C

3.5.1. Panstrongylus megistus

3.5.2. Panstrongylus herreri

3.6. Bandamento com Endonucleases de Restricdo

3.6.1. Panstrongylus megistus

3.6.2. Panstrongylus herreri .................... Tl o S A A i 84

4. DISCUSSAO

4.1. Orceina Lacto-Acética

4.2. Impregnagao com Nitrato de Prata

4.3. Bandamento-C

4.4. Bandamento com Endonucleases de Restricao
5. CONCLUSOES

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADSETACL. ... e e e et et et 188

AVA
AVAVRY

3 4 5 6 i Eunespw. 12 13 14 15 1o 17 18



Figura 1-

Figura 2-

Figura 3-

Figura 4-

LISTA DE FIGURAS

a) Panstrongylus megistus, macho. b) Panstrongylus herreri, macho.
c) Panstrongylus megistus, macho (l), Panstrongylus herreri, macho
(I1) (Aumento= 1,3x).

Panstrongylus megistus. a) Visao geral do aparelho reprodutor
masculino. 1) testiculo, Il) vaso deferente, lll) glandula acessoéria
(Aumento=8,4x). b) Disposicdo dos tubulos seminiferos apos
dissecgdo. As regides A, B, C do tubulo seminifero contém
respectivamente: células espermatogoniais; células meidticas e
espermatides e espermatozoéides (Aumento= 12,6 x).

Panstrongylus herreri. a) Viséo geral do aparelho reprodutor
masculino: 1) testiculo, Il) vaso deferente, lll) glandula acesséria
(Aumento=8,4 x). b) Disposicdo dos tubulos seminiferos apods
dissecg¢do. Os tubulos indicados pelos nimeros 6 e 7 sao maiores
e mais espessos que os demais (Aumento=12,6 x).

Caridtipos meidticos das espécies Panstrongylus megistus e
Panstrongylus herreri. P. megistus: (a) Metafase da primeira
divisdo meidtica e respectivo caridtipo com 9 bivalentes
autossdmicos e 3 cromossomos sexuais (XiX2Y). (b) Metafase da
segunda divisdo meiodtica e seu cariétipo (9A+X,X.Y). P. herreri: (c)
Metafase da primeira divisdo meidtica com 10 bivalentes
autossdmicos e 3 cromossomos sexuais (X1X;Y). (d) Metafase da
segunda divisdo meidtica e correspondente caridtipo (10A+X;X;Y).
A=autossomos, S=cromossomos sexuais. Escala=5um.

Figura 5- Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de orceina

lacto-acética. (a-b) Nucleos polipldides das células nutritivas da
parede do tubulo com Unico corpusculo heteropicnético. Observa-se
também vesiculas no interior do corpusculo e a presenca de regides
menos coradas ao redor deste. (c) Cisto espermatogonial. (d)
Nucleos interfasicos das células espermatogoniais. Observar os
corpusculos heterocromaticos espalhados no interior do nucleo. As
setas indicam corpusculos heteropicnéticos na periferia do nucleo.
(e-g) Metafases espermatogoniais. As setas indicam filamentos
cromatinicos unindo os cromossomos. Escala=10um.

Figura 6- Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de orceina
lacto-acética. (a-c) Nucleos no inicio da profase | meidtica (estadio
confuso) com trés corpusculos heteropicnéticos formados pelos
cromossomos sexuais. (d-e) Nucleos em estadio mais adiantado da
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profase |. A seta indica os cromossomos sexuais. (f-h) Nucleos da
profase | meidtica (dipléteno-diacinese). As setas indicam os
cromossomos sexuais. (i-l) Metafases da primeira divisdo meidtica
com 9 bivalentes autossdmicos e trés cromossomos sexuais
indicados pelas setas. (m-n) Metafases da segunda divisdo meiética
com 9 autossomos e trés cromossomos sexuais. Notar que os
autossomos sao dispostos em anel e os cromossomos sexuais
situam-se no centro deste. Escala=10um.

Figura 7- Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de orceina
lacto-acetica. (a-e) Anafases meidticas com auséncia de
cromossomos de migragao tardia. (f) Telofases meidticas. (g-h)
Espermatides no inicio da espermiogénese. As setas indicam a
presenga de corpusculos no inicio da diferenciacao celular.
Observar a forma arredondada das células. (i-n) Espermatides nos
estadios mais adiantados da espermiogénese. Notar que as células
tornam-se progressivamente alongadas. As setas indicam diminutos
corpusculos heteropicnéticos. (0-q) Espermatides na fase final da
espermiogénese. (r) Feixes de espermatozoéides. Escala=10um.

-

Figura 8- Tubulos testiculares de P. herreri submetidos a técnica de orceina
lacto-acética. (a-b) Nucleos polipldides das células nutritivas da
parede do tubulo com unico corpusculo heteropicnotico. Notar
presenga de vesiculas no interior do corpusculo. (c-d) Nucleos
interfasicos das células espermatogoniais. Observar os corpusculos
heteropicnoéticos espalhados no interior do nucleo. As setas indicam
corpusculos heteropicnoticos na periferia do nucleo. (e-h) Metafases
espermatogoniais. As setas indicam filamentos cromatinicos unindo
0s cromossomos. Escala=10um.

Figura 9- Tubulos testiculares de P. herreri submetidos a técnica de orceina-
lacto acética. (a-c) Nucleos no inicio da profase | meidtica (estadio
confuso). As setas indicam os corpusculos heteropicnéticos
formados pelos cromossomos sexuais. (d-h) Nucleos em estadio
mais adiantado da profase |. As setas indicam os cromossomos
sexuais heteropicnéticos. (i-l) Nucleos da préfase | meidtica
(dipléteno-diacinese). As setas indicam 0S Cromossomos sexuais.
(m-n) Metafases da primeira divisdo meiética com 10 bivalentes
autossdmicos e trés cromossomos sexuais indicados pelas setas.
(o-q) Metafases da segunda divisédo meidtica com 10 autossomos e
trés cromossomos sexuais. Notar que os autossomos sao dispostos
em anel e 0s cromossomos sexuais situam-se no centro deste.
Escala=10um.

Figura 10- Tubulos testiculares de P. herreri submetidos a técnica de orceina-
lacto acética. (a-g) Anafases meidticas. As setas indicam
cromossomos com migracao tardia. (h-i) Espermatides no inicio da
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diferenciacao celular. As setas indicam a presenga de corpusculos
heteropicnéticos na periferia da célula. Observar a forma
arredondada das células. (j-o) Espermatides nos estadios mais
adiantados da espermiogénese. Notar o alongamento progressivo
das células. (p-q) Espermatides na fase final da espermiogénese.
Escala =10um.

Figura 11- Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de
impregnacgao por ions prata. (a-b) Nucleos poliploides das células
nutritivas da parede do tubulo com corpusculo impregnado pela
prata. Notar vesiculas no interior do corpusculo e o halo nucleolar
ao redor deste. (c-h) Nucleos interfasicos das células
espermatogoniais dos tubulos. Observar corpusculos nucleolares
dispersos em (c). As setas indicam corpos nucleolares que ora
estdo no centro, ora na periferia do nucleo. (i-q) Nucleos em
préfase | da meiose (estadio confuso). As setas maiores indicam a
regido nucleolar. Notar a ténue ligagdo dos autossomos ao
nucléolo. A seta menor indica os cromossomos sexuais fortemente
marcados. Em (n-0) pode ser observada uma menor marcagao na
regiao nucleolar (pontas de seta). Escala=10um.

Figura 12- Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de
impregnacgao por ions prata. (a-l) Nucleos em profase | da meiose
(dipléteno). As setas maiores indicam a regido nucleolar e as
menores indicam a ligagdo de autossomos ao nucléolo. (m-p)
Nucleos em profase | da meiose (diacinese). As setas maiores
indicam a regiao nucleolar e as menores a ligagao de autossomos
a essa regiao. Observar que nesta fase houve uma ténue
impregnacao pelos ions prata. Escala=10um.

Figura 13- Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de
impregnagao por ions prata. (a) Nucleo em profase | da meiose
(diacinese). Notar a leve impregnacao pelos ions prata na regiao
nucleolar e a ligagdo de um autossomo a esta regido. (b-o)
Metafases da primeira divisdo meidtica. As pontas de seta
indicam corpusculos impregnados pelos ions prata ligados a
autossomos. As setas assinalam corpusculos e fragmentos
nucleolares dispersamente localizados. Escala=10um.

Figura 14- Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de
impregnacao por ions prata. (a-b) Metafases da primeira diviséo
meiotica. As pontas de seta indicam os cromossomos sexuais e as
setas fragmentos e corpusculos nucleolares dispersos na célula.
(c-i) Metafases da segunda divisdo meidtica. A ponta de seta
assinala os cromossomos sexuais e as setas indicam corpusculos
e fragmentos impregnados pelos ions prata. (j-m) Anafases
meidticas. As setas indicam corpusculos e fragmentos
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impregnados pelos ions prata. (n-o0) Tel6éfases meidticas com setas
indicando fragmentos nucleolares. (p-q) Espermatides no inicio da
espermiogénese com presenga de corpusculos nucleolares. (r)
Espermatides em estadio mais adiantado da espermiogénese com
auséncia de marcacgao pelos ions prata. Escala=10um.

Figura 15- Tubulos testiculares de P. herreri submetidos a técnica de
impregnagao por ions prata. (a-b) Nucleos polipldides das células
nutritivas da parede do tubulo com corpusculo impregnado pelos
ions prata. Notar a presenga de vesiculas no interior deste
corpusculo e o halo nucleolar levemente marcado ao redor deste
e em certas partes da cromatina. (c-g) Nucleos interfasicos das
células espermatogoniais dos tubulos. Notar a presengca de
corpusculos nucleolares dispersos em (c). As setas assinalam
regides nucleolares centrais e periféricas ao nucleo. (h-p)
Nucleos em profase | da meiose (estadio confuso). Notar a
ligacdo de autossomos ao nucléolo. As setas maiores indicam
corpusculos nucleolares € a menor indica 0sS Cromossomos
sexuais fortemente impregnados em (p). Escala=10um.

-

Figura 16- Tubulos testiculares de P. herreri submetidos a técnica de
impregnacgao por ions prata. (a-c) Nucleos da profase | da meiose
(estadio confuso). As setas indicam autossomos ligados ao
corpusculo nucleolar. (d-m) Nducleos diploténicos. As setas
maiores indicam corpusculos nucleolares, provavelmente
envolvendo 0s cromossomos sexuais e as menores assinalam a
ligagdo de autossomos a regido nucleolar. (n-q) Nucleos da
profase | da meiose (diacinese). Notar os cromossomos sexuais
fortemente impregnados pelos ions prata. As setas indicam
ligagbes cromatinicas entre alguns autossomos e o0s
cromossomos sexuais. Escala=10um.

Figura 17- Tubulos testiculares de P. herreri submetidos a técnica de
impregnagao por ions prata. (a-b) Nucleos da préfase | da meiose
(diacinese). Observar os cromossomos sexuais fortemente
corados pelo nitrato de prata (pontas de seta). (c-j) Metafases da
primeira divisdo meidtica. As pontas de seta assinalam os
Cromossomos sexuais e as setas indicam corpusculos e
fragmentos nucleolares dipersos na célula. (I-n) Metafases da
segunda divisdo meidtica. Notar o bloco formado pelos
cromossomos sexuais no centro do anel de autossomos. As setas
indicam corpusculos e fragmentos impregnados pelos ions prata.
Escala=10um.

Figura 18- Tubulos testiculares de P. herreri submetidos a técnica de
impregnagado por ions prata. (a-c) Metafases da segunda divis&o
meidtica. Observar a disposicéo anelar dos autossomos com 0s
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cromossomos sexuais ao centro. As setas indicam corpusculos e
fragmentos nucleolares. (d-I) Anafases meidticas. As setas
maiores indicam cromossomos de migracao tardia e as menores
assinalam corpusculos e fragmentos impregnados pelos ions
prata. (m-p) Espermatides na fase inicial da espermiogénese.
Observar a presenca de um corpusculo nucleolar em cada célula.
(9-s) Espermatides em estadio de diferenciacdo mais adiantado
com auséncia de impregnagao pelos ions prata. Escala=10um.

Figura 19- Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de
bandamento-C. (a-b) Nucleos polipléides das células nutritivas da
parede do tubulo com unico corpusculo heterocromatico. (c-e)
Nucleos interfasicos das células espermatogoniais. Observar os
corpusculos heterocromaticos espalhados no interior do nucleo
em (c). As setas indicam dois ou trés corpusculos
heterocromaticos na periferia do nuacleo. (f) Metafase
espermatogonial. As setas indicam regides cromossomicas
banda-C positivas. (g-i) Nucleos no inicio da préfase | meiética
(estadio confuso) com trés corpusculos heterocromaticos,
provavelmente os cromossomos sexuais. (j-q) Nucleos em fase
mais avangada da profase | meidtica (estadio confuso). Notar que
as regides heterocromaticas s&o bastante espalhadas ao longo
dos cromossomos. As setas indicam o bloco heterocromatico
formado pelos cromossomos sexuais. Escala=10um.

Figura 20- Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de
bandamento-C. (a-b) Nucleos no estadio confuso da préfase |
meiotica com regides heterocromaticas dispersas ao longo dos
cromossomos. Notar o bloco heterocromatico formado pelos
cromossomos sexuais (seta). (c-t) Nucleos da profase | meiética
(diploteno-diacinese). As setas indicam 0s cromossomos sexuais.
Notar que ora os cromossomos X apresentam-se
heterocromaticos (j, 0, q) e ora eucromaticos (f, g, |). Escala
=10um.

Figura 21- Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de
bandamento-C. (a-c) Metafases da primeira divisdo meiodtica com
9 bivalentes autossdmicos e trés cromossomos sexuais indicados
pelas setas. (d-f) Metafases da segunda divisdo meidtica com 9
autossomos e trés cromossomos sexuais unidos por pontes
eucromaticas. Notar a posigéo dos heterocromossomos no centro
do anel formado pelos autossomos. (g-m) Anafases meioticas
com auséncia de cromossomos de migragdo tardia. (n-o)
Telofases meidticas com citocinese. (p-q) Espermatides no inicio
da espermiogénese. As setas indicam a presenga de corpusculos
heterocromaticos que desaparecem durante a diferenciagdo
celular (r). (s-t) Feixes de espermatozdides desprovidos de
heterocromatina. Escala=10um.
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Figura 22- Tubulos testiculares de P. herreri submetidos a técnica de
bandamento-C. (a-b) Nucleos polipldides das células nutritivas da
parede do tubulo com unico corpusculo heterocromatico. (c)
Nucleos interfasicos das células espermatogoniais. As setas
indicam dois ou trés corpusculos heterocromaticos na periferia do
nucleo. (d-e) Nucleos em inicio de préfase | meidtica com varios
pontos heterocromaticos. As setas indicam o0s corpos
heterocromaticos formados pelos cromossomos sexuais. (f-i)
Estadio mais adiantado da profase (estadio confuso) com
marcagdes heterocromaticas geralmente nas regides teloméricas.
As setas indicam o bloco heterocromatico formados pelos
cromossomos sexuais. Escala=10um.

Figura 23- Tubulos testiculares de P. herreri submetidos a técnica de
bandamento-C. (a-h) Nucleos em estadio confuso da préfase |
meidtica com corpusculos heterocromaticos nas regides
cromossdmicas centrais (setas maiores) e terminais (setas
menores). Notar o bloco heterocromatico formado pelos
cromossomos sexuais. (i-r) Nucleos da préfase | da meiose
(diploteno-diacinese). As setas indicam os cromossomos sexuais
heterocromaticos. Escala =10um.

Figura 24- Tubulos testiculares de P. herreri submetidos a técnica de
bandamento-C. (a-c) Metafases da primeira divisdo meidtica com
10 bivalentes autossdmicos e trés cromossomos sexuais
indicados pelas setas. (d-e) Metafases da segunda divisao
meidtica com 10 autossomos e trés cromossomos sexuais
heterocromaticos dispostos no centro do anel dos autossomos.
Observar que 0s cromossomos sexuais apresentam-se unidos por
pontes eucromaticas. (f-h) Anafases meiodticas, as setas indicam
cromossomo com migragdo tardia. (i-j) Teléfases meidticas com
citocinese. (I-m) Espermatides no inicio da espermiogénese. As
setas indicam a presenga de corpusculos heterocromaticos que
desaparecem no decorrer da diferenciagédo celular. (n-o)
Espermatides em um estagio mais adiantado da espermiogénese.
A seta indica pequeno corpusculo heterocromatico. (p) Feixes de
espermatozodides. Escala= 10um.

Figura 25- Tubulos testiculares de P. megistus submetidos as técnicas de
bandamento-C e endonucleases de restricdo Hae lll e Alu |. (a-f)
Nucleos polipléides. (a e d) bandamento-C, com unico corpusculo
heterocromatico. (b-c) Hae Ill. Notar que o halo ao redor do
corpusculo esta digerido pela endonuclease e que a cromatina
nuclear também apresenta evidéncias de digestao. (e-f) Alu .
Notar que a cromatina nuclear e halo ao redor do corpusculo
heterocromatico nao foram digeridos. Escala=10pm.
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Figura 26-

Figura 27-

Figura 28-

Tubulos testiculares de P. megistus submetidos as técnicas de
bandamento-C e endonucleases de restricdo Hae lll e Alu . (a-h)
Inicio de profase | (estadio confuso). As setas indicam os
cromossomos sexuais heterocromaticos. (a e e) Bandamento-C.
(b-d) Hae lll. (f-h) Alu |. (i-q) Préfase | da meiose, paquiteno. (i e
n) Bandamento-C. Notar a heterocromatina espalhada ao longo
dos cromossomos. (j-m) Hae lll. As setas indicam autossomos
apresentando um padréao de digestdo enzimatica que alterna
bandas claras e escuras. (0-q) Alu |. As setas indicam a presenga
de heterocromatina nas regidées terminais dos cromossomos.
Escala=10pum.

Tubulos testiculares de P. megistus submetidos as técnicas de
bandamento-C e endonucleases de restricao Hae lll e Alu |. (a-h)
dipléteno. (a e e) Bandamento-C. As setas indicam os
cromossomos X em estados hetero e eucromatico. (b-d) Hae lIl.
Notar os cromossomos sexuais resistentes a agdo enzimatica
(setas). (f-h) Alu |. Observar os cromossomos sexuais, também
resistentes a agcdo enzimatica (setas). (i-s) Metafases da segunda
divisdo meidtica. (i e o) Bandamento-C. (j-n) Hae lll. (p-s) Alu .
Escala=10um.

Tubulos testiculares de P. herreri submetidos as técnicas de
bandamento-C e endonucleases de restricao Hae lll e Alu |. (a-f)
Nucleos polipldides. (a e d) Bandamento-C, com presenga de
unico corpusculo heterocromatico. (b-c) Hae Ill. Notar que os
nucleos apresentam os mesmo padrdo cromatinico do
bandamento-C. (e-f) Alu |. Observar padrao cromatinico
semelhante ao do bandamento-C. Escala=10um.

Figura 29- Tubulos testiculares de P. herreri submetidos as técnicas de

bandamento-C e endonucleases de restricdo Hae lll e Alu |. (a-h)
Profase | (estadio confuso). (a e e) Bandamento-C. As setas
indicam pontos heterocromaticos na porgdo terminal dos
cromossomos. (b-d) Hae lll. As setas indicam 0s cromossomos
sexuais heterocromaticos. (f-h) Alu I. As setas indicam regides
herocromaticas coincidentes com as da banda C. (i-q) Préfase |
da meiose em estadio mais adiantado. (i e n) Bandamento-C. As
setas indicam os cromossomos sexuais. (j-m) Hae lll. Notar que
os cromossomos X estdo digeridos (pontas de seta). (o-q) Alu I.
As setas indicam os cromossomos sexuais totalmente
heterocromaticos. Escala=10um.

Figura 30- Tubulos testiculares de P. herreri submetidos as técnicas de

bandamento-C e endonucleases de restricdo Hae lll e Alu . (a-h)
Profase | (paquiteno). (a e e) Bandamento-C. As setas indicam
regides heterocromaticas terminais. (b-d) Hae Ill. As setas
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indicam regides dos autossomos digeridas pela endonuclease. (f-
h) Alu |. Notar que as regidées heterocromaticas do bandamento-C
e de digestao enzimatica coincidem, indicando serem do mesmo
tipo de heterocromatina (setas). (i-q) Inicio de diploteno (profase
|, estadio confuso). (i e n) Bandamento-C. As setas indicam os
cromossomos sexuais heterocromaticos. (j-m) Hae lll. Notar que
0s cromossomos X apresentam-se digeridos pela endonuclease
de restricao (pontas de seta). (0-q) Alu |. As setas assinalam os
cromossomos sexuais nao digeridos pela agdo enzimatica.
Escala=10um.

Figura 31- Tubulos testiculares de P. herreri submetidos as técnicas de
pandamento-C e endonucleases de restricao Hae lll e Alu |. (a-i)
Profase | da meiose (diploteno). (a e f) Bandamento C. As setas
indicam os cromossomos sexuais heterocromaticos. (b-e) Hae Il
As pontas de seta indicam uma ténue digestado nos cromossomos
X. (g-) Alu |I. As setas indicam o0s cromossomos sexuais
heterocromaticos. (j-r) Metafases da primeira e segunda divisdo
meidtica. (j e o) Bandamento-C. As setas indicam os
cromossomos sexuais. (I-n) Hae lll. As pontas de seta indicam um
dos cromossomos sexuais, provavelmente o X, digerido. (p-r) Alu
I. Notar que os cromossomos sexuais apresentam-se totalmente
heterocromaticos (setas).Escala=10um.
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi realizar um estudo comparativo entre
duas espécies do género Panstrongylus (P. herreri e P. megistus ), através da analise
das diversas fases da espermatogénese, acompanhamento do ciclo nucleolar,
localizacdo das regides organizadoras nucleolares (RONs), estudo do padrdo de
distribuicdo das regiées heterocromaticas nos cromossomos meiéticos e correlagdo
das diferengas e semelhangas encontradas no estudo citogenético de P. herreri e P.
megistus, afim de corroborar o entendimento do processo evolutivo ocorrido entre
estas espécies.

As preparagoes citologicas dos testiculos foram obtidas pelo método
convencional de esmagamento celular e posterior aplicagdo das técnicas
citogenéticas de coloragdo com orceina lacto-acética, impregnagdo com nitrato de
prata, bandamento-C e bandamento com endonucleases de restricido Hae lll e Alu 1.

Panstrongylus megistus e Panstrongylus herren apresentaram cariétipo

2n=18+X4X;Y e 2n=20+X;X;Y, respectivamente. Nos Heteroptera as espécies mais

primitivas pertencem a familia Pentatomidae com 2n=14 cromossomos e sistema
sexual XY para machos. A maior parte dos outros heteropteros possui um
complemento cromossomico relativamente mais alto sendo considerados mais
recentes. Assim em termos evolutivos Panstrongylus herreri € uma espécie mais
derivada que Panstrongylus megistus. As duas espécies ndo apresentaram
constricdo primaria sugerindo que estes cromossomos sd3o holocinéticos,
corroborando portanto a hipétese de cromossomos holocéntricos em Heteroptera.

O sistema de cromossomos sexuais em Panstrongylus é do tipo X;X;Y e os
experimentos com bandamento-C e endonucleases de restricdo indicam que os dois
cromossomos X de Panstrongylus megistus e Panstrongylus herren, possuem
comportamento semelhante quanto ao grau de digestibilidade e regides banda-C
positivas e negativas, sugerindo uma origem em comum por fragmentagdo de um
unico X, hipétese também mais aceita encontrada na literatura. Os cromossomos X
sdo mais frageis que o Y, e a sobrevivéncia dos fragmentos é facilitada pelo
mecanismo de meiose pos-reducional e holocentricidade destes cromossomos.

Em Panstrongylus megistus e Panstrongylus hemeri 0S cromossomos sexuais
foram positivamente heteropicnoéticos no inicio da préfase | e mantiveram-se juntos no
estadio confuso. Na metafase | os heterocromossomos apresentaram-se
perifericamente, individualizados e isopicnoticos como os demais autossomos. Na
metafase Il os heterocromosomos encontraram-se unidos no centro do anel de
autossomos, sugerindo a formagdao de um pseudo-trivalente reforcando assim o
comportamento pds-reducional destes cromossomos.

Observou-se formagdes de cistos celulares na espermatogénese. As células
sdo contidas em um invélucro de origem mesodérmica e permanecem neste estado
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até a sua diferenciagdo, posteriormente sendo liberadas na testicolinfa. Os
espermatocitos sofrem grande quantidade de multiplicagdes no interior do cisto. Tais
multiplicagbes causam a reducdo do seu volume, sendo que este problema é
solucionado através do fornecimento de energia pelos nucleos poliploides.
Panstrongylus megistus e Panstrongylus herreni apresentaram estes nucleos com um
unico corpusculo heterocromatico.

Na impregnacdo pelos ions prata, os heterocromossomos de Panstrongylus
megistus e Panstrongylus herren exibiram atividade organizadora nucleolar com forte
impregnagao na profase | meiodtica, também foram observadas ligagées de um ou
dois autossomos a regido nucleolar. Os dados sugerem fragmentagdo do nucléolo,
pois a partir da metafase | sdo notados corpusculos e fragmentos nucleolares no
interior celular. Também verificou-se que nestes Heteroptera ocorre reativagdo de
sintese de RNAr pés-meioética, provavelmente relacionada a diferenciagéo celular.

Na andlise dos cromossomos meiéticos com bandamento-C, Panstrongylus

megistus e Panstrongylus hemen, apresentaram bandas instersticiais e terminais nos

autossomos, padrdao comum em Heteroptera. As bandas terminais corroboram a

hipétese que nos cromossomos holocéntricos a heterocromatina é preferencialmente
localizada proxima aos teldomeros. Os cromossomos sexuais em P. herren
comportaram-se de forma totalmente heterocromatica na espermatogénese e em P.
megistus os cromossomos X alternaram entre bandamento positivo e negativo.
Houve coincidéncia entre regides banda-C+ e RON nos cromossomos sexuais e nas
espermatides no inicio da diferenciagdo .

As endonucleases de restricdo (ER), Hae lll e Alu |, em P. megistus e P. herren,
apresentaram grande parte dos padroes de bandamento enzimaticos semelhantes ao
bandamento-C, sugerindo a presenga de um mesmo tipo de heterocromatina nas
regides coincidentes. Entretanto, alguns padrées de digestdo da heterocromatina
foram distintos como nos nucleos poliploides de P. megistus (Hae Ill), profase | de P.
herreni (Hae lll) e no paquiteno de ambas espécies (Hae lll e Alu 1). Os cromossomos
X de P. herreni tratados com Hae lll apresentaram sinais de digestdao enzimatica,
sugerindo presenca de heterocromatina diferente daquela do bandamento-C. Ja em
P. megistus estes cromossomos apresentaram-se heterocromaticos também exibindo
padrao distinto do bandamento-C, em que os cromossomos X mostraram-se
alternativamente heterocromaticos. Este trabalho sugere que outros elementos além
da presenca de sitios de reconhecimento, tais como, grau de empacotamento da
cromatina e interagdo DNA-proteina, atuam nos resultados das ERs, pois, P.
megistus e P. herreri, apresentaram certo padrdo de digestdo nos estadios iniciais da
espermatogénese, porém os cromossomos metafasicos foram praticamente

inacessiveis a atuagdo das endonucleases.
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Introdugdo

1.1. Importancia Médico - Sanitaria.

A doenga de Chagas € uma parasitose de natureza endémica com
pronunciada participagado entre as doengas cardiacas na América do Sul.
Segundo a Organizagao Mundial de Saude € estimado que por volta de 20
milhdées de individuos sao infectados pelo Trypanosoma cruzi nas areas
endémicas (Kirchhoff, 1993; Dias, 1993; Cardoso et al., 1995; Grijalva et al.,
1995; Luquetti, 1995; Guhl & Schofield, 1996; Altclas et al., 1996; Carvalho et
al., 1996; Reiche et al., 1996). A moléstia de Chagas é a segunda principal
endemia da Ameérica Latina, sendo a malaria a primeira. Nas areas endémicas
sao estimadas, aproximadamente, 50.000 mortes por ano, resultantes da
infeccdo cronica por T. cruzi (Altclas et al., 1996; Galel & Kirchhoff, 1996).
Segundo Guhl & Schofield, (1996) os paises endémicos sao: Mexico,
Colombia, Venezuela, Equador, Peru, Brasil, Bolivia, Chile, Uruguai e os

paises da América Central.

>

O agente etiolégico do mal de Chagas & o protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi e o0s vetores sdo os heteropteros hematéfagos
pertencentes a familia Reduviidae, mais conhecidos como triatomineos,
provavelmente pela denominagdo de sua subfamilia Triatominae. Os vetores
da moléstia de Chagas sao popularmente chamados de “barbeiros” ou
“chupangas” pelo fato de picar a face descoberta da pessoa adormecida.
Porém, o motivo mais relevante para a transmisséo da doenga € o habito que
estes triatomineos tém de defecar apés a hematofagia, sendo comum o inseto
evacuar sobre os olhos, nariz, boca e vizinhancas. Neste momento, as formas
infectantes do parasita sao transferidas das fezes do artrépode para a

circulagédo do hospedeiro.

E interessante ressaltar que o Trypanosoma cruzi pertence a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma. As formas
infectantes, encontradas nas dejegées dos triatomineos, penetram nas células
da pele ou mucosas na regido da picada e replicam-se intracelularmente
principalmente em macrofagos. Nas células podem escapar do compartimento
lisossomal para o citoplasma, onde se multiplicam intensamente. Apresentam
um ciclo biolégico complexo, envolvendo um hospedeiro intermediario
invertebrado (vetor) e um hospedeiro definitivo vertebrado (mamifero). Séo

encontradas trés formas distintas no ciclo de vida do 7. cruzi: tripomastigota,

epimastigota e amastigota. O tripomastigota, forma flagelar sanglinea

circulante e infectante (Cardoso et al., 1995). Esta forma € movel, delgada e
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Introducgdo

alongada, tem em média 17um de comprimento, possui propriedades de
resisténcia e de penetrabilidade que facilitam sua fungdo biologica de
infectante do ciclo evolutivo e é eliminada em grande quantidade pelas
dejecbes dos insetos (Pessoa & Martins, 1982). O epimastigota € a forma
flagelar presente no tubo digestivo do vetor e a amastigota, forma ovoide de
replicacao intracelular. Durante a fase aguda da infecgdo observa-se uma
profunda supressao na resposta imune humoral e celular frente a antigenos do

parasita (Cardoso et al., 1995).

Os triatomineos evoluem e procriam realizando hematofagia desde sua
primeira fase de vida até adulto, cultivando assim um estreito relacionamento

com animais reservatorios (reservatorios silvestres do 7. cruzi : Marsupiais-

gambas, marmotas;_Desdentados- tatus; Roedores- camundongos; Morcegos-

varias espécies; Carnivoros- irara, furdo, cachorro-do-mato, raposas; Primatas-

macacos, micos; Reservatérios domésticos- gato, cachorro, rato, coelho e o

homem). E interessante ressaltar que as aves e os vertebrados pecilotérmicos
(lagartos, ras, ofideos), embora sejam capazes de alimentar os barbeiros,
jamais abrigam o T. cruzi em seu organismo, ndo sendo portanto reservatorios
(Dias, 1978; Barreto & Ribeiro, 1979).

Os triatomineos parecem pertencer a um grupo polifilético, com espécies
generalistas exibindo alta variagdo genética e fenética. E também um grupo
especialista, mostrando relativamente reduzida variabilidade populacional,
provavelmente associada com uma série de gargalos da garrafa (efeito do
fundador) seguida por deriva e modesta selegdo. As populagbes tendem a
mostrar uma ampla distribuicdo geografica, que pode ser detectada por
exemplo, por uma consistente morfometria, marcadores isoenzimaticos e
citogenéticos. Existem varios resultados de importancia operacional, na
Coldmbia, por exemplo, onde foi calculado, o fluxo génico entre populagbes

silvestres e domésticas de Rhodnius prolixus parece nao ser significativo,

conduzindo ao otimismo em relagdo ao controle das populagdes domeésticas,

que podem nao ser fortemente influenciadas por invasdo silvestre.
Similarmente, na Bolivia, ha um aumento da evidéncia de isolamento entre
Triatoma infestans domiciliado e selvagem, novamente permitindo a eliminagéo

das populagbes domésticas deste vetor (Guhl & Schofield, 1996).

A evolugdo dos triatomineos € um processo de especializacdo. Desta
forma, a maioria dos insetos de importancia meédica sdo os mais

especializados, e os mais vulneraveis ao controle. Por outro lado, as espécies
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mais generalistas seguem este rumo de evolugdo de forma relativamente

rapida e podem adaptar-se aos ecétopos mais estaveis enquanto os originais

sdo destruidos. Estes conceitos aplicam-se claramente ao problema do

controle de vetores da doenga de Chagas, especialmente com relagdo as

perspectivas de erradicagdo do Triatoma infestans e sua progressiva

substituicdo por espécies secundarias como Triatoma sordida, Triatoma

rubrovaria, Triatoma pseudomaculata, Panstrongylus megistus e Rhodnius

neglectus (Dias et al., 1994).

A domiciliacdo de triatomineos € um fendmeno complexo e ainda nao

completamente elucidado. Em decorréncia disso, varias hipoteses foram

sugeridas: mutacdo genética e posterior adaptacdo ao domicilio, condigdes

ambientais e climaticas e disponibilidade de alimento e abrigo (Steindel et al.,

1994).

Estudos entomoldgicos demonstram que as espécies secundarias vém

aumentando sua densidade nas unidades domiciliares nos ultimos anos.

Devido ao carater regional desse fato, a definicdo do papel primario ou

secundario das diferentes espécies de triatomineos ngo pode ser um conceito

geral, devendo-se considerar o potencial de domiciliagéo local da espécie e a

pressdo que as modificagdes ambientais podem impingir a este processo de

domiciliagao (Dias et al., 1994).

E importante ressaltar que os triatomineos nascem sempre livres do

Trypanosoma, somente contraindo a infecgdo em qualquer estadio de sua

vida, ao sugar o sangue contaminado do homem ou de algum reservatorio.

Dentre as caracteristicas biolégicas dos triatomineos podemos citar que s&o

insetos de vida relativamente longa (1 a 2 anos) com evolug&o de ovo a adulto

entre 4 a 7 meses, passando o inseto por 5 estadios ninfais ndo alados antes

de atingir a fase adulta. O barbeiro tem boa performance biolégica em termos

de oviposigcdo (cada fémea oviposita até 200 ovos em sua vida) e de

capacidade de resisténcia ao jejum (6 a 10 meses). S&o artrépodes de

hematofagismo restrito, mas com ecletismo alimentar que permite sobreviver

com qualquer tipo de sangue. Estes insetos tém habitos noturnos (os adultos

alados, que vivem no peridomicilio e domicilio, escondem-se em frestas ou

atras de objetos no interior das casas durante o dia ), fotofobia, termotropismo

positivo, mimetismo acentuado de certas espécies, presenga de substancias

anticoagulantes e anestésicas na saliva e habito quase que obrigatorio de

evacuar imediatamente apds cada repasto sanguineo.
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Introdugdo

Estima-se que no Brasil cerca de oito milhGes de pessoas s&o chagasicas
principalmente no meio rural (Neves, 1991) e 10.000 a 20.000 novos casos
surgem anualmente (Reiche et al, 1996). A doenca de Chagas humana é
encontrada em ordem decrescente nos seguintes estados: Minas Gerais, Rio
Grande do Sul, Goias, Distrito Federal, Sergipe, Bahia, Piaui, Parand, Paraiba,
Pernambuco, Mato Grosso, Alagoas, Mato Grosso do Sul, Acre, Amazonas,
Rio Grande do Norte, Rio de Janeiro, Santa Catarina, Ceara, Rondonia,

Roraima, Espirito Santo, Maranhéao (Silveira & Rezende, 1994).

Na Regido Amazonica a doenga € mais rara em humanos e comum entre
animais silvestres, porém com as atuais modificagdes na ecologia da regido é
possivel que a doenga de Chagas venha a transformar-se em um problema de

igual proporgéo as demais regides (Neves, 1991).

A area originalmente endémica, ou com risco de transmissdo em 1983,

correspondia a 36% do territério do pais, com triatomineos domiciliados em

mais de 2000 municipios. A populagéo sob risco era de aproximadamente 60
milhdes, com 4,2% da populagéo rural infectada. E de relevante importancia
citar que a doenca de Chagas € ainda, no grupo das enfermidades infecciosas
e parasitarias, a terceira causa de obito ( 13,5%). O nimero absoluto de ébitos
na década passada (1980/90) foi de aproximadamente 6000/ano, o que, por si
sO justifica ainda todo o investimento no controle da doenga (Silveira &
Rezende, 1994).

A doenca de Chagas, primitivamente uma enzootia, passou a constituir
um problema de saude humana a partir da domiciliagdo dos triatomineos,
provavelmente devido a destruigdo gradativa dos biotipos naturais, que
provocou reducado significante da fauna silvestre com consequente escassez
de alimentos. Também contribuiu a domiciliagdo o aparecimento de um tipo
rudimentar de habitag&o rural humana, a cafua ou casa de pau-a-pique, onde
os barbeiros encontraram abrigo seguro e alimento abundante representado
pelo sangue de animais domésticos e do homem. Algumas espécies de
triatomineos adaptaram-se perfeitamente a esses novos ambientes e os
colonizaram. Alterada a biocenose estabeleceu-se um ciclo domiciliar e
peridomiciliar independente do ciclo silvestre. Este fato representa um exemplo
tipico de sinantropia, isto &, adaptagdo de um animal ao domicilio humano

apos a alteragdo do seu ambiente natural.
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Na natureza a presenga do Trypanosoma cruzi parece nao afetar
significativamente os triatomineos e mamiferos silvestres naturalmente
infectados, 0 que sugere a existéncia de um equilibrio entre as espécies,
provavelmente devido ao longo periodo de adaptagdo. O aparecimento da
doenga de Chagas humana € um fato acidental na medida em que o homem
entrou em contato com focos naturais e provocou desequilibrios ecoldgicos, os
quais fizeram com que triatomineos infectados fossem paulatinamente

adaptando-se a habita¢des rurais humanas de ma qualidade.

Existem aproximadamente 100 espécies de triatomineos, todas capazes
de albergar o T. cruzi. Segundo Silveira (1983), no Brasil, das cerca de 44
especies identificadas, as mais importantes pelo seu grau de contagio sdo:
Triatoma infestans, Triatoma rubrofasciata, Triatoma brasiliensis, Triatoma
pseudomaculata, Triatoma sordida e Panstrongylus megistus. So espécies
secundarias: Rhodnius neglectus, Rhodnius nasutus, Triatoma rubrovaria e

-

Triatoma vitticeps.

Sob o ponto de vista de controle, os triatomineos podem ser agrupados

da seguinte forma:

Grupo 1- Triatoma infestans e T. rubrofasciata. Tém em comum o fato de que
sao espécies introduzidas e estritamente domiciliares no Brasil. Como tal,
podem ser eliminadas, sem possibilidade de reinfestagcdo a partir de focos

extradomiciliares.

Grupo 2- Panstrongylus megistus e Triatoma brasiliensis. Sao espécies nativas
de diferentes areas do pais. Em fungdo disso, ndo séo passiveis de eliminagao
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 infestacdo com menores probabilidades de transmissdo. As duas
espécies tém em comum, além de serem nativas e de ocuparem e colonizarem
domicilios com muita constancia, o fato de invadirem casas mesmo quando

ndo se encontram esgotadas as fontes de alimentag@o no peridomicilio.

Grupo 3- Triatoma pseudomaculata e T. sordida. S&do espécies nativas de

diferentes regides do pais. Ndo s@o erradicaveis, podendo reinvadir a

habitagdo a partir de seus ecétopos silvestres. Estdo aqui reunidas pelo fato

de apresentarem marcante ornitofilia, o que as faz vetores, até aqui, menos

importantes que Panstrongylus megistus e Triatoma brasilienses, ainda que
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possam colonizar o domicilio, quando uma densidade critica torna a oferta

alimentar no peridomicilio insuficiente.

Grupo 4- Rhodnius neglectus, R. nasutus, R. prolixus, Triatoma rubrovaria e T.
vitticeps. Neste grupo, estao reunidas espécies potencialmente vetoras que por
razdes e circunstancias diversas, considera-se que possam vir a desempenhar

papel relevante na transmissao domiciliar da doenca.

Grupo 5- Triatoma melanocephala, T. tibiamaculata, T. petrochii, T.
circunmaculata, T. lenti, T. matogrossensis, T. williami, Panstrongylus lutzi, P.
geniculatus, P. diasi, P. tupynambai, P. lignarius, Rhodnius pictipes, R.
domesticus, R. robustus, R. brethesi, Eratyrus mucronatus, Psammolestes
tertius e Microtriatoma trinidadensis. Todas estas espécies sdo de habitos
estritamente silvestres, causando apenas a manutengdo da enzootia
chagasica. Esta classificagdo corresponde a situagdo atual, no que se refere a
participacao das diferentes espécies de triatomineos no ciclo domiciliar de
transmissao da doenga de Chagas no Pais. Esta sujeita a permanente revisao
e atualizagéo, desde que, mudangas no ambiente, sobretudo determinadas por
atividades de natureza econdmica, podem implicar na instabilidade de focos
naturais de espécies ainda nao encontradas colonizando ecotopos artificiais
(Silveira & Rezende, 1994; Tavares & Azeredo-Oliveira, 1996a).

O processo mais comum da transmissdo da doenga de Chagas, como ja
foi citado anteriormente, € o contaminativo pela deposigdo das fezes do
triatomineo no hospedeiro. Entretanto, existem outros meios de transmissé&o da
moléstia, como por exemplo, o contagio congénito (Brabin, 1992) e por
transfusdo sanguinea. O Trypanosoma cruzi pode também veicular-se nos
transplantes de 6rgdos como o de rins e coragdo em um processo semelhante
ao transfusional (Neves, 1991). Dados epidemiolégicos indicam que a
transmisséo do parasita também pode ocorrer por via oral, através da ingestao
de alimentos contaminados por fezes de triatomineos, tais como, cana-de-
acucar, banana, milho, feijao. Com relagéo a carne de animais infectados pode

ocorrer infecgcdo apods ingestdo do alimento cru (Shikanai-Yasuda et al., 1991).

A transmiss&o congénita, um dos mecanismo de transmissao da moléstia,

atinge 1 a 11% das maes chagasicas (Luquetti, 1994). O problema parece

estar ligado mais a fetos prematuros e de baixo peso, assim como a

natimortalidade. Geralmente podem detectar-se lesbes atroficas e

granulomatosas nas placentas desses fetos, ali encontrando-se aglomerados
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de Trypanosoma cruzi. Estudos indicam que o processo de passagem do

Trypanosoma da méae ao feto deve ocorrer por volta do quinto més (Dias,
1978).

Varios inquéritos realizados em bancos de sangue de todo continente
americano, na ultima década, demonstram uma média de prevaléncia de 3%.
Estes dados tornam-se bastante importantes quando se consideram estudos
que mostram que 60% dos chagasicos cronicos apresentam Trypanosoma
cruzi circulando em seu sangue, € que o risco de aquisicdo de infecgdo
chagasica através de um doador infectado € de 12,5 a 25% para uma Unica
transfus@o (Wanderley et al., 1993; Kirchhoff, 1993).

O prevengcéo da transmissao transfusional do 7. cruzi é atualmente
considerada um importante objetivo do programa de controle das areas
urbanas. Somente cinco paises da Ameérica Latina (Argentina, Brasil,
Honduras, Uruguai e Venezuela) tém adotado leis para realizagdo do
screening sanguineo para Trypanosoma cruzi. A despeito desta legislagéo ha
ainda transfusbes de sangue sendo realizadas sem screening sorolégico
prévio, principalmente em pequenas comunidades. Alguns estudos entre
doadores de sangue tém confirmado o risco potencial de transmisséo
transfusional de Trypanosoma cruzi e um grande numero de infecgdes
provavelmente estdo ocorrendo. Em paises onde os candidatos a doagdo néao
s&o averiguados para anticorpos anti-T. cruzi, como na Bolivia, receptores soro
negativos que receberam o T. cruzi de sangue infectado mostraram uma

incidéncia de 47% de infecgao apds 120 dias (Martelli et al., 1992).

Outro problema consiste na migragcdo de individuos chagasicos para
regides nao endémicas, pois estes transformam-se em potenciais doadores,
acarretando um novo problema em localidades com insuficiente conhecimento

para o manejo da doen¢a de Chagas (Luquetti, 1995).

Desde meados de 1970, varios milhdes de pessoas tém emigrado para
os Estados Unidos de lugares onde o mal de Chagas € endémico -

particularmente a América Central, onde a prevaléncia de infecgdo por

Trypanosoma cruzi € alta (Kirchhoff, 1993). Estimativas sugerem que ha no

minimo 100.000 individuos infectados nos Estados Unidos principalmente

devido a imigrantes de paises endémicos (Reiche et al., 1996), e cada um tem
potencial de aproximadamente 20% para transmitir o parasita através de

transfus@o sanguinea (Dodd , 1995).

AVA
AVAVEY

2 3 4 S, 6 7 unespwl 12 13 14 15 16

17

18



Introducdo

Uma incidéncia de mais de 10.000 pessoas com doenga de Chagas
adquirida por transfusdo sanguinea tem sido estimada no Brasil somente nos
ultimos anos. Atualmente no Brasil, a transmiss&o por triatomineos esta quase
sob controle, porém, ainda persiste a transmissao por transfusdo sanguinea. O
principal objetivo para prevenir esta forma de transmissdo € um critério

soroldgico eficiente (Luquetti, 1995).

Desde que milhdées de imigrantes de paises endémicos estdo agora
vivendo nos Estados Unidos e Europa, e estudos epidemiolégicos apontam
para uma significante prevaléncia da doenga, tem ocorrido um recente
interesse pela doenga de Chagas em todo o mundo (Rossi & Bestetti, 1995;
Galel & Kirchhoff, 1996).

A medida em que € controlada a transmissdo vetorial, crescem, em
importancia os mecanismos secundarios, em especial a transmisséo
transfusional. Na triagem de doadores em servicos de hemoterapia a
prevaléncia tem sido da ordem de 0,61% dos soros pesquisados. E bastante
provavel que por essa via seja hoje produzido em maior numero 0S NoOvos

casos da doenga de Chagas no pais (Silveira & Rezende, 1994).

Conforme o exposto, podemos inferir que o mal de Chagas esta
intimamente relacionado com a situagdo socio-econdmica da populagdo e a
destruicdo do habitat natural do vetor da doenga. Para um controle efetivo da
doenga de Chagas € necessario melhoria de infra-estrutura nas habitagoes
rurais, bem como, de seus anexos, tais como, galinheiros, pocilgas, currais,
pois o peridomicilio contribui para manutengdo de grandes populagbes de
triatomineos proximos as moradias. Deve-se ainda conscientizar a populagao
da necessidade de preservagdo ambiental. Dentre outras medidas, as mais
imediatas referem-se ao controle ao triatomineo por meio de inseticidas e

selegdo minuciosa e rigorosa dos doadores de sangue.

A profilaxia da doenga de Chagas pode ser otimizada quando associada
a dados bioldgicos dos reduvideos, que informam sobre a distingdo entre
espécies silvestres de baixo risco e espécies domiciliares nocivas, habitos e
horérios de hematofagia, capacidade reprodutiva, resisténcia a inseticidas,

ciclo evolutivo, reservatorios domésticos e silvestres do agente etiologico, bem

como, as inter-relagdes entre espécies e géneros estudados no contexto

evolutivo, através de ensaios citogenéticos que comparam padroes

cromossdmicos que podem ser aplicados a filogenia dos triatomineos.
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1.2. Aspectos Citogenéticos dos Triatomineos

A grande maioria dos membros da subfamilia Triatominae tem 10 pares
de autossomos, um par de cromossomos sexuais ou multiplos cromossomos
sexuais. Somente trés deles mostram 9 ou 11 pares de autossomos:
Panstrongylus megistus (9A), Triatoma nitida (9A) e Triatoma rubrofasciatus
(11A). O numero modal de cromossomos em triatomineos €& 22 (20 + XY)
(Ueshima, 1966). Os multiplos cromossomos X s&o originados pela simples

fragmentacgdo do X original (Ueshima, 1979).

O estudo citogenético dos triatomineos revelou que seus cromossomos
possuem cinetocoro difuso, isto é, distribuido ao longo do cromossomo e nao
localizado na regiao do centromero e uma forma nao usual de meiose, onde a

segregacgao dos cromossomos sexuais € pos-reducional (De Vaio et al., 1985).

Retrospectivamente, as pesquisas citogenéticas em Triatomineos

iniciaram-se em 1948 com Schreiber & Pellegrino com o estudo cariotipico das

espécies: Triatoma infestans, T. sordida, T. maculata, T. vitticeps, T.
brasiliensis, T. rubrovaria, T. dimidiata, T. pallidipennis, Panstrongylus
megistus, Rhodnius prolixus e Psammolestes coreodes. Os autores, além dos
aspectos cariotipicos, também mencionaram os fendmenos da heteropicnose
presentes em certos autossomos de Triafoma infestans e fendmenos analogos
menos evidentes em T. platensis, T. sordida, T. brasiliensis e T. nitida. Em
Triatoma infestans resultou evidente o fato de que trés autossomos, de
tamanho maior do que os demais, aparecem nitidamente heteropicnoéticos e
ligados ao grupo X e Y na fase inicial da diacinese, logo apds o estadio
denominado estadio confuso (estadio da préfase meidtica que precede
imediatamente a diacinese). Provavelmente estes 3 cromossomos
diferenciados em T. infestans indicam que possuem ciclo de duplicagdo
precoce em relagdo aos demais cromossomos desta espécie e que neste
comportamento assemelham-se aos cromossomos sexuais, com 0s quais

aparecem ligados por delgados filamentos.

Em 1951, Schreiber & Pellegrino averiguaram o efeito da colchicina em
Triatoma infestans sobre o processo da espermatogénese. Descreveram o
bloqueio das divisbes meidticas com separagao total ou parcial dos elementos
constituintes, as tétrades. Um estudo citoquantitativo sobre os estadios
normais da espermatogénese nesta espécie (gonias, espermatdcitos |,

espermatacitos Il e espermatides) indicou os padrées cariométricos das fases
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haploide, diploide, tetrapldide. O estudo cariométrico das espermatides na fase
imediatamente sucessiva a segunda divisdo meidtica revelou, nos individuos
tratados com colchicina, valores cariométricos correspondentes a relagdo
4:2:1. Este fato foi interpretado como um inicio de espermiogénese nos

meidcitos de varias etapas bloqueadas nas suas divisées.

Barth (1956) estudou a espermatogénese de T. vitficeps com objetivo
especial de comprovar se o heterocromossomo X é fragmentado, como
Schreiber e Pellegrino (1950) observaram em algumas espécies da sub-familia
Triatominae, que apresentam esse cromossomo X em forma de 2 ou 3
corpusculos. Em Triatoma vitticeps, o heterocromossomo X é representado por
3 cromossomos verdadeiros, que se comportam exatamente da mesma forma
que o Y. Em comparagdo com T. infestans, ndo se encontrou, em friatoma
vitticeps, heteropicnose dos trés autossomos, porém, o0s quatro

heterocromossomos apresentaram coloragao bastante acentuada.

Schreiber et al. (1968) publicaram estudos realizados com técnicas

cariométricas e autorradiograficas com timidina tritiada, sobre a sintese do
DNA durante o processo da espermatogénese a partir das goénias até
espermatocito de primeira ordem. O resultados indicaram que a sintese do
DNA realiza-se somente nas espermatogonias em multiplicagdo e na primeira
fase do espermatocito de primeira ordem. Este fendmeno foi interpretado como
tendo uma fase funcional do espermatdcito, provavelmente de preparagao dos

materiais ativos no processo morfogenético da formagéo do espermatozoide.

Em 1969, Penalva da Silva & Schreiber pesquisaram sobre a importancia
taxondmica do numero e tamanho relativo dos tubulos testiculares em 12
espécies de Triatominae pertencentes a quatro géneros diferentes. Foi
verificado que os géneros possuem caracteristicas proprias, sendo que no
género Panstrongylus as espécies apresentam 7 tdbulos de tamanho
aproximadamente iguais, nos géneros Rhodnius e Psammolestes as espécies '
tém 5 tubulos muito curtos e 2 longos, e no género Triatoma, 3 tabulos curtos,

2 médios e 2 longos.

Schreiber et al. (1972) determinaram o conteudo de DNA por nucleo e o
volume nuclear em varias espécies de triatomineos ( Triatoma infestans, T.
platensis, T. vitticeps, T. pseudomaculata, Panstrongylus megistus, P. herreri e
Rhodnius prolixus). Apesar do numero cromossomico ser praticamente

constante (excetuando-se P. megistus e trés espécies com X multiplo), o
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conteudo de DNA apresenta variabilidade significativa. As espécies estudadas
podem ser separadas em 3 grupos: o primeiro, com Rhodnius prolixus tem 5
unidades convencionais de DNA; o segundo, com Triatoma platensis, T.
pseudomaculata, P. megistus, P. herreri tem DNA variavel entre 11 e 15
unidades, e o terceiro com T. infestans e T. vitticeps tem entre 16 e 17
unidades de DNA. Especialmente interessante € a diferenga entre o primeiro e
0os demais grupos, pois o conteudo de DNA esta praticamente duplicado ou

triplicado.

Os Pentatomidae (Hemiptera) estudados em 1956 por Schrader &
Schrader revelaram semelhangas com os resultados obtidos nos triatomineos,
ou seja, espécies com igual numero de cromossomos tém diferengas no
contetido de DNA atribuidas a processos de politenizagdo. Segundo Schreiber
et al. (1972), parece evidente que nestes animais existe um mecanismo de
especiacdo por duplicagdo total ou parcial do genoma sem modificar a

distribuicdo deste genoma nos cromossomos que constituem o cariétipo.

Em 1974, Schreiber et al. analisaram hibridos entre T. infestans e T.
pseudomaculata. A esterilidade dos machos F1 foi verificada pela auséncia
total ou parcial do pareamento dos cromossomos homalogos e o consequente
bloqueio de pelo menos parte das divisées meidticas, fato que provavelmente

reflete um mecanismo de isolamento reprodutivo entre as espécies.

Solari (1979) mencionou o comportamento dos cromossomos meioticos
de T. infestans como tendo um padréo definido de segregagdo na primeira
metafase meidtica: enquanto os autossomos séo quiasmaticos e segregam-se
regularmente, os cromossomos X e Y sdo aquiasmaticos e dividem-se
equacionalmente, sendo que a divisdo segregacional ocorre na segunda
divisdo. Baseando-se neste fato, o autor acima citado, fez um importante
estudo sobre o complexo sinaptonémico (CS) nesta espécie, a nivel de
microscopia eletrénica. Apenas os autossomos formam esse tipo de
emparelnamento, © que sugere dois mecanismos diferentes de
emparelhamento, um operando nos autossomos e outro nos cromossomos

sexuais durante o paquiteno.

De Vaio et al. (1985) estudaram diferencas na meiose de machos em trés

espécies de triatomineos. Observaram que os trés maiores bivalentes

autossdmicos de Triatoma infestans sao heteropicnéticos, enquanto Triatoma

rubrovaria nao mostrou nenhum autossomo heteropicnético. Em Rhodnius
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prolixus identificaram a presenca de dois bivalentes autossémicos com blocos
heteropicnoticos. Os autores observaram ainda uma associacdo dos
cromossomos sexuais no inicio da préfase terminal em T. rubrovaria, onde
estes cromossomos mantinham-se em estreita associagdo até antes da
diacinese. Uma intima associagdo entre os cromossomos X e Y foi observada
durante o estagio inicial da préfase em R. prolixus, € uma associagdo mais

ténue € mantida pelos cromossomos sexuais no estadio confuso e diploténico.

Azeredo-Oliveira (1990) estudou as areas: nuclear, nucleolar e
heterocromaticas nas células dos tubulos de Malphighi e glandulas salivares,
no decorrer do desenvolvimento de Triatoma vitticeps, e os aspectos da
atividade organizadora nucleolar, heterocromatina e meiose em testiculos de
T. vitticeps, T. pallidipennis, T. infestans e T. maculata. A partir das analises
das areas nucleares, nucleolares e heterocromaticas, a autora constatou a
presenca de uma atividade metabdlica maior nas fémeas do que nos machos e
correlacionou este fato as caracteristicas reprodutivas desse sexo, que,
aparentemente apresenta um maior consumo energético. No estudo sobre
meiose, a marcagédo dos cromossomos metafasicos pelo nitrato de prata,
apontou 0s cromossomos sexuais como sendo os portadores das regides
organizadoras nucleolares. A pesquisa também revelou uma associagéo entre
nucléolo e regides heterocromaticas nos trés érgaos estudados. Em todos os
casos, 0 nucléolo circundava a massa heterocromatica, evidenciando a intima

relagéo funcional entre estas estruturas.

Panzera et al. (1992) descreveram variagcbes intraespecificas em

populagdes naturais de Triatoma infestans do Uruguai. Foram observadas

variagdes no numero, posi¢cao e tamanho das bandas-C heterocromaticas nos

trés maiores pares de autossomos da espécie. As variagdes foram atribuidas a
possiveis adicbes ou delegdes na heterocromatina constitutiva, que
provavelmente representam as principais maneiras de alteragbes cariotipicas

do processo evolutivo de T. infestans.

Em 1995, Panzera et al. publicaram um novo trabalho, no qual dados
sobre padrao de banda-C, conteudo de DNA e processo meibtico de machos
de Triatoma platensis e Triatoma delpontei foram comparados com os de
Triatoma infestans. Verificaram que apesar destas espécies apresentarem
certas caracteristicas semelhantes, tais como, mesmo numero dipldide de
cromossomos, grandes blocos heterocromaticos autossémicos e cromocentros

meidticos  heteropicnéticos, elas possuem diferengas quanto ao
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comportamento cromossomal meioético, conteudo de DNA, além de quantidade
e localizagao especifica da heterocromatina. A analise dos dados citogenéticos
sugere que 7. infestans e T. platensis sao mais relacionados uma com a outra
do que T. delpontei. Entretanto as diferengas na distribuicdo e quantidade de

heterocromatina nao possuem um papel direto na especiagao deste grupo.

Tavares & Azeredo-Oliveira (1997a) analisaram cinco espécies de
triatomineos, Triatoma brasiliensis, T. delpontei, T. lecticularia, T. rubrovaria e
T. sordida sugeriram que diferengas no conteudo de DNA séo principalmente
devido a variagbes na quantidade de heterocromatina-C, interpretada como
perda ou ganho de regides-C. Os autores acreditam que a presenga de
cromocentros meidticos e mitéticos facilitam a transferéncia de material C-
positivo. Em T. brasiliensis, T. lecticularia, T. rubrovaria e T. sordida foi
observado que o nucleo no estadio confuso da préfase meidtica apresentava
um simples cromocentro, formado exclusivamente pela heterocromatina
associada aos cromossomos sexuais. Em' 7. delpontei, um grande cromocentro
possivelmente originou-se por associacdo heteréloga das regides
heteropicnéticas de todos bivalentes autossdomicos e ambos cromossomos

sexuais.

Aspectos como atividade nucleolar na intérfase e em células meidticas
também foram analisados nessas cinco espécies de triatomineos (Tavares &
Azeredo-Oliveira, 1997b). Varios blocos nucleolares foram observados nos
nucleos polipléides dos tabulos testiculares, enquanto somente um Unico corpo
nucleolar foi evidente no estadio confuso de T. brasiliensis, T. delpontei, T.
lecticularia e T. rubrovaria, e em T. sordida foram observadas duas marcagdes
nucleolares. O numero de corpusculos nucleolares presentes nas

espermatides de cada espécie variou dentre e entre as espécies, sugerindo

uma adicional provisdo de informagdo para biossintese de RNAr. E possivel

que o aumento no numero de corpusculos nucleolares presentes nos nucleos
polipldides esteja relacionado com o aumento na sintese de RNAr nestes
nucleos. Além disso, o fato do nucleo espermatogonial possuir um unico
corpusculo nucleolar, enquanto os nucleos polipléides possuem varios blocos
nucleolares, parece refletir tanto diferengas funcionais como metabdlicas. No
caso do nucleo espermatogonial, uma reduzida necessidade metabdlica faz

com que um unico nucléolo seja suficiente.

A partir da analise da literatura constata-se que pouco tem sido feito a

respeito de bandamento cromossémico em triatomineos. A maior parte das
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publicagdes versam sobre investigagdo cromossdmica comparativa através de
coloragdo convencional dos cromossomos. Nesses trabalhos, os critérios de
comparagao considerados sdo basicamente o numero e morfologia dos
cromossomos, bem como a disposi¢céo destes na placa metafasica. Os dados
provenientes destas investigagbes fornecem essencial suporte a respeito da

evolugcdo cromossdmica destes insetos.

Porém, para se obter dados mais detalhados sobre as caracteristicas
cariotipicas dos triatomineos, a aplicagdo de outros métodos de coloragdo
incluindo bandamento com emprego de diferentes endonucleases de restrigéo
pode fornecer indicagbes sobre outros aspectos da estrutura dos
cromossomos através de suas sequéncias repetidas, bem como, podem

permitir uma analise cromossdmica comparativa mais detalhada.

1.3. Aplicagdao de Endonucleases de Restrigdo a Citogenética de

Insetos

Endonucleases de restricdo (ERs) sdo enzimas que cortam DNA em
sequiéncias especificas de nucleotideos, geralmente 4, 5 ou 6 pares de bases.
Por sua sequéncia especifica, as ERs tém se tornado um valioso reagente em

biologia molecular.

Endonucleases de restrigdo sdo ferramentas importantes para analise de
DNA, pois séo capazes de cortar o DNA de dupla hélice apds reconhecer sitios
especificos. Estas enzimas sdo produzidas pelas bactérias para defenderem-
se de infecgbes de fago DNA ou RNA impedindo o lise celular (Petitpierre,
1996).

Extensivas listas de endonucleases de restrigédo incluindo sua sequéncia
especifica, tém sido publicadas e para exemplificar podemos citar: as enzimas
Alu | (reconhece a sequéncia AG/CT), Bam HI (reconhece a sequéncia
G/GATCC), Cfo | (reconhece a sequéncia GCGC), Hae lll (reconhece as
sequéncias GG/CC) (Roberts, 1990 apud Sumner, 1990).

Em insetos, as principais enzimas de restricdo aplicadas séo Alu |, Hae

lIl, Hind Ill e Hinf 1. Embora a maior parte das enzimas produza algum padréo
de bandamento, a maioria produz padrées semelhantes aos da banda-C, e

cada enzima frequentemente revela um subconjunto caracteristico de bandas.
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Em gafanhoto, Gosalvez et al. (1987 apud Sumner, 1990) notaram que a
heterocromatina distamicina-DAPI positiva, que acreditava-se ser rica em A+T,
foi digerida pela Hae lll, a qual cliva sequéncias GGCC. Obviamente, a
ocorréncia de sequéncias especificas, importantes na determinagao de regides

particulares dos cromossomos, s&o digeridas pela endonuclease de restri¢ao.

Em Drosophila melanogaster a especificidade da digestdo esta
relacionada com as propriedades do DNA satélite dos diferentes blocos de
heterocromatina (Sumner, 1990). Em Drosophila melanogaster e Drosophila
virilis, enzimas de restricdo foram utilizadas em cromossomos politénicos
revelando bandas especificas positivamente coradas apds digestdo. A
localizacdo dos genes RNA 5S em cromossomos politénicos de Drosophila
melanogaster foi possivel pela digestdo com a enzima Alu |, concordando com
experimentos realizados com hibridagéo in situ. Em Drosophila virilis, a enzima
Hae lll foi capaz de detectar seletivamente os genes para histonas nos

cromossomos politénicos (Lopes-Fernandez et al., 1991).

Lopes-Fernandez et al. (1988) estudaram cromossomos mitéticos e
meidticos do gafanhoto Pyrgomorpha conica, utilizando as endonucleases de

restricdo Alu |, Mbo | e Hae lll. Dois importantes resultados foram obtidos:

primeiro, as ERs atuaram com sucesso produzindo uma diferenciagéo linear

tanto em cromossomos mitéticos como em meiéticos; segundo, mudangas de
picnoses que ocorrem na cromatina da primeira profase para primeira
metafase meidtica, como revelado pela orceina e Giemsa, nao afetam a
capacidade de digestdo das ERs. Estes resultados sugerem que a presenca
de sitios de restrigdo sdo criticos para a obteng@o de uma diferenciagao linear

cromossomica.

Inigo et al. (1993) demonstraram diferenciagao heterocromatica entre
duas espécies do género Dociostaurus (Orthoptera, Acrididae). As duas
espécies exibem diferencas significativas no contetddo heterocromatico e uma
delas contém um segmento heterocromatico extra. A aplicacéo de técnicas de
bandamento como endonucleases de restricdo e coloragdo com fluorocromos
forneceram maiores informagdes sobre as caracteristicas das regides de
heterocromatina constitutiva do que aquelas reveladas pelo método de banda-
C. Ambas espécies mostraram-se ricas em bandas GC e com diferente

localizag&o dos organizadores nucleolares ativos.
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E também importante ressaltar que a atividade das endonucleases de

restricdo pode ser diferente nos componentes homdlogos dos pares
cromossdmicos. A existéncia de tais polimorfismos revelados pelas ERs (nem
sempre identificadas pelas bandas-C convencionais) indica a presenga de
diferentes sequéncias de bases em areas homoélogas dos cromossomos.
Dessa forma, as endonucleases de restricdo tém capacidade de detectar
diferencas entre regidbes cromossdmicas que supostamente possuiam a

mesma estrutura desde que eram homologas.

Assim, a partir da analise dos dados presentes na literatura, fica claro a
importancia da aplicagdo de endonucleases de restricdo, pois esta técnica
possibilita a detecgao de diferentes subclasses especificas de DNAs repetidos,
aparentemente homogéneos na heterocromatina, além de contribuir
significantemente para o estudo cromossdémico e para um melhor

entendimento do processo evolutivo entre espécies relacionadas.

1.4. Proposic¢ao

No presente trabalho realizou-se um estudo comparativo entre duas
espécies do género Panstrongylus (P. megistus e P. herreri) com enfase aos

seguintes aspectos:
1. Analise das diversas fases da espermatogénese.

2. Estudo do ciclo nucleolar durante a diviséo celular (meiose) e detecgéo

das regides organizadoras nucleolares (RONs) nos cromossomos.

. Estudo do padréo de distribuigdo das regides heterocromaticas nos

cromossomos meioticos (testiculos de adultos).

. Correlagéo das diferengas e semelhangas encontradas no estudo
cromossdmico de P. megistus e P. herreri para corroborar o

entendimento da evolugéo ocorrida no género Panstrongylus.
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2.1. Espécies Analisadas

As espécies analisadas neste trabalho foram: Panstrongylus megistus e
Panstrongylus herreri, pertencentes a ordem Heteroptera, sub-familia
Triatominae e familia Reduviidae (Lent et al., 1979; Manna,1995). E o numero

de individuos analisados foi em média cem insetos de cada espécie.

Panstrongylus megistus 2n=21 (2n=18+X,X.;Y) possui um complemento
cromossdmico com 18 autossomos e trés cromossomos sexuais, X;X;Y (Barth,
1956). Esta espécie possui acentuada capacidade vetora e ampla distribuicao

geografica no territério brasileiro, espalhando-se da regido nordeste a sudeste

do pais. E uma das principais espécies transmissoras da doenga de Chagas

nos Estados de Minas Gerais, Bahia, Alagoas e Pernambuco. Também ja foi
encontrada na Argentina, Paraguai e Bolivia (Lent & Wygodzinsky, 1979). O
Panstrongylus megistus é um triatomineo com acentuadas diferencas
comportamentais e € largamente distribuido no pais. Nas regidées nordeste e
sudeste a espécie € amplamente domiciliada enquanto que, na regido sul, é

considerada eminentemente silvestre (Lucena, 1959, Steindel et al., 1994).

Panstrongylus herreri (macho) apresenta 20 autossomos e trés
heterocromossomos, X;X;Y (Ueshima, 1966). Esta espécie ja foi encontrada
infectada com Trypanosoma cruzi, no norte do Peru colonizando habitagbes
humanas e também ja foi vista em gaiolas de galinaceos e entre porquinhos-
da-india e cobaias domésticas. Panstrongylus herreri ocorre em regiées com
altitudes acima de 1500 metros (Lent & Wygodzinsky, 1979).

2.2, Obtengao e Procedéncia

As espécies (machos adultos) 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 S&o Paulo,
sob coordenagédo do Professor Doutor José Maria Soares Barata. O insetario
promove coletas periédicas em algumas regides do Estado de S&o Paulo e
Minas Gerais e também recebe doagbes de insetos de todo o mundo,
mantendo assim um estoque que possibilita a distribuicdo as instituigbes de

pesquisas solicitantes.
2.3. Manutencgao e Alimentagao

No insetario, os insetos sdo mantidos em cristalizadores, a temperatura
ambiente, em salas com pouco luminosidade. Os cristalizadores sao fechados

na parte superior com tecido de malha fina.
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A alimentacdo dos insetos € feita a cada quinze dias com sangue de
pato. Na parte central dos cristalizadores é colocado um cilindro de cartolina,
para apoio e acesso dos insetos aos patos, que sd@o imobilizados com
abddmen parcialmente exposto aos insetos por quinze minutos. As aves ndo
sdo reservatorios do Trypanosoma cruzi, nao infectando portanto, as ninfas,
que a partir do primeiro estédio, seis a oito dias depois de nascidas ja séo

hematéfagas. /

Devemos ressaltar que estes insetos resistem até sete meses ao jejum e
que os insetos que foram utilizados no presente trabalho eram recém
alimentados ou com jejum de até quinze dias, para evitar o risco de possiveis
alteragées fisiologicas. Em nosso laboratério os insetos foram mantidos em

camara de temperatura constante (25°C + 1°C).

2.4. Orgaos e Estadios Analisados.

Para desenvolvimento deste trabalhp, o érgao escolhido para analise foi
o testiculo. As gbnadas analisadas foram provenientes de individuos machos

adultos jovens.
2.5. Dissecacgao dos Insetos

Os insetos foram eterizados e depositados sobre uma placa de Petri
contendo parafina sdlida e fixados com alfinete espetado na regido posterior
do cefalotorax, em seguida, patas e asas foram seccionadas. Utilizando uma
tesoura pequena e pontiaguda, as laterais do abdéomen (regido quitinosa)
foram cortadas, quando entao foi gotejada solugao fisiolégica (Demerec). Sob
0 microscopio estereoscopio fez-se um corte transversal na regido antero-
dorsal no exoesqueleto abdominal, que foi entdao rebatido para tras e preso

com alfinete expondo internamente todo o abdome.

Os testiculos estdo localizados na porgao anterior do hemocelo, um de
cada lado, e sao envoltos por uma membrana clara e leitosa. A membrana foi
retirada e os tubulos seminiferos colocados sobre uma lamina onde foram

separados.
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2.6. Preparagdes Citologicas
2.6.1. Esmagamento Celular

2.6.1.1. Coloragao Padrdo: Orceina Lacto-Acética (De Vaio et al,

1985, com modificacoes)
a. Dissecar o inseto adulto em solugao fisiolégica de Demerec;

b. Depositar o 6rgao em solugédo aquosa de acido aceético a 45%, por um

minuto;

c. Transportar o material para uma gota de orceina lacto-acética 2%, por

10 minutos;
d. Cobrir o material com uma laminula e efetuar o esmagamento.

2.6.2. Tratamentos e Coloragdes Especificas

2.6.2.1. Preparacgoes Citol6gicas para Coloragao

a. Dissecar o inseto em solucéo fisiologica Demerec;

b. Transportar o 6rgéo para uma solugéo aquosa de acido acético a 45%,

por um minuto;

. Transportar o 6rgao para solugdo aquosa de acido latico a 50%, por 5

minutos;

. Cobrir o material com uma laminula e esmagar em &acido acético a
45%;

. Depositar as laminas em camara umida por aproximadamente 10

minutos;

. Retirar a laminula com auxilio de nitrogénio liquido. As laminas secas
podem ser guardadas no freezer por varios dias e a coloracdo

especifica processada posteriormente;
2.6.2.1.1. Impregnagdao com Nitrato de Prata (Howell & Black, 1980,
com modificagdes)

a. Tratar a lamina com o material a ser analisado, com uma gota de
solucdo reveladora (solugdo de gelatina a 2% acrescida de 0,5 ml
acido férmico);

b. Adicionar sobre esta, duas gotas de solucdo de Nitrato de Prata a 50%

e mistura-las;
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. Cobrir com laminula;

. Colocar as laminas em placa de Petri contendo papel de filtro
umedecido com agua deionizada, e incubar em estufa a 58°C+2, até a

mistura das solugdes tornar-se marrom dourada, cerca 12 minutos;

. Lavar a lamina em agua deionizada até que a laminula desprenda-se,

deixar secar ao ar e montar com verniz cristal para observagéao ao

microscopio.
2.6.2.1.2. Bandamento-C (Sumner, 1972, com algumas modificagdes)
a .Tratar a preparagéo citolégica com HCI 0,1N a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C), por 15 minutos;
. Lavar uma vez , rapidamente, em agua deionizada gelada;
. Lavar uma vez em agua deionizada a temperatura ambiente;
. Secar ao ar;

. Tratar com Hidréxido de Bario a 5% (recém-preparado), filtrado, por 6

minutos a temperatura de 45°C+2 ;
. Lavar varias vezes em agua deionizada;
. Incubar em 2XSSC, pH 7.0, por uma hora, a 45°C+2;
. Dar um banho rapido em agua deionizada, contendo 3 a 4 gotas de
acido acético;
i. Dar 3 banhos rapidos em agua deionizada e secar ao ar;
j. Corar com Giemsa a 2% em tampao fosfato, pH 6.8, por 20 minutos,

secar novamente ao ar e montar em verniz cristal para observagao ao

microscopio.

2.6.2.1.3. Bandamento com Endonucleases de Restricao (Hae lll e
Alul)

a. Incubar cada lamina com 10 unidades de enzima de restricdo
perfazendo o volume de 100ul com tampéao de incubagdo (10mM de
Tris/HCI, pH 7,5; 50 mM de NaCl; 10 mM de MgCI2; e 1 mM de
ditiotreitol) e cobrir com 1 laminula. As preparagées colocadas em

camara umida foram incubadas por 16 horas, a temperatura36 +1 °C;
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. Foram efetuados o0s experimentos controles, nos quais o0s
cromossomos fixados foram tratados somente com o tamp&o de

incubacao (empregando os mesmos tempos e temperatura).
c. Corar com Giemsa 2% em tampao fosfato, pH 6.8.
2.7. Procedimento para Analise das Laminas

Nas laminas coradas com orceina lacto-acética foram observados o
numero de corpusculos heteropicnoticos, bem como, a disposicdo dos

cromossomos meiéticos na placa metafasica.

Nas preparagdes citologicas coradas com nitrato de prata, foi observado
0 numero de corpusculos nucleolares e quando possivel, a localizagdo das

regides organizadoras nucleolares nos cromossomos.

No caso do bandamento-C, o objetivo foi de analisar as regides
heterocromaticas nas varias fases do ciclo de divisdo celular, bem como,

observar o numero e a disposigéo dos corpusculos heterocromaticos.

As laminas submetidas ao tratamento com endonucleases de restricao
foram analisadas quanto as bandas cromossdmicas de heterocromatina
constitutiva reveladas pela digestdao enzimatica. A endonuclease de restricao
Alu | digere sequéncias ricas em AG/CT, enquanto a Hae Il digere sequéncias
ricas em GG/CC.

2.8. Fotomicrografias

As fotomicrografias foram obtidas em Microscopio Zeiss-Jeneval com
Sistema Fotogréafico automatico, utilizando-se filme Kodak Plus X-Plan 125

ASA e papel 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 Sao José do Rio Preto, de acordo

com as técnicas rotineiras empregadas neste processo.
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No presente trabalho estudamos a espermatogénese de-duas espécies
de Triatomineos: Panstrongylus megistus (Figura 1 a) e Panstrongylus herreri
(Figura 1 b). Os érgaos estudados foram os tubulos testiculares de machos
adultos jovens. As técnicas empregadas foram coloragdo com orceina lacto-
acética, impregnagao com nitrato de prata, bandamento-C e bandamento com

as endonucleases de restricdo Hae /// e Alu /.
3.1. Sistema Reprodutor Masculino de Triatomineos

O aparelho reprodutor masculino de espécimes adultos de Panstrongylus,
como nos demais triatomineos, € constituido pelas seguintes estruturas: um
par de testiculos, um par de vasos deferentes, um par de vesiculas seminais
(reservatério de esperma), epididimo (extensdo do vaso deferente
irregularmente enovelada), quatro pares de glandulas acessorias sob forma de
bolsas e um canal ejaculador. A abertura externa do aparelho reprodutor,
também denominada gonoporo masculino, esta geralmente situada sobre ou
dentro de um 6rgao mediano, o pénis (Schuetz, 1989; Azeredo-Oliveira, 1990),

(Esquema 1 a, Figura 2 a, Figura 3 a).

As gbnadas sao situadas dorso-lateralmente, do segundo ao quinto
segmento abdominal e sdo mantidas em sua posigao por meio de ramificagoes
dos troncos das traquéias dos respectivos segmentos. O seu contorno é
irregular, mostrando porém uma forma elipsoidal, cujo eixo maior esta situado
paralelamente ao eixo principal do corpo. S&o sempre esbranquigadas e
opacas, com ligeiro brilho vitreo. O tamanho varia de acordo com a idade, com
o estado nutricional e com a fase de atividade sexual (Barth, 1956), (Figura 2

a, Figura 3 a).

Os testiculos sé@o formados por sete tubulos testiculares, cada tabulo esta
ligado ao vaso deferente por um pequeno canaliculo chamado vaso eferente.
O tabulo testicular € revestido por uma camada celular, formando uma bainha
epitelial, que algumas vezes apresenta-se subdividida em duas camadas. No
interior de cada tubulo espermatico, encontram-se as células germinais
masculinas, nos seus diferentes estadios de desenvolvimento, bem como
outras células que lhes sao associadas. Correspondem os tubulos testiculares,

quanto a sua origem e desenvolvimento, aos tubulos dos ovarios, sendo por

isso comumente chamados foliculos testiculares (Maranhdo, 1978 apud
Azeredo-Oliveira, 1990), (Figura 2 b; Figura 3 b).
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3.2. Morfologia Interna do Tubulo Testicular

O tdbulo testicular (Esquema 1 b) é constituido por quatro regides:
germario, zona de crescimento, zona de maturagéo, zona de transformagéo. O
germario esta situado na porgdo apical do tubulo e €& responsavel pela
formacao das espermatogodnias; na sua porg¢ao superior, possui uma célula
germinativa, com fungéo trofica, denominada célula apical. A partir do germario
as espermatogdnias sao gradualmente deslocadas para regido proximal
(regiao adjacente ao canal eferente) do tubulo, originando uma sucessao de
zonas de acordo com o grau de desenvolvimento. A zona de crescimento
caracteriza-se pelo encistamento, multiplicagdo e aumento de tamanho das
espermatogdnias que se transformam em espermatdcitos de primeira ordem.
Na zona de maturacdo os espermatdcitos primarios sofrem duas divisbes
meidticas para transformarem-se em espermatides. Finalmente, na zona de
transformacdo ocorre a espermiogénese, isto €, a diferenciacdo das
espermatides em espermatozoéides (Schuetz, 1989; Azeredo-Oliveira, 1990).

As espermatogdnias transformam-se em espermatozoides através de
uma série de divisbes das quais resultam células espermaticas primarias,
comumente ligadas umas as outras centralmente por pontes protoplasmaticas.
Essa ligacdo das células assume uma disposicao radial, com aspecto
caracteristico rosaceo, quando o conjunto de células é visto em corte
transversal. Na maioria dos casos, cada grupo de espermatogdnias apresenta-
se incluido em um invélucro celular, conhecido como cisto espermatico. As
espermatogdnias, dentro de cada cisto, continuam a se multiplicar até a fase
de espermatozoide. Posteriormente, os cistos se degeneram e s&o dissolvidos,

ficando os espermatozdides reunidos em feixes localizados geralmente na

parte inferior do tdbulo testicular, nas proximidades do canal da saida
(Azeredo-Oliveira, 1990).
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Fig. 1. a) Panstrongylus megistus, macho. b) Panstrongylus herreri, macho. c)
Panstrongylus megistus, macho (I), Panstrongylus herreri, macho (Il) (Aumento=
1,3x).
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Esq. 1. (a) Aparelho reprodutor masculino. Organizagdo geral esquematica: Te-
testiculos; Vd-vaso deferente; Epd-epididimo; Vs-vesiculas seminais;

Gla-glandulas acessoérias; Dej-duto ou canal ejaculador; Pen-pénis; Gp-
gonoporo (BARTH, 1956 - com modificagdes).
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Esq. 1. (b) Aparelho reprodutor masculino. Tubulo testicular: Ger-germario; Zc-
zona de crescimento; Zm-zona de maturagao; Zt-zona de transformacao;
Cap-célula apical ou de Verson; Epg-espermatogénias; Epc-
espermatdcitos; Epm-espermatides; Epz-espermatozéides; Ce-canal
eferente; Be-bainha epitelial (BARTH, 1956 - com modificagdes).
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Fig. 2. Panstrongylus megistus. a) Visao geral do aparelho reprodutor masculino. I)
testiculo, ll) vaso deferente, Illl) glandula acessoria (Aumento=8,4x). b)
Disposicdo dos tubulos seminiferos apods dissec¢é@o. As regides A, B, C do
tubulo seminifero contém respectivamente: células espermatogoniais; células
meiodticas e espermatides e espermatozédides (Aumento= 12,6 x).
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Panstrongylus herreri. a) Visao geral do aparelho reprodutor masculino: 1)
testiculo, Il) vaso deferente, lll) glandula acesséria (Aumento=8,4 x). b)
Disposicédo dos tubulos seminiferos apés dissec¢&o. Os tubulos indicados pelos
numeros 6 e 7 sdo maiores e mais espessos que os demais (Aumento=12,6 x).
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3.3. Coloragao com Orceina Lacto-Acética.

Os resultados obtidos utilizando a técnica de esmagamento dos testiculos
de machos jovens do género Panstrongylus e posterior coloragdo com orceina
lacto-acetica acrescentaram novas informagbes sobre a meiose destes
triatomineos e confirmaram alguns dados citogenéticos ja relatados na
literatura, como por exemplo o cariétipo das espécies analisadas:
Panstrongylus megistus com 9 bivalentes autossdmicos e 3 cromossomos
sexuais (Figura 4 a) e Panstrongylus herreri, com 10 bivalentes autossdémicos
e trés cromossomos sexuais (Figura 4 c) nas células metafasicas |. Nas
metafases |l estudadas, observou-se n=9+X;X,Y em P. megistus (Figura 4 b),
e n= 10+ X,X;Y (Figura 4 d) em P. herreri. Todas as células metafasicas I

apresentaram cromossomos sexuais X X,Y.
3.3.1. Panstrongylus megistus

(Figuras 5 -7)

-

Os nucleos poliploides das células nutritivas da parede do tubulo
testicular apresentam um uUnico corpusculo heteropicnético com estruturas
vesiculares em seu interior, podendo-se observar regiées claras ao redor deste

corpusculo (Figura 5 a-b).

A espermatogénese em triatomineos € cistica, isto €, as células sao
contidas em um invélucro, formando uma simples camada de células, de
origem mesodérmica. Os cistos constituem grupos isogénicos de células
(Schuetz, 1989). Na figura 5 (c) observa-se um cisto espermatogonial com seis

espermatogonias.

Os nucleos interfasicos das células espermatogoniais dos tubulos
testiculares apresentam corpusculos heteropicnéticos em sua periferia,

algumas vezes estes corpusculos situam-se ao centro (Figura 5 d).

As metafases espermatogoniais dos tubulos testiculares sao diploides
(18+X4X.Y) e apresentam cromossomos dispostos por toda placa equatorial

unidos por filamentos cromatinicos (Figura 5 e-g).

Os nulcleos de estadio confuso da préfase | exibem corpusculos

heteropicnéticos provavelmente formados pelos cromossomos sexuais. Estes

corpusculos sao observados nas formas bi e tripartidas (Figura 6 a-c). As fases
mais adiantadas do estadio confuso tornam mais evidente a heteropicnose dos

cromossomos sexuais (Figura 6 d-f). No diploteno da profase | pode-se
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observar um maior grau de condensagdo dos Cromossomos sexuais em

relagéo aos autossomos (Figura 6 f-h).

A metafase | da meiose sob vista lateral apresenta cromossomos
justapostos formando uma espécie de “fileira cromossdmica” (Figura 6 i). Na
visdo frontal da placa metafasica os cromossomos ndo se dispbem em uma
mesma orientagdo e os heterocromossomos ora situam-se ao centro, ora na

periferia da placa (Figura 6 j-).

Na metafase || da meiose a visdo sob angulo lateral € semelhante aquela
da metéfase |, exceto pelo fato dos autossomos estarem mais delgados devido
a divisdo reducional (Figura 6 m). A vista frontal, geralmente, os autossomos
apresentam disposi¢do anelar com os cromossomos sexuais ao centro (Figura

6 m-n).

Na anafase meidtica ha uma migragdo progressiva dos cromossomos
para os polos celulares (Figura 7 a-e), atingindo entdo o estadio telofasico
(Figura 7 f).

No inicio da espermiogénese as espermatides s&o arredondadas e
apresentam grandes corpusculos condensados ao centro (Figura 7 g-h).
Conforme se processa a diferenciagdo os corpusculos adquirem aspecto

diminuto enquanto as espermatides iniciam um processo gradual de

alongamento celular (Figura 7 i-0).

Nas fases mais adiantadas da espermiogénese o alongamento celular &
nitidamente percebido (Figura 7 p-q) e no final do processo & possivel

observar feixes de espermatozoides (Figura 7 r).
3.3.2. Panstrongylus herreri
(Figuras 8-10)

Os nucleos polipldides das células nutritivas da parede do tubulo
testicular apresentam um corpusculo heteropicnético Unico e bipartido. E
comum a observagdo de vesiculas claras no interior destes corpusculos e na

maioria das vezes um halo claro circundando-os (Figura 8 a-b).

Os nucleos interfasicos das células espermatogoniais possuem pequenos

blocos condensados em sua periferia (Figura 8 c-d).

As prometafases e metafases espermatogoniais (20+X;X;Y) apresentam

os cromossomos unidos por pontes cromatinicas (Figura 8 e-h) e ndo ha um
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arranjo ordenado dos cromossomos, sendo que estes ocupam toda a placa

equatorial.

Os nucleos do inicio da préfase | da meiose (estadio confuso) evidenciam
um unico bloco heteropicnoético formado provavelmente pelos cromossomos
sexuais (Figura 9 a-c). Com o avangar dessa fase, pode-se notar que os
blocos heteropicnéticos dos nucleos do estadio confuso tornam-se mais
evidentes (Figura 9 d-h). No dipléteno estes blocos heteropicnéticos

representam caracteristicamente os cromossomos sexuais (Figura 9 i-l).

As metafases da primeira divisdo meiodtica ndo seguem uma mesma
orientagcao sendo que 0s Cromossomos sexuais aparecem ora no centro, ora
na periferia (Figura 9 m-n). J& as metafases da segunda divisao apresentam
uma disposicdo anelar dos autossomos com 0S Cromossomos sexuais ao

centro unidos por filamentos cromatinicos (Figura 9 o-q).

Nas anafases meidticas sdo observados cromossomos com migragdo

tardia (Figura 10 a-g). Ha sugestbées de trabalhos anteriores indicando que

esses cromossomos observados em outros triatomineos sejam os

cromossomos sexuais (Azeredo-Oliveira, 1990).

Na espermiogénese nota-se que as espermatides iniciais possuem forma
arredondada e apresentam diminutos corpusculos condensados (Figura 10 h-
i). Com o avancgar da espermiogénese as células alongam-se (Figura 10 j-0)

até originarem os espermatozoéides que apresentam-se em feixes (Figura 10 p-
Q).
A tabela 1 resume e compara os principais resultados obtidos através da

tecnica de esmagamento e posterior coloragdo com orceina lacto-acética, nos

tubulos testiculares dos machos das duas espécies do género.
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TABELA 1

Comparagao dos principais resultados obtidos através da técnica de orceina lacto-acética, em
testiculos de machos adultos jovens das espécies Panstrogylus megistus e Panstrongylus

herreni:

ESTRUTURAS :
CELULARES DO TUBULO
TESTICULAR

P. megistus

P. herreri

1) Nucleos polipléides da
parede do tubulo
testicular

> Um dnico corpusculo
heteropicnético com halo claro ao
redor.

> Vesiculas no interior do
corpusculo.

> Um Gnico corplsculo heteropicnético
com halo claro ao redor.
> Vesiculas no interior do corptsculo.

2) Nucleos interfasicos das
células
espermatogoniais

> Corpusculos heteropicnéticos na
periferia do nicleo e espalhados em
seu interior.

> Corpusculos heteropicndticos na
periferia do nicleo e espalhados em seu
interior.

3) Metafases
espermatogoniais

> 18+XXY.
> Com pontes cromatinicas unindo
0S Cromossomos.

> 20+X4 %Y.
> Com pontes cromatinicas unindo os
Cromossomos.

4) Nucleos da profase | da
meiose (estadio confuso)

> Os Cromossomos Sexuais
formam corpusculo heteropicnético
unico, bi e tripartido.

> Cromossomos sexuais formando
corpusculos heteropicnético unico, bi e
tripartido.

5) Nucleos da profase | da
meiose (dipléteno-
diacinese)

> Figuras quiasmaticas sao
observadas.

> Os Cromossomos sexuais
apresentam-se heteropicnéticos

> Figuras quiasmaticas sao observadas.
> Os Cromossomos sexuais
apresentam-se heteropicnéticos.

6) Metafases da primeira
divisao meidtica

% 9 bivalentes autossomicos e 3
cromossomos sexuais X1 X.Y.

> Nao ha ordenagao na disposi¢ao
dos cromossomos sexuais as vezes
na periferia, as vezes no centro.

< 10 bivalentes autossdmicos e 3
cromossomos sexuais X;X;Y.

> CromossSomos sexuais aparecem no
centro unidos por pontes cromatinicas.

7) Metafases da segunda
divisdo meidtica

9 autossomos e X;X,Y (sexuais).
>-Autossomos dispostos
radialmente na periferia da placa,
enquanto 0S Cromossomos sexuais
situam-se ao centro do anel unidos
por pontes cromatinicas.

10 autossomos e X;X;Y (sexuais).
“>-Autossomos dispostos radialmente na
periferia da placa, enquanto os
Cromossomos sexuais situam-se ao
centro do anel unidos por pontes
cromatinicas.

8) Anafases meioticas

> Nao foi observada a presenga de
Cromossomos com migragao tardia.

> Presencga de cromossomos com
migragio tardia, possivelmentre sendo
estes 0s sexuais.

09) Espermatides

>Presenga de um corpusculo
condensado no inicio da
espermiogénese.

“>Presenga de um corpusculo
condensado no inicio da
espermiogénese.
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Fig. 4. Caridtipos meiédticos das espécies Panstrongylus megistus e Panstrongylus
herren. P. megistus: (a) Metafase da primeira divisdo meiética e respectivo
cariétipo com 9 bivalentes autossémicos e 3 cromossomos sexuais (X1X;Y). (b)
Metafase da segunda divisdo meidtica e seu caridtipo (9A+X,X,Y). P. herren: (c)
Metafase da primeira divisao meidtica com 10 bivalentes autossomicos e 3
cromossomos sexuais (XiX,Y). (d) Metafase da segunda divisdo meidtica e
correspondente caridtipo  (10A+X;X;Y). A=autossomos, S=cromossomos
sexuais. Escala=5um.
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Fig. 5. Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de orceina lacto-
aceética. (a-b) Nucleos poliploides das células nutritivas da parede do tubulo
com unico corpusculo heteropicnético. Observa-se também vesiculas no
interior do corpusculo e a presenga de regides menos coradas ao redor deste.
(c) Cisto espermatogonial. (d) Nucleos interfasicos das células
espermatogoniais. Observar os corpusculos heterocromaticos espalhados no
interior do nucleo. As setas indicam corpusculos heteropicnoéticos na periferia
do nucleo. (e-g) Metafases espermatogoniais. As setas indicam filamentos
cromatinicos unindo os cromossomos. Escala=10um.
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Fig. 6. Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de orceina lacto-
acética. (a-c) Nucleos no inicio da préfase | meidtica (estadio confuso) com trés
corpusculos heteropicnéticos formados pelos cromossomos sexuais. (d-e)
Nucleos em estadio mais adiantado da profase I. A seta indica os cromossomos
sexuais. (f-h) Nucleos da préfase | meidtica (dipléteno-diacinese). As setas
indicam os cromossomos sexuais. (i-l) Metafases da primeira divisdo meiética
com 9 bivalentes autossdmicos e trés cromossomos sexuais indicados pelas
setas. (m-n) Metafases da segunda divisdo meiética com 9 autossomos e trés
cromossomos sexuais. Notar que os autossomos sdo dispostos em anel e os
cromossomos sexuais situam-se no centro deste. Escala=10pm.
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Fig. 7. Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de orceina lacto-
acética. (a-e) Anafases meidticas com auséncia de cromossomos de migragao
tardia. (f) Teléfases meidticas. (g-h) Espermatides no inicio da
espermiogénese. As setas indicam a presenga de corpusculos no inicio da
diferenciagdo celular. Observar a forma amedondada das células. (i-n)
Espermatides nos estadios mais adiantados da espermiogénese. Notar que as
células tomam-se progressivamente alongadas. As setas indicam diminutos
corpusculos heteropicnéticos. (o-q) Espermatides na fase final da
espermiogénese. (r) Feixes de espermatozodides. Escala=10um.
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Tabulos testiculares de P. hemen submetidos a técnica de orceina lacto-
acética. (a-b) Nucleos polipldides das células nutritivas da parede do tubulo
com unico corpusculo heteropicnético. Notar presenga de vesiculas no
interior do corpusculo. (c-d) Nuacleos interfasicos das células
espermatogoniais. Observar os corpusculos heteropicnoéticos espalhados no
interior do nucleo. As setas indicam corpusculos heteropicnéticos na periferia
do nucleo. (e-h) Metafases espermatogoniais. As setas indicam filamentos
cromatinicos unindo os cromossomos. Escala=10um.
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Fig. 9. Tubulos testiculares de P. herreri submetidos a técnica de orceina-lacto acética.
(a-c) Nucleos no inicio da préfase | meibtica (estadio confuso). As setas indicam
os corpusculos heteropicnéticos formados pelos cromossomos sexuais. (d-h)
Nucleos em estadio mais adiantado da profase |. As setas indicam os
cromossomos sexuais heteropicnéticos. (i-l) Nucleos da préfase | meidtica
(dipléteno-diacinese). As setas indicam o0s cromossomos sexuais. (m-n)
Metafases da primeira divisdo meidtica com 10 bivalentes autossémicos e trés
cromossomos sexuais indicados pelas setas. (0-q) Metafases da segunda
divisdo meidtica com 10 autossomos e trés cromossomos sexuais. Notar que os
autossomos sdo dispostos em anel e os cromossomos sexuais situam-se no
centro deste. Escala=10um.
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Fig. 10. Tubulos testiculares de P. hemen submetidos a técnica de orceina-lacto
aceética. (a-g) Anafases meidticas. As setas indicam cromossomos com
migracao tardia. (h-i) Espermatides no inicio da diferenciagdo celular. As setas
indicam a presenga de corpusculos heteropicnéticos na periferia da célula.
Observar a forma arredondada das células. (j-0) Espermatides nos estadios
mais adiantados da espermiogénese. Notar o alongamento progressivo das
células. (p-q) Espermatides na fase final da espermiogénese. Escala =10um.
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3.4. Impregnacgao com Nitrato de Prata

O estudo comparativo entre as caracteristicas nucleolares apresentadas
durante a espermatogénese de Panstrongylus megistus e Panstrongylus
herreri propiciaram um melhor entendimento da biologia celular destes insetos.
Nossos resultados indicam que na ordem Heteroptera, apdés a profase |
meidtica, ocorre fragmentacdo do nucléolo, diferente de grande parte dos
organismos estudados em que ocorre desaparecimento nucleolar apés esta

fase.
3.4.1. Panstrongylus megistus
(Figuras 11-18)

Os nucleos poliploides das células nutritivas da parede do tubulo
apresentam um corpusculo impregnado pelos ions prata. No interior deste
corpusculo sao observadas vesiculas menos impregnadas e ao seu redor

existe um halo nucleolar tenuemente corado (Figura 11 a-b).

Os nucleos interfasicos das células espermatogoniais apresentam corpos
nucleolares periféricos ou centrais. Em estadios interfasicos iniciais observa-se

corpusculos nucleolares espalhados no interior do nucleo (Figura 11 c-g).

Os nucleos no inicio da préfase | da meiose (estadio confuso)
apresentam regiao nucleolar nitidamente impregnada pelos ions prata. Nesta
fase & possivel observar ligagdo de autossomos ao nucléolo, provavelmente
cromossomos organizadores nucleolares (Figura 11 h-m). Os nucleos em fase
mais adiantada do estadio confuso possuem marcagdo nucleolar ténue,
ligacdo com alguns autossomos e 0s cromossomos sexuais sao fortemente

impregnados pela prata (Figura 11 n-q).

Os nucleos diploténicos da profase meidtica apresentam regido nucleolar
impregnada pela prata. Nesta fase € possivel observar que os cromossomos
sexuais encontram-se fortemente envolvidos pela regido nucleolar (pois a
regido torna-se mais levemente corada e possibilita a detec¢gdo morfologica
dos heterocromossomos). Esta caracteristica indica que estes cromossomos
possuem RON, também € evidente a ligagdo de autossomos ao nucléolo

(Figura 12 a-l).

Na diacinese a regido nucleolar é levemente impregnada. Nesta fase é

possivel observar a ligagdo dos cromossomos sexuais e de pelo menos um

autossomo ao nucléolo (Figura 12 m-p).
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Nas metafases da primeira divisdo meidtica alguns dos autossomos
apresentam impregnacdo pela prata e os cromossomos sexuais estdo

individualizados. Nesta fase € possivel observar um dos autossomos ligado a

corpusculos impregnados pelos ions prata. E importante ressaltar que na

metafase da primeira divisdo meidtica comegam a aparecer fragmentos e
corpusculos nucleolares dispersos no interior do nucleo (Figura 13 b-o, Figura
14 a-b). A metafase da segunda divisdo meidtica também apresenta
corpusculos e fragmentos impregnados pelos ions prata no interior do nucleo

(Figura 14 c-i).

Na anafase meidtica os cromossomos migram progressivamente para os
polos celulares e o nucleo apresenta varios fragmentos e corpusculos
nucleolares. Nesta fase cada podlo celular exibe varios corpos nucleolares
(Figura 14 j-m). Na telofase meidtica o nucleo celular reaparece gradualmente

e é possivel verificar fragmentos impregnados pelos ions prata (Figura 14 n-o).

No inicio da espermiogénese as espermatides apresentam um corpusculo
nucleolar na periferia nuclear (Figura 14 p-q). No decorrer da diferenciagéo as

marcagOes desaparecem (Figura 14 r).
3.4.2. Panstrongylus herreri
(Figuras 15-18)

Os nucleos poliploides das células nutritivas da parede do tabulo
apresentam um corpusculo impregnado pelos ions prata com vesiculas no seu
interior. Estes nucleos também apresentam halo nucleolar levemente corado

ao redor do corpusculo e em certas partes da cromatina (Figura 15 a-b).

Os nucleos interfasicos das células espermatogoniais possuem
corpusculos nucleolares na periferia ou centro nuclear. No inicio da intérfase
os corpusculos nucleolares estao espalhados no interior do nucleo (Figura 15
c-g).

Os nucleos em inicio de profase (estadio confuso) apresentam varios
corpusculos nucleolares em seu interior e uma regidao de nucléolo mais
fortemente impregnada pelos ions prata (Figura 15 h-m). Em estadios mais
adiantados da préfase | meiética os cromossomos sexuais sao fortemente
impregnados pela prata e observa-se a ligagdo de autossomos a regiéo

nucleolar (Figura 15 n-p e Figura 16 a-c).
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O dipldéteno da profase meidtica apresenta cromossomos sexuais
fortemente impregnados pelos ions prata; isto fica evidente pelo fato da regiao
nucleolar coincidir com a localizagao dos heterocromossomos. Adicionalmente
nesta fase pode-se observar a ligagdo de um ou dois autossomos a regiao

nucleolar (Figura 16 d-m).

Na diacinese o corpusculo nucleolar, com formato arredondado, néo é
mais observado, sendo que em seu lugar estdo 0s cromossomos sexuais
fortemente impregnados pela prata. Nesta fase ocorre a ligagéo cromatinica de
um ou dois autossomos aos cromossomos sexuais (Figura 16 n-q, Figura 17 a-
b).

Na metafase da primeira divisdo meidtica os cromossomos sexuais
apresentam-se individualizados e os bivalentes autossdmicos estdo bastante
condensados. Neste estadio aparecem corpusculos e fragmentos nucleolares
ao lado do material nuclear, provavelmente originarios da desorganizagao

nucleolar (figura 17 c- ).

A metafase da segunda divisdo meibtica apresenta cromossomos sexuais
ligados entre si e posicionados no centro do anel formado pelos autossomos.
Nestas células também s&o observados corpusculos e fragmentos nucleolares

(figura 17 I-n, figura 18 a-c).

A anafase meidtica apresenta cromossomos de migragao tardia. Nesta
fase sdo observados corpusculos e fragmentos nucleolares espalhados no

interior da célula em divis&o (figura 18 d-l).

As espermatides no inicio da espermiogénese apresentam corpusculos

nucleolares periféricos (figura 18 m-o0) e com a diferenciagéo, estas marcagdes

pelo nitrato de prata desaparecem (figura 18 g-s)

A tabela 2 contém uma comparagéo dos principais resultados observados

através da coloragdo com nitrato de prata.
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TABELA 2

Comparagao dos principais resultados obtidos através da impregnagao com nitrato de prata, em
testiculos de machos adultos jovens das espécies Panstrongylus megistus e Panstrongylus

herren:

ESTRUTURAS
CELULARES DO
TUBULO TESTICULAR

P. megistus

P. herreri

1) Ndcleos polipléides da
parede do tibulo
testicular

»>Presencga de corptsculo nucleolar
com vesiculas e de halo nucleolar
ao redor deste.

“>Presenga de corplsculo nucleolar com
vesiculas e halo nucleolar ao redor deste
e em certas partes da cromatina.

2) Nucleos interfasicos das
células
espermatogoniais

“Presenga de corplsculos
nucleolares centrais ou periféricos.
Também sdo observados
corpusculos nucleolares espalhados
no interior do ndcleo em estadios
mais iniciais.

>Presenga de corplsculos nucleolares
centrais ou periféricos. Também sio
observados corpisculos nucleolares
espalhados no interior do niicleo em
estadios mais iniciais.

3)Nucleos da profase | da
meiose (estadio confuso)

“>-Presenga de corpusculo nucleolar
fortemente impregnado pela prata.
>Cromossomos ligados a regido
nucleolar. >

“>Presencga de varios pontos nucleolares
no interior do nucleo e de um corpusculo
nucleolar fortemente impregnado.

4) Nucleos da profase
meibtica (estadio confuso)
em fase mais adiantada

>Presenca de marcagao nucleolar
ténue e cromossomos sexuais
fortemente impregnados pelos ions
prata.

>Ligagao de autossomos a regido
nucleolar.

“>N3ao se observa o formato
caracteristico do nucléolo e os
cromossomos sexuais sao fortemente
impregnados pela prata.

Ligagao de autossomos aos
Cromossomos sexuais.

5) Nucleos da profase | da
meiose (dipléteno)

“>Presenca de regido nucleolar
impregnada por ions prata, com
cromossomos sexuais envolvidos
nesta regiao.

“»Ligagdo de um ou dois
autossomos a regido nucleolar

>Presenga de cromossomos sexuais
fortemente impregandos pelos ions
prata.

“>Ligagdo de um ou dois autossomos a
regido nucleolar.

6) Nucleos da profase | da
meiose (diacinese)

>Cromossomos sexuais fortemente
impregnados pela prata e regiao
nucleolar tenuemente corada.
“>Ligagdo de pelo menos um
autossomo a regido nucleolar.

>Cromossomos sexuais fortemente
impreganados pelos ions prata e
desaparecimento da regido nucleolar
caracteristica.

>Ligagdo de um ou dois autossomos
a0s Cromossomos sexuais.

7) Metafases da primeira
divisdo meiotica

“>Alguns bivalentes autossémicos
apresentam impregnacao pelos ions
prata.

>-Presenga de um autossomo
ligado a corptsculos impregnados
pelos ions prata.

“>-Presenca de fragmentos e
corpusculos nucleolares no interior
da célula.

>-Bivalentes autossdmicos bastante
condensados.

> Presenga de fragmentos e
corpusculos nucleolares no interior da
célula.

8)Metafases da segunda
divisdo meidtica

“>Presenca de corpusculos e
fragmentos nucleolares no interior
da célula.

“>Presenca de corpusculos e fragmentos
nucleolares no interior da célula.

9)Anafases meioticas

>Presenca de corplsculos e
fragmentos nucleolares em cada
polo da célula em divisdo.

>Presencga de corpusculos e fragmentos
nucleolares em cada pélo da célula em
divisdo.

>Presenga de cromossomo com
migragéo tardia

10)Espermatides

“>Presenga de corpusculo nucleolar
na periferia nuclear.
>Desaparecimento do corptisculo
apds diferenciagao.

>Presenga de corpusculo nucleolar na
periferia nuclear.

“-Desaparecimento do corpusculo apés
diferenciacgao.
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Fig. 11. Tuabulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de impregnagao por
ions prata. (a-b) Nucleos polipléides das células nutritivas da parede do tubulo
com corpusculo impregnado pela prata. Notar vesiculas no interior do
corpusculo e o halo nucleolar ao redor deste. (c-h) Nucleos interfasicos das
células espermatogoniais dos tubulos. Observar corpusculos nucleolares
dispersos em (c). As setas indicam corpos nucleolares que ora estdo no
centro, ora na periferia do nucleo. (i-q) Nucleos em préfase | da meiose
(estadio confuso). As setas maiores indicam a regido nucleolar. Notar a ténue
ligagdo dos autossomos ao nucléolo. A seta menor indica 0s cromossomos
sexuais fortemente marcados. Em (n-0) pode ser observada uma menor
marcagao na regiao nucleolar (pontas de seta). Escala=10um.
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Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de impregnagéo por
ions prata. (a-l) Nucleos em profase | da meiose (dipléteno). As setas maiores
indicam a regido nucleolar e as menores indicam a ligagdo de autossomos ao
nucléolo. (m-p) Nucleos em préfase | da meiose (diacinese). As setas maiores
indicam a regido nucleolar e as menores a ligacdo de autossomos a essa
regido. Observar que nesta fase houve uma ténue impregnacdo pelos ions
prata. Escala=10pm.
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Fig. 13. Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de impregnagao por
ions prata. (a) Nucleo em profase | da meiose (diacinese). Notar a leve
impregnacdo pelos ions prata na regido nucleolar e a ligagdo de um
autossomo a esta regido. (b-0) Metafases da primeira divisdo meiédtica. As
pontas de seta indicam corpusculos impregnados pelos ions prata ligados a
autossomos. As setas assinalam corpusculos e fragmentos nucleolares
dispersamente localizados. Escala=10um.
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Fig.14. Tabulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de impregnagéo por
ions prata. (a-b) Metafases da primeira divisdo meiética. As pontas de seta
indicam os cromossomos sexuais e as setas fragmentos e corpusculos
nucleolares dispersos na célula. (c-i) Metafases da segunda divisao meiotica. A
ponta de seta assinala os cromossomos sexuais e as setas indicam
corpusculos e fragmentos impregnados pelos ions prata. (j-m) Anafases
meiéticas. As setas indicam corpusculos e fragmentos impregnados pelos ions
prata. (n-0) Teloéfases meidticas com setas indicando fragmentos nucleolares.
(p-q) Espermatides no inicio da espermiogénese com presenca de corpusculos
nucleolares. (r) Espermatides em estadio mais adiantado da espermiogénese
com auséncia de marcagdo pelos ions prata. Escala=10um.
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Fig. 15. Tubulos testiculares de P. herren submetidos a técnica de impregnagao por
ions prata. (a-b) Nucleos polipléides das células nutritivas da parede do tubulo
com corpusculo impregnado pelos ions prata. Notar a presenca de vesiculas
no interior deste corpusculo e o halo nucleolar levemente marcado ao redor
deste e em certas partes da cromatina. (c-g) Nucleos interfasicos das células
espermatogoniais dos tubulos. Notar a presenga de corpusculos nucleolares
dispersos em (c). As setas assinalam regides nucleolares centrais e periféricas
ao nucleo. (h-p) Nucleos em préfase | da meiose (estadio confuso). Notar a
ligagdo de autossomos ao nucléolo. As setas maiores indicam corpusculos
nucleolares e a menor indica os cromossomos sexuais fortemente

impregnados em (p). Escala=10um.
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Fig. 16. Tubulos testiculares de P. herreni submetidos a técnica de impregnagao por
jons prata. (a-c) Nucleos da profase | da meiose (estadio confuso). As setas
indicam autossomos ligados ao corpusculo nucleolar. (d-m) Nucleos
diploténicos. As setas maiores indicam corpusculos nucleolares,
provavelmente envolvendo os cromossomos sexuais € as menores assinalam
a ligagdo de autossomos a regido nucleolar. (n-q) Nucleos da préfase | da
meiose (diacinese). Notar os cromossomos sexuais fortemente impregnados
pelos ions prata. As setas indicam ligagdes cromatinicas entre alguns
autossomos e os cromossomos sexuais. Escala=10pm.
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Fig. 17. Tubulos testiculares de P. herreri submetidos a técnica de impregnagdo por
ions prata. (a-b) Nucleos da préfase | da meiose (diacinese). Observar os
cromossomos sexuais fortemente corados pelo nitrato de prata (pontas de
seta). (c-j) Metafases da primeira divisdo meidtica. As pontas de seta
assinalam os cromossomos sexuais e as setas indicam corplsculos e
fragmentos nucleolares dipersos na célula. (I-n) Metafases da segunda divisao
meiotica. Notar o bloco formado pelos cromossomos sexuais no centro do
anel de autossomos. As setas indicam corpusculos e fragmentos impregnados
pelos ions prata. Escala=10um.
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Fig. 18. Tubulos testiculares de P. herreri submetidos a técnica de impregnagéo por
jons prata. (a-c) Metafases da segunda divisdo meidtica. Observar a
disposigdo anelar dos autossomos com 0s Cromossomos sexuais ao centro.
As setas indicam corpusculos e fragmentos nucleolares. (d-I) Anéafases
meidticas. As setas maiores indicam cromossomos de migragc&o tardia e as
menores assinalam corpusculos e fragmentos impregnados pelos ions prata.
(m-p) Espermatides na fase inicial da espermiogénese. Observar a presenca
de um corpusculo nucleolar em cada célula. (q-s) Espermatides em estadio de
diferenciagdo mais adiantado com auséncia de impregnag&o pelos ions prata.
Escala=10pum.
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3.5. Bandamento-C

Os resultados desta etapa do trabalho apresentam algumas
caracteristicas diferenciais entre as duas espécies estudadas, como padrao
heterocromatico distinto na profase meidtica das duas espécies e confirmam
alguns dados da literatura em relagdo ao comportamento predominantemente
heterocromatico dos cromossomos sexuais em Heteroptera. Nossos resultados
também auxiliam no entendimento da teoria de fragmentagdo de um Unico
cromossomo X originando os demais, pois estes cromossomos sexuais

possuem comportamento semelhante em resposta a técnica empregada.
3.5.1. Panstrongylus megistus
(Figuras 19-21)

Os nucleos poliploides das células nutritivas da parede do tubulo

testicular apresentam um unico corpusculo heterocromatico (Figura 19 a-b).

Os nucleos interfasicos das células espermatogoniais dos tubulos
testiculares geralmente apresentam dois ou trés corpusculos heterocromaticos
na periferia do nucleo e algumas vezes estes corpusculos estdo espalhados

no interior do nucleo (Figura 19 c-e).

As metafases espermatogoniais apresentam marcagdo nas regides
cromossomicas terminais e em certos casos os cromossomos sdo totalmente

heterocromaticos (Figura 19 f).

Os nucleos no inicio da profase | da meiose (estadio confuso) possuem
trés corpusculos heterocromaticos evidentes, provavelmente formados pelos
cromossomos sexuais (Figura 19 g-i). Em uma fase mais adiantada do estadio
confuso o0s cromossomos adquirem um maior grau de condensacdo e €
possivel observar que as regides heterocromaticas sdo espalhadas ao longo
dos cromossomos, sendo que 0s cromossomos sexuais continuam totalmente

heterocromatinizados (Figura 19 j-q e Figura 20 a-b).

No dipléteno-diacinese da préfase | meidtica as cromatides apresentam
um aspecto de cruz ou anel (quiasmas) que refletem a ocorréncia de crossing-
over. Nesta fase alguns bivalentes autossomicos exibem regi6es

heterocromaticas e outros sdo totalmente heterocromaticos (Figura 20 c-t). E

importante ressaltar o comportamento dos cromossomos sexuais nesta fase.

Os cromossomos X ora apresentam-se heterocromaticos (Figura 20 j, o, q), ora

eucromaticos (Figura 20 f, g, 1) e o Y sempre esta heterocromatico como
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sugere a literatura (Figura 20 c-t). A resposta dos cromossomos X a técnica de
bandamento-C indica que estes cromossomos possuem um consideravel grau
de semelhancga entre si, e possivelmente a origem dos varios cromossomos X

em Heteroptera é a fragmentagéo de um unico X.

Nas metafases da primeira e segunda divisGes meidticas é caracteristico
em Heteroptera os cromossomos estarem bastante condensados, dificultando
0 bandamento cromossomico, que € melhor evidenciado nos estadios
profasicos. Na metéfase | os heterocromossomos geralmente apresentam-se
individualizados (Figura 21 a-c). Na metafase Il da meiose estes cromossomos
estao posicionados ao centro do arranjo anelar dos autossomos e apresentam-
se unidos, formando um pseudo-trivalente, pelo fato de possuirem segregacgéo

pos-reducional (Figura 21 d-f).

Na anafase meidtica os cromossomos migram gradualmente para os
polos da célula e néo foi observada ocorréncia de cromossomos com migragéo
tardia (Figura 21 g-m). Na teléfase ocorre reconstituigdo nuclear sendo que as
células inicialmente permanecem unidas por pontes cromatinicas (Figura 21 n-

0). Nestas fases nédo € possivel a observagao de regides heterocromaticas.

Nas espermatides, no inicio da espermiogénese, existem pontos
heterocromaticos na periferia do nuacleo (Figura 21 p-q). Estes pontos

desaparecem conforme a diferenciagao celular avanga (Figura 21 r-t).
3.5.2. Panstrongylus herreri
(Figuras 22-24)

Os nucleos poliploides das células nutritivas da parede do tubulo

testicular apresentam unico corpusculo heterocromatico (Figura 22 a-b).

Os nucleos interfasicos das células espermatogoniais dos tubulos
testiculares apresentam dois ou trés corpusculos heterocromaticos na periferia

nuclear (Figura 22 c).

Os nucleos no inicio da profase | da meiose (estadio confuso)
apresentam varios pontos heterocromaticos espalhados por todo o interior

nuclear; também ¢é possivel observar os corpusculos heterocromaticos

formados pelos cromossomos sexuais (Figura 22 d-e).

Em estadios de maior condensagao cromossomica, na profase | meidtica,
os autossomos apresentam marcagbes heterocromaticas nas regides

teloméricas e os cromossomos sexuais continuam totalmente heterocromaticos
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como no inicio da préfase (Figura 22 f-i). Em fases mais adiantadas do estadio
confuso, além das marcagdes terminais, alguns autossomos possuem regides

banda-C positivas em suas regides centrais (Figura 23 a-g).

Na profase | (diploteno-diacinese) alguns bivalentes autossdomicos
possuem regides heterocromaticas e outros séo totalmente heterocromaticos.
Os cromossomos sexuais permanecem heterocromaticos por todo estadio
(Figura 23 h-r).

Nas metafases da primeira divisdo meidtica os autossomos estdo

bastante condensados e o0s cromossomos sexuais apresentam-se

individualizados (Figura 24 a-c). Na metafase Il os autossomos dispéem-se de
forma anelar e os heterocromossomos formam um bloco comportando-se como
um pseudo-trivalente (Figura 24 d-e). Nestas fases, devido a condensagao

cromossodmica, nao € possivel observar bandamento cromossdmico.

Na anafase meidtica ocorre migragao gradual dos cromossomos para 0s
polos celulares e um cromossomo apresenta migracao tardia (Figura 24 f-h).
Na teléfase ocorre reorganizag@o nuclear e é observada a presenga de pontes

cromatinicas entre as células filhas (Figura 24 i)).

Nas espermatides iniciais s&o observados pequenos pontos
heterocromaticos na periferia da célula (Figura 24 I-m), no decorrer da

diferenciacao celular estas marcagdes desaparecem (Figura 24 n-p).

Os principais resultados comparativos obtidos, através da técnica de

bandamento-C, encontram-se sumarizados na tabela 3.
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TABELA 3

Comparagédo dos principais resultados obtidos através da técnica de bandamento-C, em
testiculos de machos adultos jovens das espécies Panstrongylus megistus e Panstrongylus

herren:

ESTRUTURAS CELULARES
DO TUBULO TESTICULAR

P. megistus

P. herreri

1) Nucleos poliploides da
parede do tabulo
testicular

Unico corpusculo herocromatico.

>Unico corptisculo heterocromatico.

2) Ndcleos interfasicos das
células espermatogoniais

“Nucleos com 3 corpusculos
heterocromaticos proximos a
periferia.

>As vezes os corplsculos
heterocromaticos sao espalhados no
interior do nucleo.

“>Nucleos geralmente com 3
corpusculos heterocromaticos proximos
a periferia.

3) Metafases
espermatogoniais

>Marcagao na regido telomérica de
alguns cromossos.

“-Alguns cromossomos totalmente
heterocromaticos.

>Na&o observada.

4) Ndcleos da profase | da
meiose (estadio confuso)

“>-Presenga de 3 corpusculos
heterocromaticos, provavelmenpte os
Cromossomaos sexuais.

>Presenca de varios corpusculos
heterocromaticos no interior do nicleo.
> Cromossomos sexuais formam um
corpusculo heterocromatico.

5) Nicleos da profase
meidtica (estadio confuso)
em fase mais adiantada

>As regides heterocromaticas sao
dispersas ao longo dos
Cromossomos.

>0Os Cromossomos sexuais
apresentam-se como corpusculos
heterocromaticos.

“>Presenca de marcagdes
heterocromaticas nas regides terminais
e centrais dos cromossomos.
>Heterocromossomos observados

na forma de corpusculos
heterocromaticos.

6) Nucleos da profase | da
meiose (diploteno-diacinese)

“>-Alguns bivalentes autossémicos
apresentam-se totalmente
heterocromaticos e outros apenas
com regides heterocromaticas.

>0Os cromossomos sexuais X, ora
sao eucromaticos, ora
heterocromaticos.

“>Bivalentes autossémicos com regides
heterocromaticas ou totalmente
heterocromaticos.

“>-Cromossomos sexuais
heterocromaticos.

7) Metafases da primeira
| divisao meidtica

-9 bivalentes autossémicos e 3
Cromossomos sexuais
heterocromaticos.

<10 bivalentes autossémicos e 3
Cromossomos sexuais
heterocromaticos.

8) Metafases da segunda
divisao meiotica

<9 autossomos e 3 cromossomos
sexuais heterocromaticos  unidos
por pontes cromatinicas.

10 autossomos e 3 Cromossomos
sexuais heterocromaticos unidos por
pontes cromatinicas.

9)Anafases meidticas

>N3ao foi observada a presenca de
cromossomo com migragao tardia.

>Presenga de Cromossomo

migragao tardia.

10) Espermatides

>Nos estadios iniciais da
espermiogénese observa-se
corpusculos heterocromaticos na
periferia da célula.
“>-Desaparecimento dos corpusculos
heterocromaticos no decorrer da
diferenciagao.

“Nos estadios iniciais da
espermiogénese observa-se
corpusculos heterocromaticos na
periferia da célula.
“Desaparecimento dos corpusculos
heterocromaticos no decorrer da
diferenciagdo.

com
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Fig. 19. Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de bandamento-C.
(a-b) Nucleos polipléides das células nutritivas da parede do tubulo com unico
corpusculo heterocromatico. (c-) Nucleos interfasicos das células
espermatogoniais. Observar os corpusculos heterocromaticos espalhados no
interior do nucleo em (c). As setas indicam dois ou trés corpusculos
heterocromaticos na periferia do nucleo. (f) Metafase espermatogonial. As
setas indicam regiées cromossdmicas banda-C positivas. (g-i) Nucleos no
inicio da préfase | meidtica (estadio confuso) com trés corpusculos
heterocromaticos, provavelmente os cromossomos sexuais. (j-q) Nucleos em
fase mais avangada da profase | meidtica (estadio confuso). Notar que as
regides heterocromaticas sdo bastante espalhadas ao longo dos
cromossomos. As setas indicam o bloco heterocromatico formado pelos
cromossomos sexuais. Escala=10pm.
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Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de bandamento-C.
(a-b) Nucleos no estadio confuso da profase | meidtica com regides
heterocromaticas dispersas ao longo dos cromossomos. Notar o bloco
heterocromatico formado pelos cromossomos sexuais (seta). (c-t) Nucleos da
profase | meidtica (dipléteno-diacinese). As setas indicam os cromossomos
sexuais. Notar que ora os cromossomos X apresentam-se heterocromaticos
(i, 0, q) e ora eucromaticos (f, g, I). Escala =10um.
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Fig. 21. Tubulos testiculares de P. megistus submetidos a técnica de bandamento-C.
(a-c) Metafases da primeira divisdo meiética com 9 bivalentes autossémicos e
trés cromossomos sexuais indicados pelas setas. (d-f) Metafases da segunda
divisdao meidtica com 9 autossomos e trés cromossomos sexuais unidos por
pontes eucromaticas. Notar a posigcao dos heterocromossomos no centro do
anel formado pelos autossomos. (g-m) Anafases meioticas com auséncia de
cromossomos de migragao tardia. (n-0) Tel6fases meidticas com citocinese.
(p-q) Espermatides no inicio da espermiogénese. As setas indicam a presencga
de corpusculos heterocromaticos que desaparecem durante a diferenciagdo
celular (r). (s-t) Feixes de espermatozodides desprovidos de heterocromatina.

Secaa=iomm.
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Fig. 22. Tubulos testiculares de P. herreri submetidos a técnica de bandamento-C.
(a-b) Nucleos polipldides das células nutritivas da parede do tabulo com unico
corpusculo heterocromatico. (c) Nucleos interfasicos das células
espermatogoniais. As setas indicam dois ou trés corpusculos heterocromaticos
na periferia do nucleo. (d-e) Nucleos em inicio de profase | meidtica com
varios pontos heterocromaticos. As setas indicam os corpos heterocromaticos
formados pelos cromossomos sexuais. (f-i) Estadio mais adiantado da profase
(estadio confuso) com marcagdes heterocromaticas geralmente nas regides
teloméricas. As setas indicam o bloco heterocromatico formados pelos
cromossomos sexuais. Escala=10pm.
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Fig. 23. Tubulos testiculares de P. hemreri submetidos a técnica de bandamento-C.
(a-h) Nucleos em estadio confuso da profase | meidtica com corplsculos
heterocromaticos nas regides cromossomicas centrais (setas maiores) e
terminais (setas menores). Notar o bloco heterocromatico formado pelos
cromossomos sexuais. (i-r) Nucleos da préfase | da meiose (diploteno-
diacinese). As setas indicam os cromossomos sexuais heterocromaticos.
Escala =10um.
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Fig. 24. Tubulos testiculares de P. hemen submetidos a técnica de bandamento-C.
(a-c) Metafases da primeira divisdo meiética com 10 bivalentes autossémicos
e trés cromossomos sexuais indicados pelas setas. (d-e) Metafases da
segunda divisdo meidtica com 10 autossomos e trés cromossomos sexuais
heterocromaticos dispostos no centro do anel dos autossomos. Observar que
0S Cromossomos sexuais apresentam-se unidos por pontes eucromaticas.
(f-h) Anafases meiéticas, as setas indicam cromossomo com migragao tardia.
(i-j) Teloéfases meidticas com citocinese. (I-m) Espermatides no inicio da
espermiogénese. As setas indicam a presenga de corpusculos
heterocromaticos que desaparecem no decorrer da diferenciagao celular. (n-o)
Espermatides em um estagio mais adiantado da espermiogénese. A seta
indica pequeno corpusculo heterocromatico. (p) Feixes de espermatozoides.
Escala= 10um.
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3.6. Bandamento com Endonucleases de Restrigao

Os tdbulos testiculares de Panstrongylus megistus e Panstrongylus
herreri foram submetidos a digestéo por endonucleases de restricdo Hae Ill e
Alu | e os resultados obtidos foram comparados com os dados do bandamento-
C. A endonuclease Alu |, reconhece a sequéncia “AG/CT” e a Hae llI
reconhece as sequéncias “GG/CC”. As figuras mostradas englobam um quadro
comparativo entre as trés técnicas aplicadas nas espécies de triatomineos

analisadas.
3.6.1. Panstrongylus megistus
(Figuras 25 a 27)

Os nucleos polipléides das células nutritivas dos tubulos testiculares de
P. megistus digeridos pela endonuclease Hae Ill, apresentaram um unico
corpusculo heterocromatico, com o halo ao redor deste corpusculo
apresentando digestdo enzimatica. A cromatina presente no nucleo também
mostrou sinais de digestdo por estar mais clara e menos compacta quando
comparada ao bandamento-C (figura 25 a e d banda-C, b-c Hae lll). O padréao
observado com a endonuclease Alu | foi bastante semelhante ao do
bandamento-C, ou seja, o nucleo polipléde apresentou cromatina espalhada
em seu interior e unico corpusculo heterocromatico (Figura 25 a e d banda-C,
e-f Alul).

Os nucleos em inicio de profase | meiédtica (estadio confuso) submetidos
as endonucleases Hae Il e Alu | apresentaram padrédo de coloragao

semelhante ao bandamento-C. Os autossomos comportaram-se de maneira

dispersa no interior do nucleo com alguns blocos heterocromaticos visiveis e

0s cromossomos sexuais permaneceram heterocromaticos durante este
estadio (Figura 26, a e e banda-C, b-d Hae lll, f-h Alu 1).

Em um estadio mais adiantado da préfase | meidtica, no paquiteno,
alguns autossomos submetidos a endonuclease Hae lll apresentaram padrao
de digestao enzimatica que alternava entre bandas claras e escuras; os
heterocromossomos permaneceram unidos e heterocromaticos (Figura 26 i e n
banda-C, j-m Hae lll). Com a endonuclease Alu | o padrao dos autossomos e
cromossomos sexuais foi semelhante ao bandamento-C com a excegéo de
alguns autossomos que apresentaram heterocromatina nas porgoes
cromossdmicas terminais. No bandamento-C a heterocromatina apresentou-se

espalhada ao longo dos autossomos e 0s cromossomos sexuais mostraram-se
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heterocromaticos, como é tipico neste estadio (Figura 26 i e n banda-C, o-q Alu
[).

No dipléteno o bandamento pela endonuclease de restriggo Hae Il
apresentou cromossomos sexuais totalmente resistentes a agdo enzimatica,
indicando que a heterocromatina presente nestes heterocromossomos é de
certa forma diferente daquela detectada no bandamento-C, pois na banda-C
0S cromossomos sexuais, provavelmente os Xs, apresentaram-se ora
eucromatico, ora heterocromatico (Figura 27 a e e banda-C, b-d Hae Ill). O
padrao de coloragdo apresentado pela endonuclease Alu | foi similar ao
encontrado pela Hae lll, ou seja, os heterocromossomos também mostraram-

se resistentes a agdo enzimatica (Figura 27 a e e banda-C, f-h Alu ).

Nas metafases meidticas os cromossomos apresentaram-se bastante
condensados e o padrédo de bandamento-C e das endonucleases de restricdo

Hae lll e Alu | foi semelhante, com todos os cromossomos exibindo um alto

grau de condensagao e desta maneira dificultando a observagao de quaisquer

bandas (Figura 27 i e 0 banda-C, j-n Hae lll, p-s Alu l).
3.6.2. Panstrongylus herreri
(Figuras 28-31)

Os nucleos polipldides das células nutritivas dos tubulos testiculares
tratados pelas endonucleases Hae Ill e Alu | exibiram o mesmo padréo do
bandamento-C, isto €, os nucleos polipldides apresentaram cromatina dispersa
em seu interior e unico corpusculo heterocromatico (Figura 28 a e d banda-C,
b-c Hae lll, e-f Alu l).

No inicio da profase | (estadio confuso) o padrao observado com
endonuclease Hae Il € distinto do encontrado no bandamento-C. Na banda-C
€ possivel observar pontos heterocromaticos nas porgbes terminais dos
autossomos, no entanto, com Hae Illl a heterocromatina comporta-se de
maneira dispersa ndo sendo evidenciada nas extremidades cromossomicas.
Os cromossomos sexuais mostraram-se heterocromaticos exibindo um padréao
semelhante ao do bandamento-C (Figura 29 a e e banda-C; b-d Hae IlI).
Analisando o padrao da endonuclease Alu | verifica-se coincidéncia com as
regides banda-C positivas nas por¢cdes terminais dos autossomos e os
cromossomos sexuais mostraram-se heterocromaticos, desta forma as
observagdes realizadas com a endonuclease Alu | indicam significativa

semelhanga com a heterocromatina-C+ (Figura 29 a e e banda-C, f-h Alu 1).
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Em um estadio mais adiantado da préfase | meidtica pode-se verificar que
0S cromossomos sexuais, provavelmente os Xs, tratados com a endonuclease
Hae 1l apresentam-se digeridos, exibindo um padrao diferente do observado
no bandamento-C, em que os cromossomos sexuais comportaram-se de forma
heterocromatica (Figura 29 i e n banda-C, j-m Hae lll). Este fato indica que a
heterocromatina presente nos cromossomos Xs € distinta daquela observada
na banda-C. Com relagdo a endonuclease Alu | os heterocromossomos
apresentaram-se totalmente heterocromaticos exibindo um padréo idéntico ao

do bandamento-C (Figura 29 i e n banda-C, o-q Alu 1).

No paquiteno, com a endonuclease Hae lll, € possivel observar uma
alternancia de bandas escuras e claras ao longo de alguns autossomos,
indicando regides que apresentaram certo padrao de digestdo enzimatica. E
interessante ressaltar que o tratamento pelo bandamento-C extraiu bem mais a
cromatina da regiao intermediaria dos autossomos se comparado com a agéo
da endonuclease de restricdo Hae lll (Figura 30 a e e banda-C; b-d Hae Ill). A
endonuclease Alu | apresentou regides heterocromaticas nas porgoes
terminais dos cromossomos coincidindo assim com o padrao apresentado pelo
bandamento-C (Figura 30 a e e banda-C, f-h Alu I).

No dipléteno, no padréo apresentado pela enzima Hae lll, é possivel
novamente observar a digestdo na regido dos cromossomos sexuais (Figura
30 i e n banda-C; j-m Hae lll, Figura 31 a e f banda-C, b-e Hae Ill). A
endonuclease Alu | exibe um comportamento semelhante ao do bandamento-C
com cromossomos sexuais heterocromaticos (Figura 30 i e n banda-C, o-q Alu
I, Figura 31 a e f banda-C, g-i Alu l).

Na metafase | pode-se observar digestdo nos cromossomos sexuais no
padrao apresentado pela endonuclease Hae Il (Figura 31 j e 0 banda-C; I-n
Hae 1ll). A endonuclease Alu | apresenta as mesmas caracteristicas
observadas no bandamento-C em que cromossomos sexuais mostraram-se

heterocromaticos nas metafases | e Il (Figura 31 je 0 banda-C, p-r Alul).

Os dados comparativos dos principais resultados das duas espécies de

Panstrongylus analisadas através das endonucleases Hae Ill e Alu | e

bandamento-C encontram-se nas tabelas 4 e 5.
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TABELA 4

Comparag@o dos principais resultados obtidos através das técnica de endonucleases de
restricdo Hae lll e Alu | e bandamento-C, em testiculos de machos adultos jovens da espécie

Panstrongylus megistus:

ESTRUTURAS )
CELULARES DO TUBULO
TESTICULAR

P. megistus Hae lll

P. megistus Alu |

1) Nicleos polipldides da
parede do tabulo
testicular

“>Unico corplsculo heterocromatico
com halo ao redor deste
apresentando sinais de digestao.
“>-Cromatina presente no nicleo
com sinais de digestao
apresentando-se mais clara e
menos compacta que a do
bandamento-C.

>Padrdo semelhante ao do
bandamento-C, apresentando cromatina
espalhada no interior do nicleo e tnico
corpusculo heterocromatico.

2) Ncleos da préfase | da
meiose (estadio confuso)

“>Comportamento semelhante ao
da banda-C; autossomos
apresentaram-se de forma dispersa
no interior do ntcleo e os
Cromossomos sexuais
permaneceram heterocromaticos.

>Comportamento semelhante ao do
bandamento-C; autossomos
comportaram-se de maneira dispersa no
interior nuclear e os cromossomos
sexuais permaneceram
heterocromaticos.

3) Nucleos da profase | da
meiose (paquiteno)

“-Alguns autossomos apresentaram
padrao de digestéo enzimatica com
bandas claras e escuras.

“>Os heterocromossomos
permaneceram unidos e
heterocromaticos.

“-Padrao semelhante ao bandamento-C
com heterocromatina espalhada ao
longo dos autossomos e cromossomos
sexuais heterocromaticos;

“>Aguns autossomos apresentaram
heterocromatina nas extremidades.

| 4) Nucleos da profase | da
| meiose (diploteno)

<>-Cromossomos sexuais totalmente
heterocromaticos diferente do
bandamento-C em que os
cromossomos Xs apresentaram-se
ora eucromaticos ora
heterocromaticos.

>Padrio similar ao observado com a
endonuclease Hae lll com cromossomos
sexuais também resistentes a agao
enzimatica.

5) Metafases da segunda
divisdo meidtica

“>Padrao semelhante ao
bandamento-C com cromossomos
bastante condensados, ndo sendo
observadas bandas.

“>Padrao também semelhante ao da
banda-C com cromossomos
condensados néo sendo possivel a
detecgdo de bandas.
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TABELA §

Comparagdo dos principais resultados obtidos através das técnica de endonucleases de
restricado Hae lll e Alu | e bandamento-C, em testiculos de machos adultos jovens da espécie

Panstrongylus herreni:

ESTRUTURAS
CELULARES DO TUBULO
TESTICULAR

P. herreri Hae lll

P. herreri Alu |

1) Nuacleos polipldides da
parede do  tdabulo
testicular

“>Padrao semelhante ao
bandamento-C com cromatina
dispersa no interior nuclear e anico
corpusculo heterocromatico.

“>Padrao também semelhante ao da
banda-C com cromatina dispersa no
interior do nicleo e (nico corpusculo
heterocromatico.

2) Nucleos da profase | da
meiose (estadio confuso)

“>Cromossomos sexuais
heterocromaticos com padrao
semelhante ao do bandamento-C.
“>Autossomos com padréo diferente
do bandamento-C, com
heterocromatina dispersa ao longo
dos autossomos enquanto na
banda-C os pontos
heterocromaticos encontraram-se
nas extremidades cromossémicas.

“>Coincidéncia com as regides bandas-
C+ nas porgdes terminais dos
autossomos e cromossomos sexuais
heterocromaticos, indicando semelhanga
entre os tipos de heterocromatinas
detectadas pelas diferentes técnicas.

3) Nucleos da profase | da
meiose  (estadio  mais
adiantado)

>-Cromossomos sexuais,
provavelmente os Xs, apresentam-
se digeridos, exibindo padrao
distinto do observado no
bandamento-C em que os
Cromossomos sexuais eram
heterocromaticos.

“>Padrao dos heterocromossomos
idéntico ao do bandamento-C, isto €,
totalmente heterocromaticos.

4) Nucleos da profase | da
meiose (paquiteno)

“>Alguns autossomos apresentando
alternancia de bandas claras e
escuras, indicando regides de
digestdo enzimatica.

“>-Padrao coincidente com bandamento-
C, com regides heterocromaticas
predominantemente nas extremidades
cromossémicas.

5) Nucleos da profase | da
meiose (dipléteno)

> Cromossomos sexuais
apresentando digestéo.

“>Heterocromossomos com padrao
semelhante ao do bandamento-C, ou
seja, exibindo comportamento
heterocromatico.

6) Metafases meidticas

>Na metafase | é possivel observar
digestdo dos cromossomos sexuais.

wCaracteristicas semelhantes as do
bandamento-C com cromossomos
sexuais heterocromaticos nas metafases
lell.
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Fig. 25.Tubulos testiculares de P. megistus submetidos as técnicas de bandamento-C e endonucleases de restrigéo Hae || e;!u l. (a-f) Nucleos polipldides. (a e d) Bandamento-
C, com Unico corpusculo heterocromatico. (b-c) Hae Ill. Notar que o halo ao redor do corpusculo esta digerido pela endonuclease e que a cromatina nuclear também
apresenta evidéncias de digestdo. (e-f) Alu |. Notar que a cromatina nuclear e halo ao redor do corpusculo heterocromatico ndo foram digeridos. Escala=10um.
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Fig. 26.Tubulos testiculares de P. megistus submetidos as técnicas de bandamento-C e
endonucleases de restricio Hae lll e Alu |. (a-h) Inicio de profase | (estadio
confuso). As setas indicam os cromossomos sexuais heterocromaticos. (a e e)
Bandamento-C. (b-d) Hae lll. (f-h) Alu I. (i-q) Préfase | da meiose, paquiteno. (i
e n) Bandamento-C. Notar a heterocromatina espalhada ao longo dos
cromossomos. (j-m) Hae lll. As setas indicam autossomos apresentando um
padréo de digestdo enzimatica que alterna bandas claras e escuras. (o-q) Alu |.
As setas indicam a presenga de heterocromatina nas regiées terminais dos
cromossomos. Escala=10pm.
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Fig. 27. Tubulos testiculares de P. megistus submetidos as técnicas de bandamento-C
e endonucleases de restricio Hae lll e Alu 1. (a-h) dipléteno. (a e e)
Bandamento-C. As setas indicam os cromossomos X em estados hetero e
eucromatico. (b-d) Hae lll. Notar os cromossomos sexuais resistentes a agao
enzimatica (setas). (f-h) Alu |. Observar os cromossomos sexuais, também
resistentes a agdo enzimatica (setas). (i-s) Metafases da segunda diviséo
meidtica. (i e 0) Bandamento-C. (j-n) Hae lil. (p-s) Alu |. Escala=10um.
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Fig. 28.Tuabulos testiculares de P. herreri submetidos as técnicas de bandamento-C e endonucleases de restricio Hae Il e Alu |. (a-f) Nucleos polipléides. (a e d) Bandamento-C,
com presenga de Unico corpusculo heterocromatico. (b-c) Hae Ill. Notar que os nicleos apresentam os mesmo padrdo cromatinico do bandamento-C. (e-f) Alu | .
Observar padréo cromatinico semelhante ao do bandamento-C. Escala=10pm.
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Fig. 29. Tubulos testiculares de P. herreri submetidos as técnicas de bandamento-C e
endonucleases de restricdo Hae Il e Alu |. (a-h) Profase | (estadio confuso). (a
e e) Bandamento-C. As setas indicam pontos heterocromaticos na porgao
terminal dos cromossomos. (b-d) Hae Ill. As setas indicam os cromossomos
sexuais heterocromaticos. (f-h) Alu |. As setas indicam regiGes herocromaticas
coincidentes com as da banda C. (i-q) Préfase | da meiose em estadio mais
adiantado. (i e n) Bandamento-C. As setas indicam os cromossomos sexuais.
(j-m) Hae lll. Notar que os cromossomos X estdo digeridos (pontas de seta).
(o-q) Alu I. As setas indicam o0s cromossomos sexuais totalmente
heterocromaticos. Escala=10pum.
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Fig. 30. Tubulos testiculares de P. herreri submetidos as técnicas de bandamento-C e
endonucleases de restricdo Hae lll e Alu |. (a-h) Préfase | (paquiteno). (a e e)
Bandamento-C. As setas indicam regidées heterocromaticas terminais. (b-d)
Hae Ill. As setas indicam regides dos autossomos digeridas pela
endonuclease. (f-h) Alu |. Notar que as regides heterocromaticas do
bandamento-C e de digestdo enzimatica coincidem, indicando serem do
mesmo tipo de heterocromatina (setas). (i-q) Inicio de dipléteno (profase |,
estadio confuso). (i e n) Bandamento-C. As setas indicam os cromossomos
sexuais heterocromaticos. (j-m) Hae Ill. Notar que os cromossomos X
apresentam-se digeridos pela endonuclease de restricido (pontas de seta).
(o-q) Alu |. As setas assinalam os cromossomos sexuais nao digeridos pela
acao enzimatica. Escala=10um.
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Fig. 31. Tubulos testiculares de P. herreri submetidos as técnicas de bandamento-C e
endonucleases de restricido Hae Il e Alu |. (a-i) Préfase | da meiose
(diploteno). (a e f) Bandamento C. As setas indicam os cromossomos sexuais
heterocromaticos. (b-e) Hae lll. As pontas de seta indicam uma ténue digestao
nos cromossomos X. (g-i) Alu |. As setas indicam os cromossomos sexuais
heterocromaticos. (j-r) Metafases da primeira e segunda divisdo meiética. (j e
o) Bandamento-C. As setas indicam os cromossomos sexuais. (I-n) Hae lll. As
pontas de seta indicam um dos cromossomos sexuais, provavelmente o X,
digerido. (p-r) Alu |. Notar que os cromossomos sexuais apresentam-se
totalmente heterocromaticos (setas).Escala=10um.
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4.1. ORCEINA LACTO-ACETICA

O estudo da espermatogénese dos triatomineos P. megistus e P. herreri
com a coloragao com orceina lacto-acética aliado aos dados disponiveis na
literatura permitiu uma anadlise do comportamento meidtico na ordem
Heteroptera quanto ao tipo de organizagéo cinetocoérica do grupo, presenca de
meiose cistica e poliploidia, comportamento picnético dos autossomos e
heterocromossomos, tipos de meiose pdés e pré-reducional e origem da

derivagcdo cromossodmica em Heteroptera.

A constituicdo centromérica dos cromossomos de heteropteros
permanece um problema enigmatico (Manna, 1995). Ainda que os
Cromossomos com um unico centromero sejam de ocorréncia quase universal
acredita-se que em vegetais como Luzula, em insetos homopteros e
heterdpteros os cromossomos sejam holocéntricos (Manna, 1995; Panzera et
al., 1996a). Os cromossomos holocéntricos sdo interpretados como tendo
atividade cinetocérica difusa ou com iﬁumeros, mas discretos centromeros
(Manna, 1995). Ao microscopio eletronico, tem sido demonstrada a existéncia
de varias placas cinetocoéricas, ou de uma unica placa ao longo de quase toda
a cromatide. Ao microscopio Optico as cromatides se caracterizam por néo
apresentar constricbes primarias e os cromossomos anafasicos migram
paralelos uns aos outros, e nao em forma de V, como fazem os monocéntricos
(Guerra, 1988).

A natureza holocinética dos cromossomos em homoptera e heterdptera
foi baseada principalmente em seu comportamento r_norfolégico e verificagédo
experimental apos quebra por radiagdo ionizante. Em cocideos e afideos,
fragmentos cromossdmicos induzidos experimentalmente por raio-X continuam

a funcionar mitoticamente (Hughes-Schrader & Schrader, 1961).

Schrader (1933 apud Manna, 1995) observou que o Heteroptera Protenor
belfragei, possui um grande cromossomo X que € orientado paralelamente ao
equador da célula e que as fibras cromossomais sdo organizadas ao longo de
seu comprimento inteiro. O conceito de tais cromossomos com atividade
centromerica difusa recebeu suporte de muitos citologistas que trabalham com
heterépteros (Manna, 1995). Em Reduviidae, como Rhodnius prolixus,

encontrou-se a presenga de placa cinetocérica em cromossomos mitéticos e

sua auséncia nos cromossomos meioticos. Estudos sobre determinagao de

composicdo de bases, densidade de flotagdo, cinética de reassociacdo e
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renaturacado do DNA em cromossomos de Oncopeltus fasciatus (um inseto
heteréptero com cinetocoro difuso) revelaram que as sequéncias repetidas
eram primariamente curtas e espalhadas através do genoma em contraste com
as repeticdes em tandem encontradas no DNA de organismos com centromero

localizados (Manna, 1995).

Outros estudos no Heteroptera Oncopeltus fasciatus revelaram que o
cinetécoro abrange 75% da extensdo cromossdmica durante a mitose. Durante
a meiose, os microtubulos eram observados ao longo de praticamente todo o
cromossomo € a placa cinetocérica era completamente perdida. Isto sugere
gue em organismos com cromossomos holocéntricos a formagao do aparato
cinetocérico meidtico deve ser suprimida para permitir a terminalizagcao do
quiasma. Estes dados estdo de acordo com o fato de que muitos organismos
com centromero difuso apresentam meiose invertida com divisao equacional
ocorrendo na meiose | (MI) e a diviséo reducional ocorrendo na meiose |l (Mll),
sendo que o desenvolvimento da placa cinetocérica deve ser suprimida para

permitir a auto-orientagdo do cromossomo na Ml (Comings & Okada, 1972).

A microscopia eletronica, demonstra que nos cromossomos meiéticos a
placa cinetocorica € completamente perdida e o movimento cromossdmico
parece ser mediado por microtubulos inseridos em todas as porgdes dos

cromossomos (Comings & Okada, 1972).

Hughes-Schrader & Schrader (1961), aplicando raios X em machos de
heterépteros Euchistus servus, E. tristigmus e Solubea pygnax, observaram
uma alta frequéncia de translocagbes e delegbes nos fragmentos livres e na
anafase, cromossomos retardatarios e pontes cromossémicas. Por ocorrer
movimento livre e perpetuacdo dos fragmentos, os autores concluiram que os
cromossomos eram holocéntricos. LaChance et al. (1969, 1970, 1973 apud
Manna, 1995) observaram a perpetuagéo dos fragmentos e translocagdes em
geragdes F1, F2, F3 de machos de Oncopeltus fasciatus para suportar a

natureza holocinética dos cromossomos. Entretanto, outros autores nao

compartilham esta visdo da estrutura cromossdmica holocéntrica. Do

comportamento morfolégico, Mendes (1949 apud Manna, 1995) no inseto
Dysdercus, Rao (1958 apud Manna, 1995) em Oncopeltus e Parshad (1957,
1958 apud Manna, 1995) em insetos coreideos opinaram que 0S Cromossomos
de Heteroptera eram monoceéntricos. Parshad (1958 apud Manna, 1995) nas

espécies Cletus punctiger e Lanchnophorus singalensis, concluiu que o0s
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cromossomos de Heteroptera, diferentemente daqueles de homopteros com

atividade difusa, possuiam atividade cinética localizada.

Desai (1969 apud Manna, 1995) irradiando cromossomos de Ranatra
com altas doses de raios X, generalizou que cromossomos de heteropteros
eram monocéntricos. Ruthmann & Permantier (1973 apud Manna, 1995) em
Dosciostaurus intermediatus encontrou o fuso dos microtubulos cromossomais
inseridos em discretos cinetécoros nos cromossomos espermatogoniais. Eles
afirmaram que o comportamento holocinético durante o movimento de anafase
meidtico € devido a interconecgdes cromossomais que se desenvolveram
durante a prometafase e eram ausentes nos primeiros estadios meidticos

(Manna, 1995).

No entanto, Hughes-Schrader & Schrader (1961) inferiram que nos
heteropteros o centromero ocorre ao longo do comprimento dos cromossomos.
Suportes a esta hipotese tém sido propostos por algumas caracteristicas que
diferenciam estes cromossomos do sistema monoceéntrico, pois os autores
detectaram que fragmentos cromossomicos livres induzidos por radiagédo
comportam-se normalmente e persistem ao longo da divisdao. Nos
cromossomos monocéntricos, fragmentos acéntricos geralmente falham em
orientar-se na placa metafasica. Mesmo nos cromossomos holocéntricos,
alguns fragmentos, particularmente os menores, podem ser eliminados na
separagdo anafasica. Isto tém sido demonstrado no heteroptero Oncopeltus
fasciatus, em coccideos como Planococcus ditri e outros organismos (Ueshima,

1979).

Outra caracteristica também observada na meiose dos Heteroptera é a
restricdo da atividade cinetocérica a regidao terminal dos cromossomos.
Evidéncias indicam que a restricdo meidtica da atividade cinetocédrica, na
realidade, € uma inibicdo temporaria (Hughes-Schrader & Schrader, 1961).
Esta restricdo da atividade holocinética tem sido registrada na maior parte dos
organismos com cinetécoro difuso, como por exemplo, em coccideos, no
afideo Tamalia bem como em Luzula e Tityus (Hughes-Schrader & Schrader,
1961).

A atividade cinética restrita as regides cromossomicas terminais e

auséncia de estruturas cinetocoéricas nestas regides s&o consideradas

caracteristicas gerais da meiose em cromossomos holocinéticos. Um

comportamento interessante dos cromossomos meiéticos de Heteroptera & que
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ambas as extremidades dos cromossomos sdo capazes de mostrar atividade
cinética (Gonzalez-Garcia et al., 1996) e é postulado que aquelas regides
terminais cromossomicas cineticamente ativas durante a primeira diviséo
meidtica s@o inativas na segunda divisao (Gonzalez-Garcia et al., 1996, Pérez
et al., 1997). Tem sido sugerido que estas caracteristicas podem facilitar
processos meioticos, tais como, crossing over, terminalizacdo de quiasma e
orientacdo de bivalentes na placa metafasica (Comings & Okada, 1972,

Gonzalez-Garcia et al., 1996).

No Heteroptera Euryophthalmus rufipennis, na anafase, assim que se
inicia a separagao cromossdmica, ainda na zona equatorial, 0s cromossomos
ja se apresentam fortemente recurvados para os polos, aos quais se prendem
pelas extremidades. Desta forma a influencia polar se faz sentir mais
intensamente nas extremidades cromossomicas (Piza, 1946). Piza (1952)
estudando a meiose dos heteropteros Lybindus dichrous (Coreidae) e
Euryophthalmus humilis (Pyrrhocoridae) também encontrou provas a favor da
existéncia de um centrdmero em cada extremidade dos cromossomo desta

ordem.

Manna et al. (1995) obtiveram varias aberragbes com raios-X em
cromossomos de testiculos de Physopelta schlanbuschi e Lygaeus hospes. As
ninfas Physopelfa apresentaram fragmentos livres induzidos por raios-X que
nao sobreviviam por muito tempo. Os dados sobre fragmentos livres induzidos
por raio-X em Physopelta e Lygaeus indicam que os fragmentos nao
sobrevivem o tempo suficiente para a célula sofrer outro ciclo de divisao.
Portanto, seus dados ndo suportam a estrutura holocéntrica dos cromossomos

nestas duas espécies de Heteroptera.

As diferengas morfologicas e estudos experimentais nos cromossomos de
Heteroptera desafiam as teorias para a organizagdo holocéntrica dos
cromossomos neste grupo. A substituicdo da atividade cinetocoérica de uma
natureza holocéntrica para uma telocéntrica, aberragées cromossomicas e
fragmentos livres induzidos por raios-X em algumas espécies de Heteroptera
requerem uma reconsideragdo da organizagao cinetocorica dos cromossomos

neste grupo. Segundo Manna, a organizagéo cromossdmica em Heteroptera,

ainda que basicamente monocéntrica, exibe um comportamento incomum.

Deve ser considerada a diversificag@o evolucionaria dos elementos do fuso e o
seu processo de espiralizacdo em vez de considerar somente a estrutura

centromérica por si. O termo holocéntrico deveria, portanto, ter um restrito
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significado no qual o cromossomo monocéntrico apresenta-se com

comportamento modificado diferente do tipo classico (Manna, 1995).

Apesar das varias hipdteses sobre a atividade do cinetdocoro em
Heteroptera ha uma série de estudos ultra-estruturais que provam a

holocéntricidade dos cromossomos deste grupo.

A microscopia eletronica de transmissao revelou pequenos cinetécoros
em espécies de heterdpteros. Em Dysdercus intermedius os cromossomos das
metafases espermatogoniais mediram de 1.2-1.5um e a placa cinetocérica
apresentou um diametro maximo de 0,35um (23-27% do comprimento
cromossomal). Em outra espécie, Oncopeltus fasciatus, o cromossomo mediu

3-7um e o cinetocdro ocupou 74% do cromossomo (Wolf, 1995).

Durante a mitose, cinetocoros difusos sao caracterizados pelas seguintes
qualidades: 1) auséncia de constricdo primaria; 2) migragdo uniforme do
comprimento inteiro do cromossomo em dir‘egéo aos polos; 3) as fibras do fuso
parecem ser inseridas ao longo da maior parte do comprimento da cromatide e
4) ap6s irradiagdo dos cromossomos por raio-X alguns fragmentos participam
dos movimentos cromossomicos e nao sao perdidos. Estas observagoes
sugerem que a maior parte ou toda a extensdo do cromossomo participa no
arranjo das fibras do fuso e movimentos cromossdmicos (Comings & Okada,
1972). A partir das caracteristicas dos cromossomos holocéntricos pode-se
perceber que a ordem Heteroptera enquadra-se em praticamente todos os

requisitos pertinentes aos organismos com atividade cinetocérica holocinética.

Outra caracteristica interessante presente na ordem Heteroptera € a
formacao de cistos no decorrer da meiose. Com relagéo a espermatogénese
dos reduvideos, P. megistus e P. herreri, analisados no presente trabalho
foram observadas formagdes cisticas com mais ou menos oito células cada

cisto.

Quanto ao desenvolvimento dos cistos meiéticos dos triatomineos pode-
se constatar que os nucleos do conjunto apical do tubulo testicular
representam as células germinativas nao diferenciadas, das quais apenas

certo grupo transforma-se em espermatocitos verdadeiros, estes se multiplicam

por meio de 8 divisbes equacionais formando, cada um, precisamente 256

espermatdcitos que, depois da fase de crescimento, sofrem duas divisdes de
maturacao, formando, assim, 1026 espermatides em cada cisto. Durante estas

multiplicagdes, os espermatdcitos tém seu volume reduzido a metade. Porém,
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pela nutricdo, concomitantemente fornecida pelas células das paredes dos
cistos, o volume depois de cada divisao refaz-se até certo ponto (Barth, 1955).
Estas células nutritivas sdo originarias da parte restante dos nucleos do
conjunto apical, que se transformam nas células da parede dos cistos
translocando-se do sincicio do protoplasma apical e colocando-se entre as
espermatogdnias. Estes nucleos transformam-se, durante as divisbes das
fases da multiplicagao e do crescimento dos espermatdcitos, em nucleos ativos
cuja fungéo deve ser apenas nutritiva e sofrem rapida degeneracéo durante a
espermiogénese subsequente, na qual as espermatides transformam-se em
espermatozoides, fendmeno que se passa sem consumo de matéria nutritiva
(Barth, 1955).

As celulas germinativas sofrem sua transformagdo, até chegar a
espermatozoide maduro, no interior dos cistos e, pela formagéao continuada de
novas células (rosetas) dentro do germario, vado sendo empurradas,
passivamente para a extremidade basal do foliculo. Neste ponto do tubo, os
cistos desprendem-se e passam a flutuar livremente na testicolinfa. Na zona
transitoria, entre foliculo e vaso eferente, tem lugar uma transformacao abrupta
das paredes dos cistos: os cistos acumulam-se, ajustam-se uns aos outros e
suas paredes sofrem degeneragdo progressiva, assim os feixes de

espermatozoides s&o libertados e entram no vaso eferente (Barth, 1955).

O Insecta Phthiraptera Menacantus stramineus possui Cromossomo
holocéntrico e sua espermatogénese segue um padrao peculiar pois cada
célula que entra em meiose divide-se mitoticamente originando um cisto com
espermatozoides ativos. Outra interessante caracteristica da gametogénese do
macho sdo os bivalentes aquiasmaticos e o fato dos cromossomos sexuais

serem aparentemente perdidos (Tombesi & Papeschi 1993).

No presente trabalho as duas espécies de triatomineos analisadas
apresentaram nucleos polipléides das células nutritivas da parede dos tubulos
testiculares com somente um corpusculo heteropicnotico geralmente central,
como o proprio nome diz, estes nucleos possuem fungdo nutritiva e atuam
auxiliando os espermatocitos a manterem seu volume apoés as multiplicagdes

celulares necessarias a formagao do cisto meiético.

Tavares (1'996) estudando cinco espécies de triatomineos observou que

quatro delas (Triatoma brasiliensis, T. lecticularia, T. rubrovaria e T. sordida)

apresentavam nucleos poliploides das células nutritivas da parede dos tubulos
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testiculares com regides heteropicnoticas sob forma de um corpusculo
predominantemente unico. A outra espécie estudada T. delpontei, apresentou
varios corpusculos heterocromaticos, aos quais o autor atribuiu a diferencas

nos padroes de heteropicnose dos nucleos polipléides em Triatoma.

A poliploidia somatica pode ser funcionalmente comparada a
cromossomos plumosos e politénicos. Poliploidia em células de alta atividade
pode refletir, como em outros casos, a grande demanda de produgédo de RNA.
E um processo adaptativo para as células economizarem o tempo fisiologico e
a sintese proteica que seria necessaria se o fuso mitético e a membrana

nuclear fossem elaborados como em uma divis&o ordinaria (Mello, 1970).

Os nucleos polipléides originam-se com a n&o elaboragéo do fuso e sem
a citocinese ou interrupgdo da membrana nuclear em Gerris lateralis e outros
Heteroptera (White, 1973). Fendmenos envolvendo poliploidia tem sido

investigados em outros grupos de insetos sendo observados na glandula

salivar de lepidopteros e em glandulas pos-faringeanas de Formica rufa

rufopratensis minor (Mello, 1970). Em Bombyx mori, durante o
desenvolvimento larval, o conteldo de DNA de cada célula da glandula salivar
meédia e posterior aumenta por volta de duzentas mil vezes acima do que é
esperado para uma célula somatica diploide, provavelmente esta grande
quantidade de DNA inclui uma amplificagdo do complemento génico para

fibroina, proteina necessaria a formacéo do fio de seda (Gage, 1973).

Poliploidia somatica também tém sido observada em Hymenoptera tais
como Apis melifera L., Melipona quadrifasciata anthidioides e Melipona
quinquefasciata (Risler, 1954; Merrian et al., 1954; Mello et al., 1970 apud
Mello, 1970). Fenerich & Hosaki-Kobayashi (1994) estudando tubulos de
Malphigui de insetos formiga-ledo (Myrmeleontidae Neuroptera), no ultimo
estadio de larva, observaram que na regido proximal do tubulo as células e
nucleos eram grandes, sugerindo a ocorréncia de poliploidizagdo. Estes
nucleos grandes apresentavam-se espandidos e com muitas ramificagoes
sendo que tais ramificacées possuiam inumeros corpusculos nucleolares. A
poliploidizagdo de parte das células do tubulo de Malphigui, muito
provavelmente, deve estar relacionada com a intensa atividade génica
requerida para a producao do fio de seda necessaria a construgdo do casulo

de pupacgao.
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A metafase espermatogonial de Panstrongylus megistus e Panstrongylus
herreri apresentou cromossomos dispostos por toda placa equatorial e
claramente unidos por filamentos cromatinicos. Esta caracteristica esta
presente em muitas espécies de Heteroptera. Segundo a literatura os
cromossomos das metafases espermatogoniais séo conectadas por finos “fios”
intercromossomais (Banerjee, 1959; Manna, 1995). DuPraw (1970 apud
Manna, 1995) interpretou isto como significando que todos cromossomos do
complemento representavam meramente segmentos de uma continua molécula
de DNA durante a configuragdo metafasica de alguns insetos coreideos. As
conecgdes intercromossomais aparecem na metafase espermatogonial de
alguns, mas nao de todas espécies de Heteroptera aleatoriamente, e é

terminal ou lateral (Manna, 1995).

A evolugdo do padrao meidtico parece ter ocorrido de maneira ordenada
em Heteroptera, e os principais grupos podem ser classificados com base no
numero e tamanho dos cromossomos, mecanismo dos Cromossomos sexuais,
arranjo dos cromossomos na metafase |, tempo de divisdo dos cromossomos
sexuais, presenca de cromossomos m e inter-relacdes entre e dentro de
grupos derivados. O padrao de meiose em diferentes grupos de Heteroptera
apresenta uniformidade em alguns comportamentos basicos. Os cromossomos
espermatogoniais geralmente tomam a forma de estruturas ovais ou de bastao
quando seu numero € pequeno e quando seu numero € maior comportam-se

como pequenos pontos ou esferas (Manna, 1995).

Nos triatomineos do género Panstrongylus analisados neste trabalho os
cromossomos meioticos sao semelhantes a uma esfera e isto torna dificil a
analise destes cromossomos. Segundo Barth (1956) na subfamilia Triatominae
as espécies apresentam cromossomos pequenos de estruturas uniformes com
poucas variagbes em comprimento e espessura. Os autossomos, vistos de
cima, apresentam sempre um aspecto oval, enquanto os heterocromossomos

sao arredondados.

Em Panstrongylus megistus (2n=18+X.X;Y) e Panstrongylus herreri

(2n=20+X4X;Y) os cromossomos sexuais sdo positivamente heteropicnéticos
no inicio da préfase e mantém-se juntos durante o estadio confuso (zigéteno,
leptoteno e inicio de paquiteno). Durante este estadio a célula aumenta de
tamanho e o nucleo retorna a um estadio semelhante a intérfase. Na primeira
metafase os heterocromossomos apresentam-se mais separados e tornam-se

isopicnoéticos como os demais cromossomos condensados. Os cromossomos
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sexuais ocupam uma posi¢cao periférica no arranjo cromossomal na primeira
metafase do espermatdcito. Neste estadio € possivel observar os bivalentes
autossomicos e os univalentes formados pelos cromossomos sexuais. Na
segunda metafase eles encontram-se unidos no centro do anel formado pelos
autossomos. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por
Ueshima (1966), para o qual, na anafase Il, os cromossomos X; e X;
segregam-se para um polo e o Y para o outro. Como resultado desta diviséo

sao formados dois tipos de espermatides: 10A+ X, X, e 10A+Y.

No Heteroptera Reduviidae, Conorhinus rubrofasciatus, a primeira diviséao
meidtica & equacional para os cromossomos sexuais e durante a metafase |
eles formam um pseudo-trivalente e o maior deles (Y) dirige-se para um polo e
os outros dois cromossomos X dirigem-se para 0 polo oposto durante a
anafase (Manna, 1950). O mesmo ocorre nas duas espécies de Panstrongylus
analisados presentemente, o0s cromossomos sexuais na metafase I

apresentam-se unidos fisicamente na forma de um pseudo-trivalente.

Os termos pré-reducgéo e pos-redugao tém sido frequentemente utilizados
para descrever o comportamento dos cromossomos sexuais durante a meiose,
pré-reducao significa que os cromossomos segregram-se reducionalmente na
primeira divisdo. Pés-redugédo significa que uma separagdo equacional dos
cromossomos sexuais tem lugar na primeira anafase e a segregacdo dos
cromossomos sexuais tem lugar na segunda divisdo. Esta sequéncia invertida
tém sido registrada em muitos organismos e € particularmente proeminente
nos organismos com cromossomos holocéntricos. Nos heteropteros a pos-

reduc&o dos cromossomos sexuais € uma regra (Ueshima, 1979).

Ainda que o comportamento pos-reducional dos cromossomos sexuais

seja caracteristico dos Heteroptera, sua alteragdo para o padrao pré-

reducional foi verificada em algumas familias como Tigidae. E incerto se a
meiose pré-reducional representa um mecanismo original ou se foi uma

adaptagao secundaria (Manna, 1995).

Em Triatominae, na primeira metafase, ha dois tipos de comportamento
nos cromossomos sexuais. Um deles € a localizagdo central, na qual os
heterocromossomos encontram-se no centro do anel formado pelos
autossomos, como em T. infestans e Dipetalogaster maximum, enquanto em
outro € a posicao periférica ocupada pelos cromossomos sexuais como em 7.

protacta e Rhodnius prolixus. No género Triatoma, quando as espécies
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possuem cromossomos sexuais multiplos, estes estao localizados na posi¢ao
periférica. As outras espécies que possuem o0 mecanismo XY apresentam
estes cromossomos na posicdo central, embora existam casos excepcionais

como de Triatoma rubrovaria (Ueshima, 1966).

O comportamento dos cromossomos sexuais no primeiro espermatocito,
na maior parte dos géneros e espécies investigados citologicamente, mostrou
uma tendéncia dos cromossomos sexuais permanecerem juntos no estadio
confuso e persistirem assim até a diacinese. Porém no género Rhodnius e
Dipetalogaster ndo ha tal tendéncia na profase do espermatocito | (Ueshima,
1966).

Em Triatoma infestans nao foram encontrados zigétenos e paquitenos
tipicos, estes estadios sdo substituidos pelo estadio confuso e o nicleo é
caracterizado pela presenga de um ou dois grandes cromocentros. No final do

estadio confuso o nucleo apresenta um unico cromocentro e €& possivel

verificar que este & constituido pelos cromossomos X e Y e também esta

associado com segmentos de trés grandes bivalentes autossdmicos. Na
primeira metafase os bivalentes autossdémicos s&o localizados na periferia de
um anel com os cromossomos sexuais isopicnoticos ao centro e dividindo-se
equacionalmente. Na segunda metafase os meios bivalentes novamente
situam-se na periferia do anel com 0s cromossomos sexuais ao centro
apresentando emparelhamento. Um variavel numero de proeminentes
cromocentros s&o observados nos nucleos polipldides gigantes das células
nutritivas que confirmam a presenga de regides heterocromaticas em alguns
cromocentros destas espécies (De Vaio et al.,, 1985; Pérez et al.,, 1997,
Panzera et al.,1995).

Em Triatoma rubrovaria a cromatina autossomal difusa e os cromossomos
sexuais condensados sdo presentes no inicio da profase e n&o séo
observados zigétenos e paquiteno tipicos. Os cromossomos X e Y associam-
se em uma ou ambas regides terminais e esta associagdo persiste através da
profase meidtica e desfaz-se na diacinese. Durante o estadio confuso os
cromossomos sexuais permanecem condensados € mantém uma estreita
associagdo enquanto os bivalentes autossomais sofrem alteragdes. No inicio
do estadio confuso eles estdo desespiralizados e indistinguiveis.
Subseqlentemente, os heterocromossomos separam-se e podem continuar
ligados aos demais cromossomos por finas fibras cromatinicas. No dipléteno

os bivalentes sao distinguiveis e associados terminalmente. Os cromossomos
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sexuais ainda estdo associados e apresentam-se heteropicnoéticos. Na
diacinese 0s cCromossomos sexuais separam-se, na metafase Il estes
cromossomos estao fisicamente associados e encontram-se no interior do anel
de autossomos. Os nucleos polipldides das células nutritivas exibem um
cromatina distribuida homogeneamente e com somente dois elementos
heteropicnoéticos que podem representar os cromossomos sexuais (De Vaio et
al., 1985).

Em Rhodnius prolixus um tipico estadio de zigoteno é observado, nesta
fase os cromossomos sexuais apresentam-se intimamente associados
formando um simples corpo heteropicnético. O zigéteno € seguido pelo estadio
confuso no qual os bivalentes autossomais sdo desespiralizados mas os
cromossomos sexuais permanecem condensados. No dipléteno os bivalentes
autossomais s&o visiveis com quiasma intersticial e os cromossomos X e Y
continuam associados até o inicio da diacinese quando entdo tornam-se
isopicnéticos. Na metafase |, os cromossomos sexuais e um dos bivalentes
sao negativamente heteropicnoéticos. Na segunda metafase, os sexuais formam
um pseudo-bivalente no centro do anel de autossomos. Os nucleos poliplodes
das células nutritivas apresentam somente um cromocentro compacto (De Vaio
et al., 1985).

Em Triatoma platensis a préfase meidtica é caracterizada pela presenca
de varios cromocentros. Durante o inicio da profase meidtica duas massas
heteropicndticas sao proeminentes e uma delas consiste de ambos os
cromossomos sexuais (XY). Durante o dipléteno, os cromossomos sexuais
permanecem heteropicnéticos e eles frequentemente s&o ligados a regides
heteropicnéticas de um, dois ou trés bivalentes autossdmicos (Panzera et al.,
1995).

Em Triatoma delpontei todos os pares de autossomos apresentam
extensivas  regidbes  heteropicnéticas somente nas  extremidades
cromossomicas. O cromossomos Y € totalmente heteropicnético enquanto o X

possui duas regides: uma grande regido heteropicnética e outra regiao

isopicnotica. No inicio da profase meidtica, grande massa heteropicnética é

observada. Este cromocentro é formado pela associagdo de regides
heteropicnéticas de todos os bivalentes autossdmicos e ambos cromossomos
sexuais. Do paquiteno até a prometafase esta associacao persiste. Durante os
estadios tardios do dipléteno até a diacinese todos os cromossomos parecem

ser associados por seus finais heterocromaticos (Panzera et al., 1995).
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No Oncopeltus fasciatus e em outros heterdpteros o inicio da préfase nao
pode ser analisado em detalhes, os cromossomos sexuais sdo positivamente
heteropicnoéticos neste inicio da meiose e assim permanecem até a diacinese.
Apds o zigoéteno, o nucleo entra em um estadio confuso, durante esta fase o
tamanho celular aumenta e o ndcleo retorna a um estadio semelhante ao
interfasico. Durante a diacinese os bivalentes podem ser vistos associados por
um ou dois quiasmas. O quiasma invariavelmente terminaliza completamente
em todos os heteropteros e na primeira metafase todos os bivalentes séo
associados somente pelos sitios terminais. A primeira divisdo meidtica é
reducional para todos os autossomos e equacional para os cromossomos
sexuais. Durante a primeira teléfase os cromossomos sexuais tendem a formar
um pseudo-bivalente. E a segunda divisdo meidtica segue diretamente da
primeira teléfase sem estadios de descanso. Na segunda metafase, os
cromossomos formam, assim como na primeira, um anel, enquanto o pseudo-
par formado pelos cromossomos sexuais é.localizado no centro deste anel. Na
anafase Il os cromossomos sexuais passam para os poélos opostos e a
segunda divisdo € portanto reducional para estes cromossomos (Ueshima,
1979).

O complemento cromossémico do Heteroptera, Carlisis wahlbergi, como
os demais desta ordem € holocéntrico. A progressao da meiose parece ser
normal embora ocorra estadio confuso apds o zigoteno. Durante este estadio,
o tamanho celular aumenta e o nucleo retorna a um estadio semelhante ao
interfasico. Apos o estadio confuso segue-se um tipico dipléteno. O
comportamento do cromossomo X €& pos-reducional, com uma separagao
equacional na anafase | e uma reducional na anafase Il (Ueshima, 1979;
Fossey & Liebenberg, 1995).

Em Graphosoma restricte (Heteroptera) a coloragdo com orceina lacto-
acética, no inicio da préfase meiodtica, revelou que os cromossomos X e Y sé@o

intimamente associados, tomando uma forma arredondada, densa e

perifericamente  localizada. Estes cromossomos s&o positivamente

heteropicnoticos até a diacinese. Em toda préfase meiética ha significantes
diferengcas no ciclo de condensagdo entre 0s Cromossomos sexuais e
autossomos. No dipléteno, os bivalentes autossomicos parecem claramente
individualizados, apresentando como regra uma associacdo terminal. Os

cromossomo sexuais aparecem como entidades individualizadas na diacinese;




Discussdo

neste estadio os bivalentes autossomais sdo associados somente pelos sitios

terminais (Gonzalez-Garcia et al., 1996).

No Heteroptera (Largidae) Largus rufipennis, no inicio da préfase, o

cromossomo X € positivamente heteropicnético e encontra-se na periferia do
nucleo; no paquiteno a associagao do cromossomo X com um bivalente
autossomal & aparente. Na diacinese 0 X € isopicnotico e os bivalentes
autossomais apresentam dois quiasmas na posi¢ao terminal. Em ambas placas
metafasicas o cromossomo X encontra-se no interior de um anel de
autossomos. Na anafase | o X divide-se equacionalmente (Mola & Papeschi,
1993).

Em Carlisis wahlbergi (2n=18A + X;X;), Coreidae, a meiose € normal,
exceto na profase | pois o zigéteno é seguido pelo estadio confuso. Apds o
estadio confuso segue-se um tipico diploteno. Na profase | os dois
cromossomos sexuais sdo positivamente heteropicnéticos até a diacinese
onde eles se tornam isopicnéticos. Na metéfase | eles sdo isopicnoticos ou
algumas vezes negativamente heteropicnéticos. Os dois cromossomos sexuais
apresentam uma estreita associagdo durante a meiose e até a diacinese
permanecem unidos. Os autossomos exibem um simples quiasma enquanto os
Cromossomos sexuais sao invariavelmente aquiasmaticos e com meiose pos-
reducional. Como é tipico em Heteroptera, a primeira divisdo meidtica €
seguida imediatamente pela segunda divisdo sem um estadio de descanso
(Fossey & Liebenberg, 1995).

Banerjee (1959) estudando vinte diferentes espécies de Heteroptera,
observou, de uma forma geral, que no dipléteno o nucleo contém bivalentes
autossomicos e univalentes sexuais. Os bivalentes possuem uma baixa
frequéncia de quiasmas, sendo um quiasma por bivalente o usual, poréem mais
do que um quiasma podem ser observados em algumas espécies. Em estadios
tardios do dipléteno os cromossomos sexuais geralmente permanecem
fusionados, mas em algumas espécies eles se tornam individualizados. Na
diacinese os quiasmas terminais aumentam consideravelmente, neste estadio,
em algumas espécies todos 0s quiasmas sao terminais e 0s Cromossomos
sexuais tornam-se distintos. Na anafase |, os cromossomos sexuais em
Heteroptera dividem-se equacionalmente. Mas, em homopteros pertencentes
as familias Membracidae e Cercopidae, o Unico cromossomos X nao se divide
equacionalmente neste estadio. Na metafase ||l de todos heteropteros

pertencentes as familias Pentatomidae, Plataspidae e sub-familia Dinidorinae,
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Lygaeidae, Nepidae e Reduviidae os cromossomos sexuais formam um
pseudo-bivalente. A segunda divisao anafasica, em todas as espécies de
Heteroptera, € uniformemente reducional para 0s cromossomos sexuais

enquanto em Homoptera a diviséo € equacional.

Em outra ordem de insetos como Odonata podemos perceber algumas
semelhang¢as com a ordem Heteroptera, como por exemplo, heteropicnose dos
Cromossomos sexuais no inicio da meiose e pos-redugdo de
heterocromossomos. Em Aeshna confusa (2n=13+X0), nos estadios iniciais da
profase meidtica até o dipléteno, o cromossomo X € heteropicnético. Nas
metafases espermatogoniais o cromossomo X nao pode ser identificado por
ser isopicnético e de tamanho similar aos autossomos que sao muito
pequenos. Na diacinese e metafase | todos bivalentes tém somente um
quiasma na posicdo mediana ou terminal. Os autossomos dividem-se
reducionalmente na anafase | enquanto o cromossomo sexual X divide-se

equacionalmente e migra sincronicamente com os autossomos (Mola, 1995).

As espécies de Heteroptera (Reduviidae) analisadas no presente
trabalho, apesar da consideravel congruéncia com a maior parte dos
Heteroptera estudados, apresentam algumas caracteristicas distintas, como
por exemplo, na diacinese os cromossomos sexuais ainda ndo aparecem como
entidades distintas, fato que somente ocorre durante a prometafase. Desta
forma no diploteno ainda nao € possivel verificar os univalentes formados

pelos cromossomos sexuais como € comum em Heteroptera.

De uma maneira geral, a familia Reduviidae € heterogeneamente
constituida quanto ao cariétipo. O numero dipldide oscila entre 12 e 34. A

maior parte das espécies apresentam o mecanismo sexual XY e X,Y e trés

espécies possuem o sistema X0. O arranjo dos cromossomos nesta familia &

mais tipico na metéfase Il. E o nUmero de autossomos € menos variavel que o
de cromossomos X. Em Acanthaspidinae (Reduvidae), quatro ou cinco
espécies tinham sistemas XY e uma X,Y. Espécies exclusivamente XY foram
encontradas em Apiomerinae, Bactrodinae e Emesinae, enquanto as
subfamilias Harpactorinae, Piratinae, Stenopodinae, Triatominae e Zeelinae
apresentam machos com sistemas sexuais XY e X,Y. Polytoxus (saicinae) e
duas espécies ‘de Extrychotes (Ectrichodiinae) apresentavam o incomum
mecanismo X0:XX. Nos Reduviidae a evolugdo dos cromossomos sexuais
aparentemente procedeu de um tipo XY em duas dire¢ées. Em uma delas o Y

foi perdido e em outra o X foi quebrado dando origem a um maximo de XsY,
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embora o tipo mais comum seja o X,Y. O numero cromossdmico mais

frequente foi entre 20 e 22 (Manna, 1995).

O mecanismo de cromossomos sexuais na subfamilia Triatominae atinge
de XY até X;XoX3Y no macho. Geralmente néo ha duvidas que o mecanismo
de cromossomos sexuais multiplos € mais recente que o sistema XY. O
sistema de cromossomos sexuais multiplos € mais comum em Heteroptera do
que em outros insetos. Este fato provavelmente deve ser por causa da
natureza holocinética dos cromossomos em Heteroptera. Quando
cromossomos sexuais multiplos ocorrem nos insetos, tais como Orthoptera e
Diptera, usualmente ha uma tendéncia para o decréscimo no numero de
autossomos quando aumenta o numero de cromossomos sexuais, devido ao
evento de fusdo cromossdomica (White, 1954 apud Ueshima, 1966). Mas em

Heteroptera nao ha este tipo de relacao.

Os tipos de cromossomos sexuais em machos de Heteroptera podem ser

amplamente generalizado em X0, X,0, XY e X,Y. No sistema X,0, 0 numero de

cromossomos X pode ser determinado somente no complemento
espermatogonial, por que durante a meiose geralmente os multiplos
cromossomos X geralmente fundem-se como um simples elemento. No caso
dos tipos XY e X,Y, os cromossomos sexuais sé@o fundidos e heteropicnéticos
no inicio da profase e na diacinese eles sdo separados como univalentes
(Manna, 1995).

Na evolugdo do mecanismo dos cromossomos sexuais o papel da
fragmentacdo tem sido enfatizado. Schrader (1947 apud Ueshima, 1966)
apontou que uma simples quebra nos cromossomos sexuais holocinéticos

pode resultar em multiplos cromossomos sexuais.

A idéia de fragmentagdo cromossomica é fortemente suportada pelas
observacdées de Heizer (1950 apud Ueshima, 1979) no Heteroptera
Pentatomidae, Oechalia pacifica. Ha um polimorfismo sexual interessante
nesta espécie. Dos quatorze espécimens analisados, 12 possuiam um sistema
normal XY. Um dos dois remanescentes tinham dois cromossomos X e outro
trés cromossomos X. A relagdo de tamanho entre o unico, duplo e triplo X
claramente indica a ocorréncia de simples fragmentagdo. Adicionalmente
Hughes-Schrader & Schrader (1961) demonstraram que os fragmentos de
cromossomos X induzidos por raios-X comportam-se normalmente e podem

persistir por muitas geragdes celulares, edificando que a fragmentagao
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desempenha um importante papel no sistema de multiplos cromossomos X,

bem como, no aumento do numero de autossomos em Heteroptera.

Em Heteroptera, o polimorfismo cromossomal relativo aos cromossomos
sexuais tem apresentado uma situagao peculiar. Muitos citologistas acreditam
que os mecanismos de fissdo e a fusdo desempenham principal papel na
evolugcéo dos cromossomos em Heteroptera. Heterozigotos para inversoes e
translocacdes nao tém sido registrados em nenhuma das 1200 espécies até .
agora examinadas. Ha suspeitas de fusdo entre cromossomos sexuais e
autossomos em belastomides, Lethocerus sp. e L. indicus. Outras formas de
polimorfismo cromossomal em populagées naturais ndo foram descobertas
(Manna, 1995).

Nos Pentatomidae polimorfismos nos XY para XiX;Y e X:XxX3Y foram
encontrados em Oechalia pacifica e em outras espécies, conduzindo a

sugestdo de que o X original do complexo XY e em alguns casos também

autossomos déo origem aos multiplos Xs e um Y. O mecanismo de multiplos

cromossomos X também foi encontrado em Nepidae, Reduvidae, Coreidae,
Pyrrocoreidae e alguns Lygeidae. A fragmentacéao, fusao e algumas vezes nao
disjuncdo sdo fatores relevantes na origem dos multiplos cromossomos
sexuais. Nos tipos X,Y, o Y na maior parte das vezes é maior do que 0s Xs.
Espécies congenéricas com tipo XY possuem geralmente um Y menor e X
maior. Portanto, a fragmentacdo de um unico X deve ter dado origem aos
demais cromossomos Xs. Este evento pode ser explicado porque o Y € maior

gue o X nos sistemas X,Y (Manna, 1995).

A evolugdo dos multiplos cromossomos sexuais pela fragmentagéo de um
cromossomo sexual original tem sido a hipotese mais aceita entre os
citologistas (Ueshima, 1979; Manna, 1995). Os cromossomos X parecem ser
relativamente mais frageis do que o Y. E a sobrevivéncia dos fragmentos pode
ter sido facilitada pelo mecanismo de meiose pos-reducional dos Ccromossomos
sexuais que impede a formagdo de quiasma entre eles. Entre os tipos X,Y os
machos com X;X.Y foram os mais frequentes, o que sugere que o X original
quebra-se mais frequentemente uma vez, sendo menos frequente, duas, trés
ou quatro vezes dando origem a individuos X;XoXsY, XiXoXaXsY € X1 XoXaXaXsY
(Manna, 19995).

Em sistemas monocéntricos, a fusdo parece ser um modo comum de

alteragbes cromossdmicas que conduz ao decréscimo do numero de
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cromossomos. A possibilidade de ocorréncia de fusdo em organismos com
cromossomos holocéntricos tém sido discutida por muitos pesquisadores
(Ueshima, 1966; Ueshima, 1979). Porém, o mecanismo predominante em

organismos holocéntricos € a fragmentagéo (UESHIMA, 1979).

Em organismos com cromossomos monocéntricos os sistemas com
multiplos cromossomos sexuais ndo sédo comuns. Além disso, sua ocorréncia é

geralmente correlacionada com a presenga de um menor numero de

autossomos do que em espécies com sistemas XY e XO, o que implica que

muitos deles surgiram por translocagdes entre os cromossomos sexuais e
autossomos (White, 1973 apud Ueshima, 1979). Em contraste, os multiplos
mecanismos em Heteroptera sdo também distintos em virtude do fato que eles
geralmente ndo sdo acompanhados por redugdo no numero de autossomos,

isto implica em surgimento por fragmentagéo.

O comportamento meiodtico dos cromossomos sexuais em Heteroptera
também desempenha importante papel no estabelecimento do sistema de
multiplos cromossomos X. No sistema cromossomico X,Y de Heteroptera n&o

ocorre formagdo de quiasma entre os cromossomos X e Y devido a pos-

reducéo destes heterocromossomos (Ueshima, 1979).

A analise citogenética de machos de diferentes populagdes de Belostoma
plebejum (2n=14+XY) revelou a presen¢a de duas aberragbes cromossomicas
que ocorrem naturalmente: fusdo autossomal e fragmentagédo do cromossomo
sexual. A meiose em ambas condi¢des € regular. Com a fusdo observa-se um
trivalente autossomal na meiose |, o qual divide-se reducionalmente na
primeira anafase. Na outra condigdo de aberragdo cromossdmica os trés
cromossomos sexuais (2n=14+X;X,Y), provavelmente, resultaram da
fragmentagdo do cromossomo X original. Particularmente em Belosfoma, tem
sido proposta a evolugdo de um ancestral (2n=26+XY) com fusao de

autossomos e fragmentacao do cromossomo X (Papeschi, 1994).

Nos Heteroptera da famila Belostomatidae, o complemento cromossdmico
mais frequente é 2n= 26 +XY (machos)/ XX (fémeas); em adi¢éo, ha quatro
espécies cuja formula cromossomica € 2n= 26+X;X,Y/X;X2X3X4. Considerando
que os mecanismos de multiplos cromossomos sexuais sdo provavelmente
derivados de um tipo mais primitivo XY. Os outros complementos s&o
derivados de fusbes e fragmentagbes dos autossomos € Cromossomos

sexuais. No caso de Belostoma flumineum (2n=22+XX/XY) pode-se observar
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que dois pares de autossomos sao maiores que os outros, a origem deste
caridtipo deve ser devida a fusbes autossomais (Papeschi, 1994),
principalmente, considerando que espécies como B. elegans, B. dentatum e B.
cunmingsi, apresentam o mesmo complemento 2n= 26+X;XY/ XiX2X3X4. Em
contraposicdo, nestas espécies o sistema de cromossomos sexuais X;X;Y/
X4X2X3X4 pode ter derivado da fragmentagdo de um X ancestral (Papeschi &
Bidau, 1985).

A familia Pentatomidae € a mais primitiva de todas as familias de
Heteroptera. Os membros das tribos Halyini da familia Pentatomidae até agora
conhecidos tem 2n=14 cromossomos com sistema XY para machos. Esta
condi¢cdo cromossdmica pode ser considerada a mais primitiva da ordem, pois,
a maior parte das familias de Heteroptera possui um nimero de cromossomos
comparativamente mais alto do que os pentatomideos e portanto devem ser

considerados mais recentes na evolugao deste grupo (Banerjee, 1959).

Desta forma, analisando os exemplos disponiveis na literatura, o modo

mais freqlente de derivagdo cromossdomica em Heteroptera € a fragmentagéo
podendo ocorrer também casos de fusdo entre os autossomos. Nos
cromossomos sexuais ndo foram relatados casos de fusdo nas familias

analisadas, sendo a fragmentagao o sistema predominante.

4.2. Impregnagao com Nitrato de Prata

A primeira informagdo sobre a complexidade do nucléolo foi feita por
Leydig (1852 apud Wachtler & Stahl, 1993). Avangos adicionais foram feitos
com reacdes de impregnagao pelos ions prata. Observagdes feitas por Heitz
(1931 apud Wachtler & Stahl, 1993) e McClintock (1934 apud Wachtler &
Stahl, 1993) estabeleceram uma conecg¢éo entre nucléolo e /oci cromossomal.
A localizacdo cromossomal foi denominada RON (regido organizadora

nucleolar).

O nucléolo é estudado desde o século passado e despertou o interesse
dos cientistas mesmo antes das células e nucleos. Até hoje esta organela €
foco de relevantes estudos que englobam aspectos de sua organizagéo,
origem, participagado na sintese de proteinas e presenga nos mais diversos

tipos de organismos. No presente trabalho foram observados importantes
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resultados apds emprego da impregnacgéo pelos ions prata. Os cromossomos
sexuais de Panstrongylus megistus e Panstrongylus herreri possuem atividade
organizadora nucleolar apresentando-se fortemente impregnados durante os
varios estadios da préfase | meidtica. Nossos dados também indicaram que
nas espécies analisadas ocorre fragmentacdo do nucléolo, pois, até a
diacinese da profase meidtica € possivel observar a regido nucleolar e apés
esta fase s&o notados corpusculos e fragmentos nucleolares que se espalham
no interior celular. Também foi possivel verificar que nestes Heteroptera ocorre
reativagdo de sintese de RNAr pds-meibtica, provavelmente relacionada a
diferenciag@o celular. Para melhor entendimento da coloragéo pela prata é
necessario compreender os mecanismos da coloragao, fisiologia nucleolar e

relacionar dados sobre outros organismos disponiveis na literatura.

O substrato para impregnagé&o com prata sao proteinas (Schwarzacher,
1978). As proteinas responsaveis pela impregnacdao sao denominadas
proteinas Ag-NOR, pelo fato do mesmo procedimento de coloragdo ser usado
para corar material nucleolar que permanece ligado a RON nos cromossomos
metafasicos (Wachtler & Stahl, 1993).

Testes citoquimicos com DNase, RNase e tratamentos com proteases
indicam que o material prata positivo consiste de proteinas acidicas
(Schwarzacher & Wachtler,1993). Esta hipdtese estéd de acordo com a
observacgao de que o nucléolo contém por volta de 60% de proteinas acidicas.

As RONs sdo ativamente transcritas no inicio da profase, neste estadio

grandes quantidades de material Ag-positivo podem ser vistas nos sitios das

regides organizadoras nucleolares. Quando a atividade das RONs cessa no
final da préfase, o material Ag-positivo € gradualmente removido, mas ainda
algum remanescente € observado na metafase e anafase como marcagoes
adjacentes as RONs. Na teléfase o material Ag-positivo comega a reacumular
com a ativacdo das RONs (Schwarzacher et al.,, 1978). Desta forma, as
proteinas marcadas pela prata provavelmente incluem alguns dos fatores
necessarios a transcricdo do DNAr e também ao processamento do RNAr
(Schwarzacher & Wachtler,1993). Segundo Miller e colaboradores (1976 apud
Schwarzacher et al., 1978) a coloragdo pela prata € positiva somente nas
RONSs de células mitéticas que foram funcionalmente ativas durante a intérfase

precedente.

O nucléolo é organizado ao redor de sitios cromossomais

heterocromaticos contendo muitas copias de genes RNAr, comumente




Discussdo

referidos como regido organizadora do nucléolo (RON) (Mélese & Xue, 1995).
O DNA dos cistrons que codifica a transcricdo de RNAr é redundante e o
numero destes genes em cada genoma varia de 8 a mais do que 1000
(Dessen et al., 1981). A maior parte das espécies de plantas tém muito mais
copias de gene RNAr por genoma do que mamiferos (mais do que 1000
copias). O genoma diploide de Alium cepa L., por exemplo, contém por volta
de 7000 cépias de genes RNAr (Panzera, 1996b). Usualmente a maior parte
destas copias séo inativas e formam grandes blocos heterocromaticos que sao

ligados ou incluidos no nucléolo (Schwarzacher & Wachtler, 1993).

A correlagéo entre um aumento na atividade transcricional e aumento na
coloragao pela prata sao frequentemente observadas, indicando que as RONs
cromossomicas envolvidas na formagao do nucléolo foram transcricionalmente
ativas (Wachtler & Stahl, 1993; Schwarzacher et al., 1978). De outra forma, um
decréscimo de transcrigdo no DNAr nao € necessariamente acompanhado por
perda de marcagdo pela prata e depende também da sintese protéica
(Wachtler & Stahl, 1993). A coloragao pela prata, portanto, ndo pode ser

considerada um indicador incondicional de transcricdo de DNAr.

Medina et al. (1986) acreditam que a coloracdo da RON pela prata deve
ser associada a descondensacgao da cromatina portadora do DNAr melhor do
que a atividade transcricional. Adicional suporte para esta idéia foi dado pelo
emprego de inibidores de transcri¢do, que nao aboliam a coloragéo pela prata
(Hernandez-Verdun et al., 1984). Parece ndo haver uma unica proteina ou
conjunto de proteinas responsaveis pela coloragao pela prata. De fato, nem a
presenca de RON nem a atividade transcricional séo caracteristicas comuns

de todas estruturas impregnadas pela prata (Medina et al., 1986).

A hipétese da impregnagdo pelos ions prata estar associada a
descondensacdo da cromatina portadora do DNAr € suportada pela
descoberta de regides acidas fortemente fosforiladas nas proteinas ligadas a
regido organizadora nucleolar (do inglés AG- NOR) pois, o processo de
fosforilagdo e desfoforilagdo de proteinas cromatinicas nao histonicas
(acidicas) & responsavel por alteragbes estruturais que afetam o grau de
empacotamento das fibras cromatinicas. Assim os dados citolégicos suportam
a idéia que proteinas coradas pela prata sdo associadas com duas fungbes

nucleolares: o processo de descondensagéo do DNAr necessario a transcricao

e os processamentos iniciais do pré-RNAr (Medina et al., 1986). Entretanto, ha

controvérsias sobre a sugestdo dos autores acima citados com relacdo a
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cromatina descondensada associada ao nucléolo, pois outros autores como
Kaplan (1992 apud Wachtler & Stahl, 1993) afirmam que a cromatina
condensada é frequentemente encontrada adjacente ao nucléolo (cromatina
perinucleolar) e que nos compartimentos nucleolares a cromatina condensada
pode ser vista em varias quantidades através de micrografias eletronicas

convencionais.

Os genes que codificam para a transcricdo de RNA ribossdmico séo
responsaveis pela formagdo do nucléolo (Fischer et al., 1991). Dentro do
nucléolo tem lugar a producao de componentes pré-ribossomais, incluindo a
transcricdo dos genes RNAr, o processamento do transcrito primario (RNAr
45S) em maturos RNAr (18S, 5,8S e 28S), a adicdo de proteinas aos pré-
ribossomos nascentes e incorporagéo do RNAr 5S, o qual é transcrito fora do

nucléolo (Scheer & Weisenberger, 1994, Hernandez-Verdun, 1991).

A ultraestrutura nucleolar inclui trés principais componentes: centro
fibrilar (CF), componente fibrilar denso (CFD) e componente granular (CG)
(Wachtler & Stahl, 1993; Raska, 1995). Na maioria das células animais, 75%
do nucléolo € composto por componente granular, 17% pelo componente
fibrilar denso e 2% pelo centro fibrilar (Shaw et al., 1985). Algumas vezes
aparecem vacuolos de 0,1 a 1.0 um de diametro no nucléolo (Schwarzacher &
wachtler, 1993).

O centro fibrilar consiste de uma rede de finas fibras de 4,8 nm
(Schwarzacher & Wachtler, 1993) e pode ser corado e visualizado pela
coloragdo com prata tanto em microscopia de luz como em eletronica. Uma
variedade de proteinas com fungdo conhecida foram localizadas no centro
fibrilar. Por exemplo, a proteina C23 atua na supressdo da transcricao
influenciando a estrutura da cromatina DNAr e sintese de RNAr, atua também
na montagem dos ribossomos, e faz parte das proteinas Ag-NOR. A proteina
RNA-Polymerase | responsavel pela transcricdo do DNAr também é

encontrada no centro fibrilar (Wachtler & Stahl, 1993).

O componente fibrilar denso (CFD) esta aos arredores do centro fibrilar e
consiste de fibrilas densamente empacotadas com 3-5 nm. O CFD forma uma

rede de fibras de 0,05 a 0,1 um também chamada nucleolema (Schwarzacher

& Wachtler, 1993). Este componente pode ser marcado por prata, embora ele

core menos homogeneamente que o centro fibrilar. A proteina B23 € uma das

responsaveis pela impregnacdo argéntea, ela é uma fosfoproteina
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intermediaria entre o citoplasma e o nucléolo (Borer, 1989 apud Wachtler &
Stahl, 1993) e interage com acidos nucleicos (Dumbar, 1989 apud Wachtler &
Stahl, 1993). Outras proteinas a serem citadas sédo a C23, RNA-Polymerase |,
Topoisomerase |. Assim como as proteinas localizadas no centro fibrilar, as

proteinas localizadas no componente fibrilar denso parecem envolvidas no

processamento da molécula de RNAr. E interessante ressaltar que muitas

proteinas encontradas no componente fibrilar estao presentes no centro fibrilar
e vice-versa. A presenga de DNA no componente fibrilar denso tem sido
demonstrada por métodos citoquimicos, imunocitoquimicos (Moreno, 1992
apud Wachtler & Stahl, 1993) e por hibridizagéo in situ (Wachtler & Stahl,
1993). O padrao da distribuicdo de DNA observado por Jordan (1992 apud
Wachtler & Stahl, 1993) também indica que o DNA pode estar presente no

componente fibrilar denso.

O componente granular como o nome indica consiste de um material de
aspecto granular e & formado por estruturas que atingem diametros de 10 a
15nm (Schwarzacher & Wachtler, 1993). Este componente envolve tanto o
centro fibrilar como o componente fibrilar denso e ocupa uma posigao
periférica no nucléolo. O componente granular parece ndo se impregnar pela
prata e situa-se na regido de formagéo dos pré-ribossomos. RNA (Wachtler &
Stahl, 1993; Raska, 1995), RNAr e proteinas ribossomais também s&o

encontrados neste componente (Wachtler & Stahl, 1993).

Embora a funcdo do nucléolo ja tenha sido elucidada, o significado
funcional dos diferentes componentes nucleolares ainda nao estao claros. A
localizag&o dos primeiros passos da biogénese ribosomal, especialmente onde
o RNAr esta sendo transcrito € ainda assunto de controvérsias (Wachtler &
Stahl, 1993).

Ha basicamente duas diferentes visdes sobre este problema: um grupo
de autores acredita que o centro fibrilar € o sitio de transcricdo dos RNAr. Esta
idéia foi aventada pela observagdo que o material corado pela prata
aparentemente idéntico ao material encontrado no centro fibrilar esta ligado as
RONs cromossomais. Esta visdo foi corroborada pela descoberta que RNA-
Polimerase | foi detectada somente ou predominantemente no centro fibrilar.
Adicionalmente DNAr foi detectado por hibridizagéo in situ no centro fibrilar ao

nivel de microscopia eletronica (Wachtler & Stahl, 1993).
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Uma visado alternativa € que o RNAr é transcrito no componente fibrilar
denso. Esta hipétese é corroborada pela observagdo da incorporagéo por
uridina no componente fibrilar denso, revelada por técnicas de autorradiografia
(Bouteille et al., 1982 apud Wachtler & Stahl, 1993). Em adigédo, o nucléolo
pode ser transcricionalmente ativo na auséncia do centro fibrilar, indicando a
possibilidade que nestes casos o centro fibrilar ndo funciona como sitio de
transcricdo. Estudos de hibridizag&o in situ e microscopia eletronica indicam
que o rDNA esta presente no componente fibrilar denso melhor do no centro
fibrilar (Wachtler & Stahl, 1993).

Uma interpretagdo consenso tem sugerido que o sitio de transcrigao é
localizado na interface entre o centro fibrilar e o componente fibrilar denso
(Wachtler & Stahl, 1993; Raska, 1995).

A questao da localizagéo dos passos pos-transcricionais da biogénese

dos ribossomos esta melhor estabelecida. Os passos iniciais parecem

acontecer no componente fibrilar enquanto o componente granular é

correspondente a um passo mais tardio da biogénese dos ribossomos.
Algumas observagbes complementares tém conduzido a esta hipdtese. A
incorporag@o da uridina tritiada € observada no componente fibrilar denso e
somente mais tarde no componente granular (Ghosh et al., 1976 apud
Wachtler & Stahl, 1993). Do mesmo modo, na nucleogénese, apds a mitose,
com a reativagdo nucleolar, o componente fibrilar denso aparece antes do

componente granular (Wachtler & Stahl, 1993).

Mudangas nucleolares in vivo sdo bastante comuns. O tamanho, o
numero e estrutura do nucléolo mudam com o estado metabdlico e proliferativo
da célula. Geralmente, células ativas tendem a ter um nucléolo maior e mais
nucléolos que as células inativas. Os nucleos polipléides das células nutritivas
da parede do tubulo testicular das espécies de insetos estudadas neste
trabalho, por exemplo, sdo células muito ativas apresentando um nucléolo
fortemente impregnado pelos ions prata, com um halo proeminente ao seu
redor constituido de uma material nucleolar proteico que se cora menos

homogeneamente como o componente fibrilar denso.

A descoberta que os cromossomos ocupam um territorio especifico no
volume nuclear, definido como dominio cromossdmico, foi demonstrado
recentemente. Esta demonstracdo foi feita com pintura em cromossomos,

usando sondas especificas correspondentes a um uUnico cromossomo, €
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hibridizacgao in situ para localizar cromossomos especificos durante a intérfase.
Portanto, ndo €& surpreendente que a distribuicdo dos genes ribossomais siga
uma regra geral altamente ordenada na estrutura nuclear. As regides
organizadoras nucleolares sao fortemente envolvidas na polaridade nuclear.
Além de constituir uma marca citolégica tradicional, ha também a evidéncia
para polaridade entre diferentes RONs, e entre RONs e o envelope nuclear.
Na placa metafasica, as RONs dos cromossomos adjacentes estdo proximas
umas das outras, melhor do que se esperaria ser em uma distribuigcao
aleatodria. Esta observagéo indica que ha certamente um arranjo polarizado das
RONs de cromossomos adjacentes no nucleo interfasico (Hernandez-Verdun,
1991).

Os cromossomos portadores de RONs podem deslocar-se dos diferentes
pontos através do nucleo para concentrar-se em um nucléolo e podem ser
dispersados em um ou dois ciclos celulares. Isto significa que esses devem
mover-se livremente dentro do nudcleo sem perturbar a ordem dos outros
cromossomos. Frequentemente, em células eucariotas, o nucléolo esta
localizado no ou préximo do envelope nuclear e em procariotos, como por
exemplo, levedura, ele esta justaposto no interior da membrana celular. Esta
posicdo parece relacionada a presenga de uma estrutura esquelética
especifica no sitio da ligagdo nucleolar ao envelope (Hernandez-Verdun,
1991).

A especifica compartimentalizagdo do processo nucleolar no nucleo

demonstra a existéncia de algum tipo de maquinaria celular que gera esta
organizacgdo nuclear e nucleolar. A localizagdo das proteinas nucleolares em
regides especificas do nucléolo indica que estas proteinas devem conter sinais

que determinam seu destino nucleolar final (Hernandez-Verdun, 1991).

A auséncia de uma membrana ao redor do nucléolo significa que néo ha
uma barreira para a difusdo entre o nucléolo e o nucleoplasma, isto &, embora
o nucléolo seja uma estrutura morfologicamente distinta no interior do nucleo,
ndo ha evidéncias sugerindo que ele esta fisicamente separado do
nucleoplasma. Entretanto ndo podemos afirmar que as diferentes areas no
interior do nucléolo sdo igualmente acessiveis a difusdo de moléculas do

nucleoplasma (Méléese & Xue, 1995).

Foi constatado ao nivel de microscopia eletrdnica que durante a mitose o

nucléolo geralmente desaparece no final da profase e reaparece na telofase.
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Este processo € acompanhado pela cessagcdo da sintese de RNAr. O
desaparecimento nao é total, desde que material corado pela prata pode ser
observado nas RONs cromossdmicas no decorrer da mitose. Na telofase, o
componente fibrilar denso reaparece, seguido mais tarde pelo material
granular, corroborando a viséo de que o componente granular corresponde a
um passo mais tardio na biogénese dos ribossomos do que o componente
fibrilar. O reaparecimento relativamente rapido do nucléolo apos a cariocinese
e muito provavel ndo ser somente devido a sintese “de novo” do material
nucleolar, mas também, devido a reconstrugcao do nucléolo a partir do material
nucleolar que esta disperso no nucleo e citoplasma na profase. A favor desta
visdo foram feitas algumas observagdes na literatura. O aumento no material
corado pela prata observado apés as mitoses, ndo € abolido por inibigao de
sintese proteica (Wachtler & Stahl, 1993), deste modo indicando que a

reconstrugéo do nucléolo ndo depende s6 do material sintetizado novamente.

Paweletz (apud Wachtler & Stahl, 1993) observou uma coloragdo pela
prata cobrindo cromossomos durante a mitose e tem sugerido que este
fendomeno € devido a proteinas nucleolares. Um artigo de Sato (1988 apud
Wachtler & Stahl, 1993) indica que as RONs cromossomais sdo capazes de
organizar o nucléolo a partir do material dispersado no curso de uma mitose
precedente. Importantes observagdes deste problema tém sido estudadas a
partir de experimentos com células micronucleadas (Hernandez-Verdun et al,,
1991). Foi demostrado que algumas células micronucleadas contém nucléolo

funcional, enquanto outras contém estruturas fibrilares que reagem com

anticorpos anti-nucleolares, ndo possuem atividade transcricional e nao

contém DNAr.

Para investigar o potencial de agregacao das proteinas nucleolares,
Hernandez-Verdun et al. (1991) seguiram a distribuicédo e localizagdo das
proteinas nucleolares em células micronucleadas. Nos micronucleos que
somente continham um cromossomo, o nucléolo e genes ribossomais ativos
foram encontrados somente em micronucleos que continham RON adjacente
ao cromossomo. Em outros, as proteinas nucleolares correspondentes a
diferentes dominios nucleolares acumulavam-se a despeito da auséncia de
genes ribossomais. Estas proteinas tendem a agregar-se em estruturas
fibrilares, mas estas sdo distribuidas aleatoriamente no volume nuclear.
Portanto, a transcrigdo de genes ribossomais parece necessaria neste modelo

experimental, como ela é durante o ciclo celular, para coordenar o correto
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posicionamento pré-empacotamento das proteinas nucleolares (Hernandez-
Verdun, 1991).

A visao de desintegracdo e subsequente reintegracdo do material
nucleolar no curso da mitose tem sido corroborada através de uma
combinagédo de hibridizagdo in situ e uso de anticorpos contra proteinas
nucleolares. Estes estudos tém indicado que as proteinas nucleolares s&o
especificamente localizadas de novo ao redor dos cromossomos durante a

mitose (Wachtler & Stahl, 1993).

O fendmeno chamado persisténcia nucleolar, isto €, a presenga do
nucléolo através da mitose € observado nos dinoflagelados e tem sido descrito
em células malignas de mamiferos. Em células embrionarias com carcinoma, o
nucléolo esta presente e transcricionalmente ativo em toda mitose. Isto mostra
que a mitose por si s6 ndo € um insuperavel obstaculo para transcricéo de
RNAr (Wachtler & Stahl, 1993).

e

A persisténcia do material nucleolar nas mitoses tem sido observada em
varios exemplos; Goessens e Lepointe (1974 apud Schawarzacher & Wachtler,
1983) descreveram que um material semelhante ao centro fibrilar do nucléolo
algumas vezes permanece ligado aos cromossomos metafasicos em células
“Ehlich ascites”. Também ligados aos cromossomos metafasicos nas células
de pancreas de rato e em células Hela aparecem remanescentes do material

nucleolar semelhantes ao centro fibrilar (Schawarzacher & Wachtler, 1983).

Durante a mitose, a sintese de RNAr é baixamente regulada, proteinas
que desempenham um papel central na transcri¢do dos genes DNAr, tais como
RNA polimerase | e DNA topoimerase permanecem associadas com a RON
cromossomal, a qual também ancora os genes para RNAr. O mecanismo que
modula a atividade dos genes RNAr durante a mitose pode prover um
interessante caso para analisar o controle da atividade génica e estrutura. A
reformagdo pds-mitética do nucléolo € dependente da interacdo de duas
entidades separadas, a RON e os corpos pré-nucleolares (do inglés:PNBs). Os
PNBs aparecem na teldfase, e sdo completamente dispersos no inicio da
reformacao dos nucleos filhos quando eles progridem péra fase G1 (Scheer &
Weisenberger, 1994).

A desorganizagéo do territorio nucleolar e a subsequente dispersao das

proteinas nucleolares estdo entre os primeiros eventos da mitose. Esta

dispersdo ndo € simplesmente devida ao desligamento da transcricdo
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ribossomal, pois o ciclo celular € dependente de modificagbes das proteinas
nucleolares que também tém lugar ao mesmo tempo. Tem sido demonstrado
que duas principais proteinas nucleolares, nucleolina (C23) e numatrina (B23),
sao altamente fosforiladas durante o ciclo celular. Tem se sugerido que a
fosforilagdo € responsavel pelo controle das alteragbes na estrutura e

atividade nucleolar durante a mitose (Hernandez-Verdun, 1991).

No decorrer da mitose, as proteinas nucleolares especificas sdo

localizadas em diferentes lugares. Algumas permanecem associadas com as
RONSs, enquanto outras s&o espalhadas no citoplasma ou distribuidas ao redor
dos cromossomos (Somerville, 1986 apud Hernandez-Verdun, 1991). A RNA-
polimerase permanece ligada as RONs, bem como a nucleolina, proteinas Ag-
NOR e DNA topoimerase |. Isto indica que os componentes basicos da
transcricdo ribossomal permanecem juntos durante a mitose, mesmo na
auséncia de transcricdo ribossomal. Estes fatos estdo a favor da rapida
ativac@o dos genes ribossomais no final-da telofase, porque somente a adigéo
de um unico fator de transcricdo ou de um processo de defosforilagdo pode

induzir a ligacdo destes genes (Hernandez-Verdun, 1991).

Nossos resultados estdo de acordo com a persisténcia nucleolar durante
o ciclo celular. Nas duas espécies de triatomineos estudadas, Panstrongylus
megistus e Panstrongylus herreri, até o final da diacinese € possivel observar o
nucléolo e a partir desta fase existem corpusculos ou fragmentos nucleolares,
mesmo nos estadios mais avangados da divisdo, como anafase e telofase.
Estes corpusculos ou fragmentos podem ser restos nucleolares que
permanecem durante todo ciclo na célula. Assim, podemos inferir a
possibilidade do nucléolo ndo desaparecer totalmente em triatomineos,
permanecendo sob forma de pequenos corpusculos pré-nucleolares que irdo
se reunir de novo para formar o proximo ciclo nucleolar, que no caso da

meiose so6 sera completado se ocorrer fertilizagdo e formagao de um zigoto.

Mello (1995) encontrou corpos semelhantes a nucléolos associados ao
cromossomos ou livres no citoplasma durante a mitose em celulas humanas
MCF-10A concordando com outros exemplos encontrados na literatura que
detectaram a persisténcia do nucléolo durante a mitose em varios células de

mamiferos cultivadas in vitro.

A persisténcia de corpos como nucléolos durante a mitose da suporte a

idéia que o material nucleolar ndo se quebra completamente durante a
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metafase e anafase, tendo um significado funcional ainda ndo muito claro.
Pode ser hipotetizado que estes corpos carregam um primeiro ou novo
material nucleolar ou represente uma fonte de RNA nucleolar para as células

filhas enquanto o novo nucléolo esta sendo organizado (Mello, 1995).

Apo6s a desorganizacao, o material nucleolar pode comportar-se de duas
ou trés maneiras. Parte dele dissolve-se na profase, no nucleocitoplasma
comum, e retorna ao desenvolvimento do nucléolo na teléfase; outra parte
permanece associada com as RONs durante todo estagio da mitose; uma
terceira parte, junta-se a bainha pericromossomal dos Ccromossomos
condensados e move-se de volta para o nucleo com a descondensagao dos
cromossomos na teléfase (Schwarzacher & Wachtler, 1993; Gonzalez-Garcia
et al., 1995). A analise das duas espécies de Panstrongylus do presente
trabalho corrobora a hipdtese de dissolugdo de material nucleolar no

nucleocitoplasma.

A reorganizagd@o nucleolar, conhecida como nucleogénese, comeg¢a no

final da anafase e inicio da teldfase, quando o material nucleolar localizado
sobre a superficie dos cromossomos comega a agregar-se em nNuMerosos
corpos pré-nucleolares. O retorno da transcricdo de RNAr durante a telofase
permite a fusdo dos corpos pré-nucleolares sobre as RONs para formar o novo
nucléolo funcionalmente maturo durante o inicio de G; (Gonzalez-Garcia et al.,
1995).

O estudo das proteinas Ag-NOR durante a mitose em tecidos cancerosos
de mama, em humanos, revelou importantes resultados: a desagregag¢ao do
nucléolo profasico € simultanea com a segregacao das estruturas arginofilicas
que entdo tomam uma forma arredondada; durante a teléfase numerosas
estruturas esféricas arginofilicas de 0,2 um de diametro aparecem antes da

formagé&o dos corpos pré-nucleolares (Fakan & Hernandez-Verdun, 1986).

Na meiose, os espermatocitos e odcitos na profase | da meiose,
apresentam varias vantagens para o estudo da relagdo do nucléolo e RONs.
Durante a préfase meidtica, os cromossomos sdo bem individualizados e suas
caracteristicas morfolégicas podem ser analisadas a microscopia de luz ou
eletronica. Eles sdo menos condensados do que os cromossomos metafasicos.
Considerando q:ue a transcricdo € suspendida na metafase das células

somaticas, genes ribosomais sédo ativos durante o leptéteno, zigéteno e
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estadios iniciais dos espermatdcitos no paquiteno e durante o leptéteno,
zigéteno, paquiteno e diploteno de odcitos (Wachtler & Stahl, 1993).

Em odcito de codorna, a nucleogénese ocorre no paquiteno e os genes
ribossomais estdo localizados na parte eucromatica de dois pares de
microcromossomos. No dipléteno, o nucléolo € aumentado, tendo um aspecto
reticular (Wachtler & Stahl, 1993).

Em odcito de rato, do zigéteno tardio para meados do paquiteno,
novamente € formado o nucléolo. Os bivalentes portadores de regides
organizadoras nucleolares sdo ligados ao envelope nucleolar por sua
heterocromatina centromérica. Adjacente a esta regido, as RONs pareadas,
correspondem a constricdo secundaria dos cromossomos mitoticos. Durante o
dipldteno, o nucléolo (com a fus&o dos dois nucléolos formados no paquiteno)

aumenta de tamanho, tomando um aspecto reticular (Wachtler & Stahl, 1993).

Em odcito humano, no leptéteno, o pucléolo €& composto de um grande
centro fibrilar rodeado por uma camada fibrilar densa. Em alguns odcitos, trés
bivalentes s&o associados com o mesmo centro fibrilar. No estadio diploténico
0 nucléolo é muito grande e forma um reticulo fibrilo-granular (Wachtler &
Stahl, 1993).

Em espermatdcito humano, a nucleogénese ocorre no leptéteno. Um
novo nucléolo €& formado e associado com a RON de cromossomos
acroceéntricos que estao ancorados na membrana interna do envelope nuclear.
Durante o zigéteno, o nucléolo aumenta de tamanho e complexidade. Os
bivalentes nucleolares mostram um tipico arranjo em relagdo ao envelope
nuclear: o teldomero corresponde ao satélite citologico e esta ligado a

membrana interna do envelope nuclear (Wachtler & Stahl, 1993).

No presente trabalho, pelo estudo da espermatogénese dos triatomineos
Panstrongylus megistus e Panstrongylus herreri podemos verificar que a
nucleogénese ocorre no inicio da profase | meidtica (estadio confuso),
provavelmente no leptéteno, pois nesta fase a impregnacgéo pela prata permite
a observagdo de um grande corpo nucleolar. No dipléteno e diacinese é

possivel notar que o nucléolo esta em intima associacdo com 0os cromossomos

sexuais, indicando assim a localizagdo de pelo menos uma RON nos

heterocromossomos. E possivel observar ainda a ligagdo de um ou dois

autossomos a regido nucleolar em ambas as espécies. E interessante ressaltar
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que nas espermatogdnias € observada a presenca de fragmentos nucleolares

dispersos em alguns nucleos e corpusculos nucleolares compactos em outros.

Estudos sobre uma variedade de espécies mostram que sitios de
coloragéo pela Ag-NOR sobre cromossomos correspondem a sitios de genes
ribossomais identificados pela hibridizacdo in situ. Entretanto, em humanos,
por exemplo, € muito raro que todos os 10 sitios de DNAr que s&o os
cromossomos acrocéntricos 13, 14, 15, 21, 22 e que formam uma constrigdo
secundaria caracteristica em cada um destes cromossomos na metafase
(Fakan & Hernandez-Verdun, 1986) sejam marcados com prata. Este fato deve
ser por que alguns sitios contém menos genes DNAr, abaixo do limiar de

sensibilidade da impregnacéo pela prata (Sumner, 1990).

A quantidade de coloragéo pela prata dos nucleos interfasicos € maior do
que aquela dos cromossomos metafasicos na mesma preparacao, refletindo a
supressao de transcricao na mitose (Sumner, 1990). Na meiose de P. megistus
e P. herreri este padrio também & observado confirmando os dados

encontrados durante a mitose.

Durante a espermatogénese de vertebrados, ha uma substancial
mudanga na impregnacédo pela prata a qual € bem correlacionada com
mudangas no padrao de sintese de RNA ribossomal (Hofgartner et al., 1979;
Schmid et al.,, 1982 apud Sumner, 1990):; resultados similares tém sido
reportados em oogénese de humanos (Hartung et al.,, 1979 apud Sumner,
1990). Estudos indicam que no desenvolvimento embrionario do anfibio
Xenopus laevis, a coloragédo Ag-NOR aparece ao mesmo tempo do inicio da
sintese de RNAr embrionario (De Capoa et al., 1983 apud Sumner, 1990),
também foi mostrada uma direta correlagdo entre quantidades de impregnagéo
Ag-NOR de cromossomos humanos e sintese de RNAr 18S e 28S (Morton et
al., 1983 apud Sumner, 1990).

Todas observagbes citadas indicam que a coloragéo pela prata € um
indicador de atividade génica ribossomal. Resultados experimentais para
testar esta hipotese entretanto sdo ambiguos. Varias substancias conhecidas
como inibidoras de transcrigcdo de genes ribossomais (actinomicina D, brometo

de etidio e cardiopicina) nao tiveram significante efeito sobre coloragao pela

Ag-NOR embora o MPB, um inibidor de sintese de RNA, reduziu a coloracao

pela prata (Sumner, 1990). Porém, os experimentos com inibidores de

transcricdo podem somente indicar que a completa perda de coloragdo Ag-
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NOR € um processo lento, por exemplo, € possivel obter impregnacgéao pela
prata sobre cromossomos metafasicos, nos quais a transcricdo € suprimida,
entdo é claro que a marcagéo pela prata ndo desaparece imediatamente
quando a transcricdo cessa. Baldini e colaboradores (1988 apud Sumner,
1990) obtiveram um aumento na sintese de RNAr em células em cultura por
tratamento com hormoénio de crescimento, este aumento foi correlacionado
com aumento de coloragdo pela prata. Ferraro e colaboradores (1988 apud
Sumner, 1990) trataram células com 5-azacetidine, que € incorporada ao DNA
na replicacdo, suprimindo a metilagdo do DNA e portanto, permitindo um maior
nivel de transcricdo, e obteve um aumento na impregnacdo pela prata.
Podemos dizer que a prata pode, entretanto, indicar o potencial para
transcricdo melhor do que a real ocorréncia de transcrigdo (Medina et al.,
1986).

O mecanismo de marcagéo pela prata tem se tornado um padrdo nos
métodos de bandamento, e a impregnagéo pela prata é parte essencial da
caracterizagéo cariotipica das espécies e pode provavelmente ser usada para
demonstrar RONs em eucariotos. Esta coloragéo provou ser particularmente
proveitosa nos estudos da atividade nucleolar durante a gametogénese. Na
espermatogénese de mamiferos e outros vertebrados, a coloragdo das RONs
ocorre na profase meiotica até o final do paquiteno. A coloragdo é ausente na
diacinese e também nas metafases | e I, mas reaparece nas espermatides
Iniciais, indicando reativacdo pos-meidtica da franscricdo do DNAr. A
coloragcdo pela prata desaparece novamente com o desenvolvimento e
elongacédo das espermatides. Evidéncias também sugerem a presenca de
numerosos micronucléolos, que foram interpretados como produto de

amplificacao dos genes ribossomais (Sumner, 1990).

Em humanos, o material Ag-positivo € observado na préfase | melhor do
que na metafase e anafase e comega aumentar novamente em estadios
tardios da teléfase. Em meiose de machos, as RONs permanecem Ag-positivas
até o paquiteno e em alguns estadios de espermatides (Sousa & Cavalheiro,

1994) nas metafases | e Il sdo Ag-negativas (Schwarzacher et al., 1978).

Schimid et al. (1982) estudaram o padréao de atividade da regiao

organizadora nucleolar (RON) na espermatogénese de 10 espécies de

vertebrados n&do mamiferos: aves (Gallus domesticus, Columba livia), reptilia
(Elaphe radiata, Emys orbicularis), anfibios (Bufo bufo, Bufo mauritanicus,

Triturus vulgaris), osteideos (Salmo gairdneri, Carassius auratus) condricteos
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(Scylliorhinus caniculus) e uma espécie de cefalocordado (Branchiostoma
lanceolatum) através da técnica de coloragéo pela prata. Todas as espécies
apresentam um padrao muito similar de atividade da RON nos varios estadios
da espermatogénese. E os dados obtidos estdo em concordancia com os
resultados obtidos em mamiferos: a impregnagdo pela prata é detectavel
durante a profase meidtica até o estéddio de paquiteno, € completamente
ausente nas metafases | e Il e novamente aparece nos estadios iniciais dos
nucleos espermaticos. A espermatogénese em vertebrados ndao mamiferos,
estudados por Schimid e mamiferos estudados por outros autores (Geremia et
al,, 1978; Monesi et al., 1978 apud Schimid et al., 1982) confirmam a
ocorréncia de reativagao pos-meiotica dos genes para RNAr. Isto permite a
conclusdo que a sintese de RNAr, na gametogénese de machos segue o
mesmo padrao em todos os vertebrados. Este padrdo deve ser muito antigo
em termos de evolugéo porque ja € existente nos primitivos cefalocordados. A
conservagao evolucionaria da reativagdo pos-meidtica da RON, dos
cefalocorados até o homem, indica uma necessidade de RNA ribossomal pos-
meioticamente sintetizado. Este RNAr novamente sintetizado pode ser um pré-
requisito para a produgdo de RNAm, o qual deve ser transcrito em estadios

iniciais do desenvolvimento da espermatide (Schmid et al., 1982).

No presente trabalho foram verificadas marcagbes arginofilicas nas

espermatides iniciais em ambas as espécies de Panstrongylus, tais

impregnagdes pelos ions prata desaparecem com o processo de elongagéo

das espermatides, conforme a literatura descreve para uma série de
vertebrados e alguns cefalocordados. Assim, nosso trabalho corrobora a
hipétese da reativacao pos-meiotica dos genes para RNA, permitindo que este
fendmeno seja aplicado também aos invertebrados, desta forma reforgando a
idéia que a sintese de RNA na gametogénese € um padrao muito antigo e

possivelmente universal entre os organismos com reproducgao sexuada.

Hofgartner et al. (1979) aplicaram a coloragdo pela prata em quatro
espécies de mamiferos (Homo sapiens, Mus musculus, Rattus Norvegicus e
Cavia cobaya). Estas espécies exibiram um padrao de atividade muito similar
na regido organizadora nucleolar durante os varios estagios da
espermatogénese. Precipitados de prata sao detectaveis em espermatogonia
em crescimento e até o estadio de paquiteno da préfase meidtica. Durante as

metafases | e Il a impregnagéo desaparece completamente. Ocorre um
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ressurgimento da impregnacdo nas espermatides indicando reativagdo pos-

meidtica das RONs e este processo persiste até o inicio da fase de elongagao.

Nas espermatides iniciais de Oedipoda coerulescens, estudos com
microscopia eletronica mostraram um nucléolo consistindo de uma série de
material fibrogranular que, no curso da diferenciagéo, parece ser transformado
em uma massa de material fibrilar e clusters de corpos granulares. Estes
ultimos corpos tornam-se menores até eles eventualmente desaparecerem
enquanto o material fibroso persiste. Um comportamento similar a esse
material nucleolar é observado pela microscopia de luz, no ultimo estadio do
desenvolvimento da espermatide em Schistocerca gregaria (Rufas & Gosalvez,
1982).

Nos estadios pos-meidticos da espermatogénese de vertebrados o
processo de diferenciagdo pode ser controlado de duas formas. A atividade

génica pré-meiética pode realizar a sintese de moléculas estaveis de RNA no

espermatocito, que s&o mais tarde traduzidas nos estagios pds-meidticos

(controle dipléide). H& também a possibilidade de atividade génica pods-
meidtica nos nucleos espermaticos (controle hapldide). Estudos genéticos,
citologicos e bioquimicos tém provido evidéncias para expresséo génica pré e

pos-meidtica (Schmid et al., 1982).

A maior parte dos estudos sobre atividade génica em espermatogénese
de vertebrados esta concentrada em mamiferos, e grande parte destes estéo
restritos a demonstracdo de sintese de RNA pré e pds-meiodtico. Com técnicas
de autorradiografia e microscopia eletronica foi possivel demonstrar nao
somente uma distinta sintese de RNA pré-meidtica, mas também uma pequena
sintese pos-meiodtica de RNA, a qual declina durante estadios mais tardios da

diferenciagdo espermatica (Schmid et al., 1982).

Nao esta definido se o RNA ribossomal sintetizado pds-meioticamente
possui alguma fungdo. A aplicagdo da impregnagéo pela prata, em anfibios
mutantes que apresentam somente uma RON, nas suas células diploides,
mostra que as espermatides carentes de material prata positivo s&o capazes
de desenvolverem-se em células maduras. As espermatides nao sao,
entretanto, funcionalmente isoladas umas das outras. Existem pontes
citoplasmaticas intercelulares entre as espermatides de muitos organismos
(Phillips 1974 apud Hofgartner et al., 1979). Em testiculos de mamiferos, por

exemplo, mais de cem espermatides podem estar interconectadas através de
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pontes citoplasmaticas (Dym et al., 1971 apud Hofgartner et al.,, 1979).
Consequentemente, € possivel que a potencial letalidade por deficiéncia de
RON nas espermatides, seja superada pela cooperagdo metabdlica. As
espermatides normais podem cooperar com a diferenciagdo das células
vizinhas deficientes de RON, provendo suficiente RNAr. Estes fatos néo
excluem a possibilidade que o padrao de genes ativados nas espermatides

iniciais tenha importancia para a diferenciagao celular (Hofgartner et al., 1979).

Em Drosophila melanogaster os genes ribossdmicos estdo agrupados em
2 organizadores nucleolares: um localizado no meio da heterocromatina
proximal do cromossomo X e outro no brago curto do Y, cromossomo que
aparece completamente heterocromatico na metafase. No grupo repleta, D.
hydei, apresenta trés RONs, uma no brago heterocromatico do cromossomo X
e duas no Y, sendo uma no brago curto e uma proxima da ponta do brago
longo. Um segundo padrao, que se refere a localizagdo de genes ribossomicos
no cromossomo X e no microcromossomo, foi encontrado em espécies do
complexo mulleri do grupo acima citado, abrangendo D. mulleri, D. arizonensis,
D. aldrichi, D. navojoa, D. mojavensis e D. wheeleri. A presencga de cistrons
DNAr nos microcromossomos de Drosophila tem uma implicagdo evolutiva
mais geral, favorecendo a idéia de uma origem filogenética comum para o

cromossomo X e 0 microcromossomo nesse organismo (Bicudo, 1984).

Em Sciara coprophila, o organizador nucleolar esta localizado na regido
proximal do cromossomo X, formando o nucléolo principal. No final do quarto
estadio do desenvolvimento, esse nucléolo fragmenta-se e forma um grande
agregado de micronucléolos. A regido organizadora do nucléolo parece

bastante ramificada, e os ramos abrangem grande parte da area nuclear. Em

Rhynchosciara, a hibridizagdo in situ mostrou que, além da RON no

cromossomo X, ha outra no cromossomo C. Em Acheta domesticus, nas
oogobnias e ovocitos deste inseto ocorre amplificagdo do DNAr localizado nos
autossomos 6 e 11. O DNAr amplificado forma um corpusculo que se separa
dos cromossomos meidticos e posteriormente distribui-se em milhares de
nucléolos envolvidos na sintese de RNAr. Corpusculos de DNAr
extracromossdmicos semelhantes ao detectado em ovocitos de Acheta foram
encontrados também em outros insetos como Dytiscidae (Kato 1961 apud

Bicudo, 1984), Chrysopa perla (Gruzova et al., 1972 apud Bicudo, 1984).

Nas espécies de triatomineos estudadas no presente trabalho, como em

grande parte dos insetos, também foi detectada associacdo da atividade
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nucleolar aos cromossomos sexuais. Nos estadios mais adiantados da préfase
| da meiose fica evidente a impregnagdo pela prata na regido dos
heterocromossomos. Com relagdo aos autossomos, acreditamos que dois
deles desempenhem fung@o organizadora nucleolar por apresentarem-se
ligados por pontes cromatinicas aos corpusculos nucleolares. Como foi citado
anteriormente, também, verificamos um grande numero de corpusculos
nucleolares durante a espermatogénese. Estes corpusculos aparecem apoés a
desorganizagao do nucléolo na diacinese e permanecem até a teléfase. Uma
outra possibilidade para este fendmeno, aléem da hipdtese de persisténcia
nucleolar aventada previamente, pode ser a ocorréncia de amplificagdo dos

genes de DNAr.

Em Chrysomelidae e Curculionidae a produgdo secundaria de material
nucleolar em forma de fragmentos reunidos em cadeia € de comum ocorréncia
na profase da espematogénese destes besouros. Este fendmeno € mais
frequentemente acentuado naquelas espécies onde ha um estadio confuso
prolongado combinado com uma intensa atividade transcricional. Grilos, por
exemplo, exibem arginofilia somente durante a profase da meiose de machos
(Virkki & Denton, 1987).

O complemento cromossomico do Heteroptera Carlisis wahlbergi €
holocéntrico e a meiose € normal, exceto por um estadio confuso apds o
zigdéteno. Durante os estadios iniciais da profase |, incluindo o estadio confuso,
observa-se a presenca de dois nucléolos que também podem ser vistos como
uma unica massa nucleolar. Estes nucléolos decrescem de tamanho com a
progressdo da meiose, assemelham-se a um ponto e sdo completamente
ausentes na metafase |, embora um certo niumero de células apresentem
remanescentes nucleolares. Um pequeno nucléolo é formado na teléfase |

sendo também observado na metafase Il (Fossey & Liebenberg, 1995).

A impregnagédo pela prata em meiose de machos de seis espécies de

coledptera do género Cicindela, com multiplos cromossomos sexuais, revelou a

presenca de regides organizadoras nucleolares ativas nas vesiculas sexuais.

Em uma das espécies, Cicindela melancholica, a hibridizagéo in situ com
sondas ribossomais mostraram que um dos trés cromossomos X e 0
cromossomos Y ‘apresentam genes RNAr. A coloragdo pela prata e a técnica
de Fish mostraram que espécies relacionadas de Cicindela paludosa, com
sistema sexual de machos X0, tem RONs localizadas em um par de

autossomos. Em Megacephala euphratica estas técnicas indicam que as RONs
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sao localizadas nos trés pares de autossomos, mas ndao no Unico cromossomo
X dos machos. Em todas as espécies, o nucléolo pode ser observado do
principio da meiose até final do estadio confuso; desaparecendo no dipléteno

e novamente reaparecendo nas espermatides (Galian et al., 1995).

Durante a espermatogénese do Orthoptera Schistocerca gregaria no
inicio da profase da primeira divisdo uma simples massa nucleolar é
encontrada préxima ao cromossomo X. Esta massa a caracterizada pela
presenca de regides: uma delas aparece como um precipitado de prata escuro
enquanto a outra apresenta um precipitado de prata mais claro. Em estadios
meidticos mais adiantados da profase a massa nucleolar € separada em duas
regides de menor volume. Um dos nucléolos permanece proximo do
cromossomo X, enquanto o outro se dispbe em outra parte dentro do nucleo.
Da diacinese até a metafase |l precipitados de ions prata ndo sao observados,
porém nas espermatides iniciais sdo detectadas marcacdes pela prata (Rufas
& Gosalvez, 1982). f

Em Coleoptera € sugerido que um par de cromossomos contendo RONs
esta presente. O grande cromossomo sexual de Oedionychina pode ser
marcado por varias bandas Ag, nesta espécie estudos sugerem que uma
grande quantidade de sintese de substancias granulares ocorre durante o
estadio confuso. No inicio do estadio confuso, ocorre uma complicagdo na
estrutura nucleolar: o nucléolo original desintegra-se, e cadeias de fragmentos
pré-nucleolares aparecem. Uma forte precipitagédo pela prata ajuda no estudo
do nucleo confuso. A impressédo € que somente alguns dos fragmentos
originais tornam-se incorporados no nucléolo final e outros desintegram-se.
Um ou dois nucléolos persistem até a metafase |, onde tendem a permanecer
junto aos cromossomos sexuais, embora eles possam flutuar entre os
autossomos (Virkki & Denton, 1987).

Varios autores (Garcia De La Veja et al., 1982; Cella et al., 1983; Rufas et
al., 1983 apud Virkki & Denton, 1987) tém observado a coincidéncia de
bandas-C com coloragéo pela prata, provavelmente devido a heterocromatina
associada ao nucléolo (Virkki & Denton, 1987). Esta coincidéncia de
bandamento ndo € uma regra, por exemplo, em espécies de peixes Cyprinidae,
os sitios contendo RONs nado foram relacionados com as bandas-C. A

coloracgéo pela prata mostrou regides Ag-NOR na posigao terminal dos bragos

curtos do par de cromossomos médios submetacéntrico (S1) e no par menor
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submetacéntrico (S2) regides estas que nado participavam da atividade

organizadora nucleolar (Rodrigues & Collares-Pereira, 1996).

No nosso trabalho, a coincidéncia de banda-C e impregnacéo pela prata
ocorreu NOS Cromossomos sexuais que permanecem heterocromaticos em
grande parte do ciclo, porém com relagao aos autossomos nao foi possivel

estabelecer um padréo.

4.3. BANDAMENTO-C

O bandamento-C nos triatomineos, Panstrongylus megistus e
Panstrongylus herreri, apresentou resultados que corroboram o padrdo de
bandamento na ordem Heteroptera e também alguns dados que estdo
presentes em outros organismos. Nestas duas espécies estudadas foram
encontradas bandas instersticiais e terminais nos autossomos. Ja os
cromossomos sexuais apresentaram um padrao bastante interessante na
medida que, em P. herreri esses comportaram-se de forma totalmente
heterocromatica durante toda espermatogénese e em P. megistus o0s
cromossomos Xs alternavam entre bandamento positivo e negativo. Também
foi possivel, em parte deste trabalho, relacionar regiées banda-C positivas com
regido organizadora do nucléolo (RON), além da observagdo da presenca de
heterocromatina em estadios adiantados da diferenciagéo celular. Todos estes
dados foram comparados com aqueles disponiveis na literatura. Na presente
discussdo sera apresentado um panorama sobre o mecanismo do
bandamento-C, classificagdo e origem da heterocromatina e em seguida os

resultados obtidos serao discutidos mais especificamente.

A técnica de bandamento-C teve sua origem na classica observagédo de
Pardue & Gall (1970 apud Sumner, 1990) quando realizaram hibridizagao in
situ do DNA satélite dos cromossomos de rato e encontraram uma forte
coloragao das regides centroméricas (Babu & Verma, 1987; Sumner,1990). A
partir de entdo foram realizadas uma série de modificagbes do protocolo,

culminando com o tradicional bandamento-C.

As estruturas consideradas pertencentes a categoria de bandas-C

constituem-se de um tipo particular de cromatina denominada heterocromatina

constitutiva (C=constitutiva) que, apds o tratamento especifico, cora-se mais

intensamente com solugdo Giemsa (corante com alta afinidade ao DNA) que
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as demais regides cromossomicas. O procedimento para a manifestacédo
dessas bandas envolve a remogao do DNA eucromatico da cromatina em uma
taxa mais elevada que a do DNA heterocromatico. A extracdo do DNA esta
baseada na solubilizagdo diferencial do DNA da eucromatina devido a agao

dos diferentes tratamentos realizados sequencialmente durante a técnica.

Sobre o mecanismo da banda-C, Mace e colaboradores (1972), usando
antisoro especifico para uma unica fita de DNA, afirmaram que apds
tratamento de bandamento-C, o DNA foi denaturado, exceto nas bandas-C.
Outras consideragdes indicaram que o bandamento-C era um mecanismo
somente baseado na denaturagao e seletivo anelamento do DNA. Porém, em
alguns casos, parece que a denaturagdo do DNA cromossomal pelo tratamento
alcalino é fortemente irreversivel. Evidéncias adicionais para um mecanismo
alternativo provém de observagdes que o bandamento-C pode ser produzido
por reagentes cuja acao € essencialmente sobre proteinas, € ndo sobre o
DNA. Parece portanto, que o mecanismo baseado no anelamento diferencial
de DNA né&o pode explicar a produgdo do bandamento-C satisfatoriamente. Foi
estabelecido que o bandamento-C envolve uma remogao preferencial do DNA

nas regibes cromossomicas banda-C negativas (Sumner, 1990).

O processo quimico responsavel pela perda de DNA durante o
bandamento-C foi descrito por Holmquist (1979 apud Sumner, 1990). Cada um
dos trés estadios investigados, tratamento acido, tratamento alcalino e
incubacdo em solugcao salina possui uma parte especifica no processo. O
tratamento preliminar com 0,2N de acido cloridrico depurina o DNA, mas n&o
quebra os sitios depurinados. Este tratamento suplementa a depurinagéo que
se iniciou durante a fixagdo com metanol-acido acético (Sumner, 1982). A
extracdo do DNA depurinado ocorre durante a incubagdo com solugao salina.
O tratamento alcalino quebra os sitios apurinicos, bem como denatura o DNA
irreversivelmente. Como resultado DNA é reduzido a pequenos fragmentos os

quais sdo mais facilmente perdidos dos cromossomos (Sumner, 1990).

Se o0 mecanismo de extragdo do DNA durante o processo de bandamento

é aceito, resta a questdo: Por que o DNA é extraido preferencialmente nas

regides cromossomicas banda-C negativas? Ha trés possibilidades cabiveis.

Primeiro, o DNA banda-C é menos depurinado do que o restante. Segundo, o
DNA banda-C € menos denaturado na solugdo alcalina. Terceiro, € que este
DNA é menos extraido durante o tratamento a quente em solugdo salina
(Sumner, 1990),
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Outra possilidade € que pode existir uma interagao distintiva entre o DNA
e as proteinas nas banda-C. Ha evidéncias que certas proteinas da cromatina
ligam-se mais fortemente ao DNA altamente repetido (Maio et al., 1969;
Musich et al., 1977; Hsieh et al., 1979 apud Sumner, 1990) em mamiferos e
Drosophila, mas né&o € conhecido se tais proteinas ocorrem em todas bandas-
C. Burkholder e Weaver (1977 apud Sumner, 1990) mostraram que as bandas-
C foram protegidas contra a digestdo com DNase pela presenca de proteinas
ndo-histdnicas e concluiram que a protegdo foi fortemente devida a estreita
ligagdo do DNA a proteinas nao histonicas que restringem o acesso da
enzima. Uma forte ligacdo do DNA a proteinas nas regiées de banda-C é um

mecanismo plausivel para a diferencial extragdo do DNA dos cromossomos.

Em resumo, o diferencial anelamento do DNA denaturado ndo deve ser
parte do mecanismo de bandamento-C. Importante caracteristica deste
processo parece ser o progressivo ataque dos reagentes sobre a molécula de
DNA que conduzem a extragdo deste e a ligagdo do DNA a proteinas nas
bandas-C.

A heterocromatina constitutiva ndo pode ser unicamente caracterizada
por qualquer composi¢éo particular de bases, embora o DNA de composicéo
de bases altamente repetidas €& mais comumente encontrado na
heterocromatina. Em termos gerais existe uma boa relagdo entre DNA
altamente repetido, regidées banda-C positivas e heterocromatina constitutiva

no genoma (Verma, 1988).

Segundo o Verma, recentes estudos com uso de sondas satélites e de
enzimas de restricdo indicaram que no interior do cromossomo, a distribuicao
de heterocromatina constitutiva definida pela banda-C e de DNA altamente

repetido definido pela hibridizagéo in situ, € frequentemente embora nem

sempre, coincidente. Isto indica que a heterocromatina ndo é constituida

unicamente de DNA altamente repetido e que este ndo esta localizado
exclusivamente nas regides heterocromaticas constitutivas. Em humanos, por
exemplo, o satélite ou outro tipo de DNA altamente repetido ndo € o unico ou
mesmo 0 mais comum componente de algumas categorias de heterocromatina
constitutiva, pois a banda-C indica em média 13% de heterocromatina
constitutiva gendmica (Verma, 1988) entretanto, somente metade destes sitios
contém sequéncias satélites. Em hamster chinés s&o observadas bandas-C no
bragco longo do cromossomo X, no cromossomo Y inteiro e na regiao

centromérica do cromossomo 10, porém estas regides ndo contém uma alta
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proporcao de DNA altamente repetido (Arrighi et al., 1974 apud Sumner,
1990).

Alguns exemplos de tipos de DNA encontrados na banda-C podem ser
citados. Em monocotiledénias: Scilla siberica - G+C satélite (Timmis et al.,
1975 apud Sumner, 1990), Secale cereale-DNA satélite (Appels et al., 1978
apud Sumner, 1990). Em Insecta (Orthoptera): Atractomorpha - satélite-
1(Miklos et al., 1976 apud Sumner, 1990). Em Insecta (Diptera) - Drosophila
melanogaster - DNA altamente repetido (Jones et al, 1970 apud Sumner,
1990), D. nasuta - Satélite rico em A-T (Ranganath et al.,, 1982 apud Sumner,
1990). Em Amphibia: Plethodon cinereus -Satélite rico em G+C (MacGregor et
al., 1971 apud Sumner, 1990). Em Mammalia (Primata): Saimiri sciureus -
Satélite rico em A+T (Lau et al.,, 1977 apud Sumner, 1990). Em Mammalia
(Rodentia): Mus musculus - satélite rico em A+T (Pardue et al., 1970 apud
Sumner, 1990), Peromyscus eremicus - satélite rico em G+C (Hazen et
al., 1977 apud Sumner, 1990). Em Mammalia (Artiodactyla) Bos taurus, Capra
hircus, Ovis aries - Satélite rico em G+C (Kurnit et al.,, 1978 apud Sumner,
1990).

A cromatina condensada € transcricionalmente inativa. Uma regiao
cromossdmica pode, entretanto, ser inativa por duas razdes. Primeiro, porque
ela esta em um estado reprimido, pelo fato de possuir DNA codificador que
esta temporariamente e reversivelmente inativado. Segundo, por que ela e
composta de DNA néo codificador e assim permanece incapaz de transcrever.
Em relacdo a estas formas de inatividade, € possivel distinguir trés diferentes

espécies de cromatina no interior do nacleo interfasico (Verma, 1988).

A primeira forma de cromatina € a eucromatina condensada tecido-
especifica. Para entendermos este tipo de cromatina devemos considerar que
no desenvolvimento animal, embora varios tipos celulares contenham as
mesmas sequéncias de DNA codificador, somente parte da informagéo e
expressada. Neste tipo de repressdo, a condensagado cromossomica envolve

uma fracdo da cromatina inativada especificamente dentro de uma dada

geragdo celular. E importante reconhecer que nem toda a cromatina dispersa

adota automaticamente um estado ativo, portanto, n&do podemos simplesmente
igualar eucromatina com cromatina transcricionalmente ativa. Embora a
descondensagdo da eucromatina é& certamente um pré-requisito para a
atividade génica, ela ndo € necessariamente suficiente para o inicio da

transcricao (Verma, 1988).
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A segunda forma de cromatina € a eucromatina facultativamente
heterocromatinizada ou heterocromatinizagéo facultativa da eucromatina. Esta
forma caracteriza a repressao da eucromatina em segmentos cromossdmicos,
cromossomos inteiros e algumas vezes em conjuntos cromossoOmicos. A
eucromatina facultativamente heterocromatinizada € inativada e condensada
durante o inicio do desenvolvimento e por isso permanece inativa durante
muitas geragdes celulares nos tecidos somaticos. Esta também associada a
um processo de imprinting cromossdmico, no qual somente um dos homologos
é reprimido, como no exemplo classico do unico X reprimido nas fémeas de
mamiferos (XX) ou a um conjunto cromossdmico, como no caso da repressao
do conjunto paterno de coccideos machos. O material que é
heterocromatinizado tem um complemento normal de genes e estes podem ser

ativados nas geragdes sucessivas (Verma, 1988).

A terceira forma de cromatina € a heterocromatina constitutiva. Esta
cromatina difere da eucromatina pela composi¢cdo predominante de DNA néo
codificador e altamente repetido (Lewin, 1994). Ela esta assim
permanentemente sem transcrever e ndo somente reprimida, representando
uma classe estrutural distinta da cromatina melhor do que um estado da
cromatina com nos casos de eucromatina condensada tecido-especifica e
eucromatina facultativamente heterocromatinizada. De acordo com Verma,
(1988) nao existem duas classes de heterocromatina, constitutiva e facultativa,
como ainda & comumente denominado. A heterocromatinizag&o facultativa da
eucromatina, em principio, esta mais relacionada com a condensagéo tecido-
especifica da eucromatina, embora ocorra em uma escala mais extensiva
dentro de um individuo. As regides facultativamente heterocromatinizados néo
apresentam banda-C, consequentemente, com o bandamento-C € possivel

corar diferencialmente a heterocromatina constitutiva.

Na literatura existem informagdes indicando que nem todos animais

exibem uma correspondéncia entre bandas-C e heterocromatina. No gafanhoto

Cryptobothrus chrysophorus varios pares de cromossomos possuem blocos

terminais de heterocromatina, mas o bloco heterocromatico M5 nunca

apresenta banda-C (Sumner, 1990).

Nag! e colaboradores (1985 apud Sumner, 1990) observaram que o DNA
repetido pode ser transcrito na planta Vicia faba, enquanto White (1987 apud
Sumner, 1990) encontrou que heterocromatina constitutiva pode ser transcrita

em Microtus agrestis. Em Triturus cristatus carniflex tem sido verificado

AVA
AVAYAY

3 4 S, 6 7 unespml 12 13 14 15 16 17

18



Discussdo

transcricdo no DNA satélite nos cromossomos plumosos (Sumner, 1982). Esta
informacao € particularmente interessante, pois sugere que a fungédo do DNA
banda-C positivo ocorre mais preferencialmente na meiose do que nas células
somaticas (Sumner, 1990). Desta forma deve ser colocado que a concentragéo
de genes € menor na heterocromatina que na eucromatina e que o fendbmeno
de franscrigdo ocorre em taxa menor na heterocromatina em relagédo a
eucromatina. Porém, ndo € possivel afirmar que n&o ocorre transcricdo na

heterocromatina (Sumner, 1982).

Em Drosophila, genes requeridos para viabilidade e fertilidade (fatores de
fertiidade do cromossomo Y) estdo na heterocromatina (Mello, 1977). A
remogao de alguns genes de sua usual localizagdo heterocromatica impede
sua expressdo normal. Do mesmo modo, genes que ocupam uma posi¢ao
eucromatica sao reprimidos quando colocados na heterocromatina. A variavel
inativacdo de ambas classes de genes que ocorre quando eucromatina e
heterocromatina sdo anormalmente justapostas € chamada variegagao por
efeito de posicdo. A funcdo génica pode requerer ambiente cromatinico
particular ou posigao nuclear provida da localizagdo cromossdmica normal

(Cook & Karpen,1994).

Um motivo para o estudo do bandamento-C durante a espermatogénese
€ proporcionado pelas evidéncias que sugerem que a fungdo da
heterocromatina deve estar relacionada as células da linhagem germinativa e
ndo as células somaticas. Em cromossomos politénicos de Diptera, a
heterocromatina & usualmente sub-replicada, sugerindo que néo é importante
nestes cromossomos (Sumner, 1990). Em uma variedade de organismos a
heterocromatina & completamente eliminada nas células somaticas, mas
sempre € retida em células da linhagem germinativa. A fungdo da
heterocromatina na linha germinativa que € a mais claramente estabelecida e
o efeito na formagéo do quiasma na meiose. Crossing-over raramente ocorre

na propria heterocromatina (John & Miklos, 1979; Sumner, 1990), mas talvez o

grande significado € o fato dos blocos heterocrométicos afetarem a formagao

de crossing nos segmentos cromossdmicos eucromaticos adjacentes. Em uma
espécie de gafanhoto australiano a frequéncia de quiasma é claramente
correlacionada com a quantidade de heterocromatina, uma grande quantidade
de heterocromatina causa menor numero de quiasmas (Milkos, 1976 apud
Sumner, 1990). Nao somente a frequéncia dos crossing é alterada, mas sua

posicdo, desde que a heterocromatina telomérica causa uma substancial
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reducdo na formacdo do quiasma na eucromatina adjacente. Em espécies de
Allium, os quiasmas s&o encontrados preferencialmente adjacentes as bandas-
C, mas onde as bandas-C sdo ausentes, as regides de quiasmas sao menos

localizadas (Sumner, 1990).

Com respeito a evolugdo das sequéncias heterocromaticas podemos citar
qgue o heteromorfismo em humanos bem como, em outras espécies, representa
variagbes na quantidade e diversidade de sequéncias de heterocromatina.
Dois diferentes processos fundamentais sdo requeridos para tais variagoes.
Acredita-se que a divergéncia ocorra por mutagées de pequenas sequéncias
repetidas. Esta é seguida por amplificagdo e origina formas mais complexas
(Babu et al.,1987; Lewin, 1994). Tais colocagdes estdo de acordo com a forma
de evolugdo dos DNAs satélites. O principio geral desta evolugéo € que, de
tempos em tempos, um grupo de unidades repetidas € inesperadamente
amplificado para gerar um grande numero de copias idénticas em fandem.
Este evento € chamado replicagao saltatoria. Entdo, as copias divergem em
seqléncia com mutagbées acumuladas. Em momento subsequente, um grupo
destas copias € levado para outra replicagdo saltatéria. A extensdo da
divergéncia entre copias amplificadas em cada salto dependera do periodo
que tenha passado desde a ultima replicag@o saltatoria identificada no satélite.
Os satelites podem desenvolver-se por uma série destas replicagoes

saltatorias, alternada com acumulagao de mutagées (Lewin, 1994).

Varias fungdes tém sido propostas para o DNA satélite e heterocromatina
constitutiva. Estas fungées incluem reconhecimento de centromeros
homologos, pareamento meidtico, protegéo estrutural para regides tais como
centrobmeros e genes ribossomais e regulagdo do crossing-over. Esta bem
estabelecido que blocos de heterocromatina afetam o crossing-over na
eucromatina, ndo somente podendo afetar a frequéncia de quiasmas mas

também sua posi¢éo (Sumner, 1982).

Frequentemente os blocos de heterocromatina constitutiva ocupam a

mesma posicdo em cada cromossomo de um dado cariétipo. Na maioria das

espécies esses blocos situam-se no centrdomero ou imediatamente ao lado,

como por exemplo no homem, no esquistossomo, na drosofila, na graviola e
outros. Menos ‘frequentemente, a heterocromatina €& preferencialmente ou
exclusivamente telomérica, como na cebola e no alho e pode ocupar diferentes

posicées do cromossomo como no trigo e no centeio.
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O estudo do bandamento cromossomico em anfibios da familia Bufonidae
indicou a presenca de heterocromatina constitutiva nas regiées centromericas
de todos os cromossomos. Em algumas metafases, os cromossomos
pertencentes ao par 7 apresentaram uma banda-C intersticial proximas as
regides de constricdo secundaria (Kasahara et al., 1996). Em Hymenoptera do
género Microstigmus (M. arlei e M. luederwaldti), a heterocromatina em sua
maior parte é restrita a regido pericentromérica (Costa et al., 1993). No Diptera
Muscina stabulans, as bandas-C foram localizadas na regido centromérica de
todos os cromossomos e marcacdes intersticiais apareceram somente no

braco curto do cromossomo 2 (Parise et al., 1996).

No Orthoptera Trimerotropis pallidipennis, 0s cromossomos apresentaram
bandas teloméricas, centroméricas e principalmente bandas intersticiais.
Sendo estas desde somente uma nos cromossomos menores até seis nos
membros maiores do complemento e o0s cromossomos supranumerarios
apresentaram duas bandas intersticiars (Sanchez & Confalonieri, 1993).
Também em Orthoptera as espécies do género Montana (M. montana, M.
eversmanni e M. alexandra e M. daghestanica), as bandas-C
pericentroméricas foram uniformemente presentes em todos os autossomos e
bandas distais e intersticiais nos cromossomos X foram também verificadas

(Warchalowska-Sliwa & Bugrov, 1994).

¥ Na maior parte dos Heteropteros a banda-C+ tem sido descrita como
geralmente localizada nas posigcoes teloméricas e subteloméricas. Bandas-C+
intersticiais algumas vezes tem sido também descritas (Papeschi, 1995). No
presente trabalho as espécies Panstrongylus megistus e Panstrongylus herreri
apresentaram padrao de bandamento-C de acordo com os dados da literatura
descritos para Heteroptera. Em P. megistus foram observadas bandas
intersticiais ao longo dos autossomos e em P. herreri as regides
heterocroméaticas estavam preferencialmente localizadas nas regites terminais
desses cromossomos. Estes dados, pelo menos em P. herreri, corroboram a

hipétese de que nos cromossomos holocéntricos a heterocromatina-C é

preferencialmente localizada préxima aos teldomeros (Muramoto, 1980;
Papeschi, 1988; Panzera, 1992; Camacho et al., 19895).

A caracterizagdo e identificagdo dos cromossomos de espécies
heterépteras séo dificultadas pela caréncia de diferenciagdo morfologica. No
bandamento-C realizado nos Heteroptera Molipteryx fuliginosa, Spilostethus

equestris, Carbula humerigera e Dolycoris becarum, basicamente, os
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cromossomos foram arranjados em grupos com respeito ao seu padréo de
banda-C. No primeiro grupo estao incluidos os cromossomos de 1 a4 e 7 a 8,
e as bandas-C ocorrem em ambas extremidades de cada cromossomo. O
segundo grupo é constituido pelos cromossomos 5 e 6 e as bandas-C ocorrem
na regido centromérica do cromossomo S5 e terminal do cromossomo 6. O
terceiro grupo compreende os cromossomos 10 e X e ndo apresentam nenhum
tipo de banda-C. Desta forma, as bandas-C nestes Heteroptera foram
preferencialmente localizadas nas extremidades cromossdomicas (Muramoto,
1980). Estes dados sdo similares aqueles obtidos em P. herreri no presente

trabalho.

{ O estudo do bandamento-C em algumas espécies de heterdpteros
Belostomatidae (Belostoma bifoveolatum, B. dentatum, B. elegans e B. martini)
revelou a presenca de bandas-C com localizagdo telomérica em todas as
espécies, com cromossomos sexuais geralmente exibindo bandas teloméricas
ou sendo totalmente heterocromaticos. @ padrao de bandamento observado
mostrou uma certa regularidade pelo fato da maioria das bandas localizarem-
se nas extremidades cromossomicas. Como ja foi citado e exemplificado
acima, a heterocromatina-C+ nos heterépteros tende a ser localizada nas
posicoes teloméricas. Este padrdo pode ser relacionado a natureza

holocinética destes cromossomos (Papeschi, 1991).

No grupo Odonata, espécies pertencentes as familias Macrodiplacidae,
Coenagrionidae e Libellulidae, apresentaram uma pequena quantidade de
heterocromatina. As bandas-C, se presentes, sado localizadas exclusivamente
nas extremidades cromossdmicas, exceto no cromossomo X em que muitas
espécies apresentam heterocromatina C+ em toda extenséo. Este padréo de
distribuicao tem sido relatado para insetos heterdpteros e homépteros (Prasad
& Thomas, 1992; Muramato, 1980). Do ponto de vista de distribuicao de
banda-C: odonatas, homopteros e heteropteros representam material unico,
pois estes grupos possuem centromero difuso e talvez a localizagao da banda-
C esteja relacionada ao tipo de centromero destes grupos (Prasad & Thomas,
1992).

O bandamento-C foi estudado em cromossomos monocéntricos de Vicia
faba e cromossomos policéntricos de Luzula purpurea e L. multiflora. As

regides C-positivas exibiram uma restrita distribuicdo em V. faba e foram

localizadas proximas aos centromeros dos cromossomos. Em L. purpurea e L.

multiflora, as bandas-C foram mais numerosas e completamente distribuidas
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ao longo do nucleo e cromossomos. Nestas duas espécies, alguns
cromossomos apresentaram blocos heterocromaticos nas regides terminais
dos cromossomos (Ray & Venketeswaran, 1978). Neste estudo, os autores
encontraram ambas distribuicdes, ou seja, cromossomos policéntricos
(holocéntricos) com heterocromatina intersticial e terminal, estes resultados
sao bastante semelhantes aos observados no estudo de P. megistus e P.

herreri do presente trabalho.

Em cromossomos holocéntricos de Luzula flacida (Juncaceae), foi

demonstrado que os blocos de heterocromatina constitutiva séao teloméricos ou

intersticiais e que o estudo do padrdo de bandamento é mais efetivo nos

estadios de profase, pois os cromossomos metafasicos sdo muito pequenos e
compactados, raramente apresentando bandamento (Collet & Westerman,
1984). Musich (1973 apud Collet & Westerman, 1984) observou a presenga de
heterocromatina constitutiva intersticial e telomérica na préfase meiética do
inseto heteroptero Oncopellus fasciatus, entretanto estas bandas-C nao foram
discerniveis nos cromossomos metafasicos fortemente corados. Estudos
futuros de espécies animais e vegetais com cromossomos holocéntricos
devem concentrar-se nos estadios de paquiteno para obter o verdadeiro
retrato da presenca da distribuicdo da heterocromatina constitutiva (Collet &
Westerman, 1984).

Y As observagbes da heterocromatina-C+ do presente trabalho também
foram feitas em estadios da profase | da meiose, preferenciamente no
paquiteno, pois os cromossomos metafasicos eram bastante condensados e
dificultavam o estudo do padréao de bandamento. Atualmente a analise do
padrao de bandamento durante a préfase meidtica € quase uma tendéncia
geral para os organismos com cromossomos holocinéticos devido ao seu alto

grau de condensag&o em fases mais avangadas do ciclo celular.

Os cromossomos dos heteropteros Belostoma elegans, B. micantulum e
B. oxyurum, quando analisados pela técnica de bandamento-C, apresentaram
bandas teloméricas e nenhuma banda intersticial foi encontrada. Em
Belostoma elegans, o cromossomo Y é C- negativo enquanto os cromossomos
X, assim como, os autossomos, apresentam bandas teloméricas. Em B.
micantulum e B. oxyurum, o cromossomo Y & completamente heterocromatico
€ 0s cromossomos X apresentam o mesmo padrao de bandas dos autossomos.

Neste caso, as bandas-C também foram observadas em estadios anteriores a
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metéafase | por causa do intenso grau de condensagédo cromatinica durante a

metafase (Papeschi, 1988).

No Orthoptera Peruvia nigromarginata, a banda-C revelou a presenga de
heterocromatina constitutiva na regido pericentromérica de todos os
cromossomos, incluindo o cromossomo X. Entretanto o cromossomo X, é
completamente heteropicnotico na profase | e na metafase apresenta regides
banda-C positiva somente na regiao pericentromérica, sugerindo que a regiao
banda-C positiva possa incluir heterocromatina constitutiva ou facultativa
(neste caso devemos considerar heterocromatina facultativamente

heterocromatinizada pela nova classificagdo) (Vendrame & Cella, 1993).

¢ Em nosso trabalho, os cromossomos sexuais também apresentaram
caracteristicas bastante peculiares em relagéo ao padréo de bandamento. Em
P. herreri, os cromossomos sexuais apresentaram-se heterocromaticos durante

toda espermatogénese enquanto em P. megistus, somente o cromossomos Y

manteve-se heterocromatico. Os cromossomos X de P. megistus no estadio

dipléteno-diacinese, em alguns  nucleos, eram  completamente
heterocromaticos enquanto em outros eram bandas-C negativos. O
comportamento semelhante de ambos cromossomos X em resposta a técnica
de bandamento-C corrobora a hipdtese da origem dos varios cromossomos X
em Heteroptera a partir da fragmentagao de um unico X, pois a cromatina dos
multiplos X apresenta um comportamento bastante similar. Estes dados
também estdo de acordo com o fato, ja comentado em detalhes no principio,
de que nem sempre as regides C+ sdo necessariamente formadas por

heterocromatina constitutiva.

Os cromossomos sexuais do heteroptero Belostoma oxyurum estao
sempre associados com o nucléolo, tanto na mitose, como na meiose
(Papeschi, 1995). Nesta espécie, o bandamento-C tem revelado que no
dipléteno o cromossomo X apresenta banda-C positiva na regido telomérica,
enquanto o cromossomo Y & suavemente corado em toda sua extensdo. Na
espécie B. oxyurum, em contraste com as bandas-C autossomais que s&o
sempre positivas, a intensidade de banda-C nos cromossomos sexuais varia
durante a meiose. O suave bandamento de um dos teldmeros do cromossomo
X e o bandamento brando do cromossomo Y, do dipléteno ao inicio da
diacinese, desenvolvem-se em bandas normais nos estadios tardios da
diacinese. Cardoso e Dutra (1979 apud Papeschi, 1995) fizeram observagées

similares nos cromossomos meioticos de trés espécies de Orthoptera, nas
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quais a fraca banda-C torna-se uma banda positiva no dipléteno. De acordo
com estes autores, a coloracdo fracamente positiva deve ser resultante de
diferengcas no grau de empacotamento da cromatina, mais do que
consequéncia da presenga de DNA pouco repetido (Papeschi, 1995).
Possivelmente esta explicagdo também aplica-se ao comportamento do

bandamento-C no triatomineo P. megistus no presente trabalho.

Em  Pseudococcus obscurus (Coccideos) ©0s  cromossomos
supranumerarios variam de zero a seis em populagbes naturais. Estes
cromossomos sao heterocromaticos em alguns tecidos de fémeas e nos
machos comportam-se como membros tipicos da heterocromatina até a
espermatogénese. Neste estadio, estes cromossomos repentinamente tornam-
se menos condensados do que 0s cromossomos eucromaticos e comportam-

se desta forma durante a meiose (Brown & Nur, 1964).

\ Analisando, o exemplo de nosso trabalho juntamente com os demais

relacionados acima, podemos verificar que durante o ciclo celular as variagbes

encontradas nas respostas da heterocromatina ao bandamento-C sédo fatores
constantemente presentes nos varios organismos analisados. Assim, n&o
podemos afirmar que a técnica de bandamento-C € unicamente especifica
para deteccdo da heterocromatina constitutiva, pois algumas vezes &€ bem
provavel que a heterocromatina observada seja a facultativamente

heterocromatinizada.

Em Triatoma infestans (2n=22) trés grandes pares de autossomos
formam um cromocentro heteropicnotico durante a profase meidtica. Solari
(1979) demonstrou que este cromocentro € formado por blocos de
heterocromatina dos trés pares de cromossomos e dos cromossomos sexuais.
Dois destes pares de autossomos contém dois blocos de heterocromatina-C
localizados proximos as regiées cromossomicas terminais, enquanto o terceiro
par exibe um unico bloco de heterocromatina terminal. O cromossomo Y
mostrou um grande bloco C-positivo, enquanto, no cromossomo X ndo foi
detectada banda-C (Panzera et al., 1992; Peréz, 1997). Os outros
cromossomos do complemento apresentaram alguns blocos semelhantes a
bandas em regides intersticiais ou terminais. Hirai et al. (1991) estudando o
heteromorfismo da heterocromatina constitutiva em 7. infestans, também

encontrou marcagdes C-positivas nas extremidades cromossomicas.
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Nas espécies de triatomineos analisadas no presente trabalho também
foi observada a presengca de cromocentro na profase | meidtica mas,
diferentemente do género Triatoma, este era constituido somente pelos
cromossomos sexuais. Todavia, o cromocentro tanto, em Panstrongylus como
em Triatoma, corresponde a regides de heterocromatina constitutiva. Nos
nucleos polipldides das células da parede do tubulo testicular das duas
espécies de Panstrongylus estudadas foi possivel observar a presenga de um
unico cromocentro em cada nucleo mas, como estes nucleos permanecem em
interfase, nao foi possivel relacionar a presenga do cromocentro a qualquer

cromossomo.

_Em Insecta Phasmatodea, a espécie Bacillus rossius, apresentou
bandamento-C em seis pares de cromossomos com blocos heterocromaticos
pericentroméricos, outras regidées banda-C+ foram encontradas nas regides
dos satélites e correspondiam a localizagéao da NOR (Manaresi et al.,1991). No
heteroptera Nezera viridula, a técnica de bandamento-C e a impregnagao pela
prata revelaram que a heterocromatina-C esta presente em grande parte do
cromossomo Y e na regido organizadora do nucléolo (RON) no cromossomo
A1. Além disto, um teldmero de cada autossomo apresenta uma leve banda-C
(Camacho et al., 1985).

Em Panstrongylus megistus e Panstrongylus herreri, estudados no
presente trabalho, foi encontrada uma relagdo entre regiées organizadora do
nucléolo, observadas com a impregnagdo pela prata, e as regidoes
heterocromaticas detectadas no bandamento-C. Os cromossomos que

apresentaram coincidéncia destas regides foram os sexuais.

E importante citar, que nas duas espécies de heterépteros analisadas

neste trabalho, no principio da diferenciagédo celular as espermatides
apresentam pontos heterocromaticos marcados pelo bandamento-C, tais
marcagdes provavelmente devem estar relacionadas aquelas obtidas em
espermatides iniciais no processo de impregnagdo com prata. Esta
heterocromatina, no caso destes triatomineos, relacionada com a NOR,
segundo a literatura, € um reflexo de reativagao pés-meidtica da transcrigéo de
genes ribossomais. Na espermatogénese de ratos também sdo observados
pontos heterocromaticos em espermatides iniciais também presentes apos o

processo de coloragao pela prata (Czaker, 1987).
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Diferengas entre espécies na quantidade e posi¢cdo da heterocromatina
s&o bastante comuns. Espécies estreitamente relacionadas podem diferir no
numero de bandas heterocromaticas, na sua localizagdo e quantidade de

heterocromatina (Sumner, 1990).

No presente trabalho observamos que P. megistus possui
preferencialmente bandas intersticiais ao longo dos autossomos e os
cromossomos sexuais tem um comportamento bastante peculiar, isto é, o Y
permanece heterocromatico durante a espermatogénese e os cromossomos X
apresentam ocasides em que ndo se comportam de maneira heterocromatica.
Ja em P. herreri, a heterocromatina foi localizada nas regides terminais
cromossdmicas e 0s cromossomos sexuais mantiveram-se heterocromaticos
por todo o ciclo meidtico. Como veremos a seguir € bastante comum
encontrarmos semelhangas e diferengas com relacdo ao padréao de

distribuicdo das regides heterocromaticas entre as mais diversas espécies.

A andlise de ortdpteros da familia Romaleidae com relagdo ao
bandamento-C revelou a presenga de heterocromatina-C nas regides
pericentroméricas, teloméricas e intersticiais (Souza & Kido, 1995). No estudo
de Orthoptera do género Tettigonia foram observadas bandas-C nas regides
paracentroméricas de todos autossomos e no cromossomo X (Warchalowska-
Sliwa & Bugrov, 1994). No Orthoptera /sophya brevipennis, o padrao C+ na
espermatogénese revelou bandas-C nas regifes paracentromeéricas,

intersticiais e distais (Warchalowska-Sliwa & Maryanska-Nadachowska, 1992).

O padréao de banda-C dos coleopteros Amara aenea, Calathus erratus e
Harpalus picipennis indica que a heterocromatina-C € principalmente
localizada nas proximidades dos telomeros (Rozek, 1995). No coledptera
Harpalus affinis o bandamento-C de todos os autossomos tém heterocromatina
pericentromérica e também bandas-C intercalares nos bragcos de varios
cromossomos. Os cromossomos 18 e X sdo em sua maior parte

heterocromaticos (Rozek & Nadachowska, 1991).

Em Triatoma platensis, trés ou quatro pares de autossomos apresentam
blocos heterocromaticos terminais localizados em uma ou em ambas

extremidades cromossomicas. O cromossomos Y e totalmente heterocromatico

enquanto X apreéenta uma regiao C+ e outra C- (Panzera et al., 1995).

Perez e colaboradores (1992) analisaram o padrédo de banda-C em

algumas espécies de triatomineos. Em Rhodnius pictipes, apos a técnica de
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bandamento-C somente o cromossomo Y apresentava-se heterocromatico e os
autossomos ndo possuiam evidéncia de blocos. Em Rhodnius nasutus o
cromossomo Y era heterocromatico e os autossomos tinham blocos C+
terminais. Em Rhodnius robustus, o cromossomo Y também era
heterocroméatico. =~ Com relagdo a Triatoma  pseudomaculata o
heterocromossomo X apresentava-se totalmente heterocromatico e também
foram observados alguns autossomos com blocos heterocromaticos terminais.
Em Triatoma matogrossensis o maior dos cromossomos sexuais (X) era

heterocromatico e os autossomos nao apresentaram bandas.

O bandamento pode ser usado para o estudo da evolugédo cromossdmica
de varias formas, como por exemplo, a diferenciagdo entre espécies
relacionadas. Diferengas em quantidade, posicédo e tipo de heterocromatina
sao extremamente comuns (King et al., 1980 apud Warchalowska-Sliwa &
Bugrov, 1994). Espécies relacionadas podem diferir ndo somente na
quantidade de heterocromatina de seu genoma mas, também no numero de
bandas, localizagdo e suas propriedades de coloragdo (Warchalowska-Sliwa &
Bugrov, 1994).

Finalmente, € importante ressaltar, que o bandamento pode corroborar o
conhecimento evolutivo permitindo a detecgao de alteragbes na evolugédo do
cariotipo. Os padrées de bandas também podem ser uteis para dedugdo de
relagdes filogenéticas se comparados com estudos de anatomia comparativa e

polimorfismo proteico.

4.4, Bandamento com Endonucleases de Restrigao

O bandamento-C pode ser produzido por digestdo dos cromossomos com
DNase sob condi¢cbes apropriadas (Alfi et al., 1973; Kato et al., 1974 apud
Sumner, 1990). Usando um tratamento ténue, o padrdo de banda-G pode
também ser produzido em cromossomos de mamiferos pela digestdo com a
DNase | (Burkholder et al., 1977 apud Sumner, 1990). Estes métodos n&o
representaram procedimentos praticos para demonstrar os diferentes tipos de
bandas, mas foram todavia importantes para mostrar a sensibilidade
diferencial das diferentes regides cromossdmicas as nucleases, provavelmente
devido a diferencas na interagao DNA-proteina (Burkholder et al., 1975 apud
Sumner, 1990).
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A DNase é denominada classe | de enzimas de restrigdo pois reconhece
uma sequéncia especifica de nucleotideos mas cliva sitios inespecificos

distante da seqténcia de reconhecimento (Roberts, 1976).

O estudo da hipersensibilidade a DNase tem se tornado um importante
instrumento no estudo da organizagao cromossomica. A hipersensibilidade a
DNase foi primeiro descrita por Weintraub & Groudine (1976 apud Sumner,
1990) com a demonstragado que certos genes em tecidos nos quais eles foram
ativos eram particularmente susceptiveis a digestdo pela DNase |, enquanto os
mesmos genes nos tecidos onde estes ndo foram ativos eram inacessiveis a
digestdo. Assim a hipersensibilidade a DNase | indica potencial para

transcricdo (Sumner, 1990).

O tipo Il de endonucleases de restrigdo sdo enzimas que cortam o DNA
em sequéncias especificas de nucleotideos, geralmente 4 a 6 bases. Esta

sequéncia & geralmente palindromica. A primeira aplicagcdo de endonucleases

de restricdo para cromossomos metafasicos foi realizada por Lima-de-Faria e

colaboradores (1980 apud Sumner, 1990). Desde entdo o bandamento por
endonucleases de restrigdo tornou-se amplamente utilizado, e tem sido capaz

de diferenciar diferentes classes de heterocromatina (Sumner, 1990).

Enzimas de restricdo sao empregadas para produzir bandamento em uma
ampla variedade de organismos, cromossomos de certas espécies de insetos,
vertebrados e algumas espécies de plantas. Por exemplo, no Orthoptera,
Arcyptera tornosi sdo usadas as enzimas Alu |, Hae lll, Hind Ill, Hinf |, no
diptera, Aedes albopictus, as enzimas Hha |, Hin P1, Hpa ll, Msp |, Mbo |, Taq |,
em peixe, Salmo gairdneri, as enzimas Alu |, Hae lll, Hinf |, Mbo |, Pvu Il, no
anfibio, Anura Triturus alpestris, Eco RI, Hae lll, Hind lll, Hpa Il, Msp |, na ave,
Gallus domesticus, Eco RI, Hae Ill, Hind lll, Hpa 1I, Msp | e no vegetal, Vicia
faba, Alu |, Bam HI, Mbo |. Desde que nenhum destes organismos possuiu
banda-G em seus cromossomos, somente bandas heterocromaticas sao
demonstradas. Embora poucas enzimas falhem em produzir algum padrao de
banda, a maioria produz padroes semelhantes ao bandamento-C e cada

enzima revela subconjuntos de bandas caracteristicos (Sumner, 1990).

Enzimas de restricdo clivam o DNA em sequéncias especificas de
reconhecimento, produzindo um padrao de bandas. A extensdo em que o DNA
é extraido das regibes cromossomais depende da frequéncia e acessibilidade

das sequéncias de reconhecimento naquela regido. Regides resistentes a




Discussdo

digestdo ou contendo poucos sitios acessiveis ndo apresentam significante
padrao de digestdo e muitas vezes exibem um padrao bastante semelhante ao
do bandamento-C. Em mamiferos, anfibios e insetos, a digestdo por
endonucleases de restricao tem fornecido evidéncias para subclasses de DNA
repetido na heterocromatina constitutiva em individuos da mesma espécie e

entre espécies relacionadas (Hartley, 1991).

Vérias enzimas produzem blocos heterocromaticos positivamente
corados, como por exemplo, a Alu I. Com a aplicagao de outras enzimas,
certos blocos heterocromaticos sdo negativamente corados. Hinf | em
particular produz tal efeito sobre alguns cromossomos humanos e efeito similar
tem sido reportado para Msp |. Deve ser notado que uma enzima especifica
geralmente nao diferencia todos os blocos heterocromaticos, particularmente
em cromossomos humanos. Entre os cromossomos humanos, ha uma
extensiva heterogeneidade nos blocos de heterocromatina pelas diferentes
endonucleases de restricdo, e muitos “blocos sdao também de tamanho
heteromoérfico. Similar variabilidade tem sido encontrada em cromossomos de
macacos (Sumner, 1990); e mesmo nos cromossomos homologos em
diferentes espécies (homem, gorila, chimpanzé e orangotango) nao
necessariamente ocorrem heterocromatina com digestibilidade similar pelas
enzimas de restricdo. A heterocromatina de cromossomos de Muntjac é
também completamente varidvel em sua resisténcia a digestdo (Sumner,
1990). A situagcdo em camundongo € melhor diferenciada, desde que todos os
blocos heterocromaticos (exceto aquele do cromossomo Y) comportam-se
similarmente, embora heteromorfismos de tamanho possam ser vistos. Ava ll e
Bst NI, todavia, extraem completamente a regido banda-C positiva exceto em
uma regido da extremidade centromérica a qual, € especulado, representar um

satélite menor (Kaelbling et al., 1984).

No presente trabalho foi analisada a meiose dos triatomineos
Panstrongylus megistus e Panstrongylus herreri pelo tratamento com as
endonucleases Hae lll e Alu | e os resultados foram comparados com os dados

obtidos no bandamento-C. Com aplicagdo da endonuclease Alu |, os nucleos

polipldides da parede dos tubulos testiculares das duas espécies,

apresentaram padrao semelhante ao bandamento-C, com cromatina dispersa e
unico corpusculo heterocromatico. O tratamento com Hae lll forneceu padréao
semelhante a banda-C em P. herreri, porém em P. megistus este nucleo

apresentou Unico corpusculo heterocromatico, com halo ao redor deste
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corpusculo apresentando digestdo enzimatica. A cromatina presente no nucleo
também mostrou sinais de digestdo por estar menos compacta quando

comparada ao bandamento-C.

Na préfase | da meiose (estadio confuso), em P. megistus e P. herreri, a
endonuclease Alu | apresentou padrdo semelhante ao bandamento-C
observado em cada espécie. Assim em P. megistus, alguns blocos
heterocromaticos eram visiveis nos autossomos € 0S Cromossomos sexuais
permaneceram heterocromaticos. Em P. herreri, os blocos heterocromaticos
localizavam-se nas porgdes terminais dos autossomos e 0S Cromossomos
sexuais também apresentaram-se heterocromaticos. Com a endonuclease Hae
1l

indicando a presenga de um mesmo tipo de heterocromatina . Em P. herrer, a

, na espécie P. megistus, foi observado padrdo semelhante a banda-C
heterocromatina comportou-se de maneira dispersa ndo sendo evidenciada
nas extremidades cromossdmicas € 0s Cromossomos sexuais apresentaram-se
heterocromaticos exibindo um padrao semelhante ao bandamento-C. Em um
estadio mais adiantado da profase | meidtica, os cromossomos sexuais,
provavelmente os Xs, apresentaram-se digeridos exibindo padr&o diferente do
observado no bandamento-C. Este fato indica que a heterocromatina presente
nos cromossomos X de P. herreri é distinta daquela observada no

bandamento-C.

No paquiteno, apds tratamento com a endonuclease Hae Ill, ambas
espécies apresentaram padrdo de digestdo enzimatica que alternava entre
bandas claras e escuras em alguns autossomos € 0s Cromossomos sexuais
permaneceram unidos e heterocromaticos. O tratamento com a endonuclease
Alu | gerou um padrdo similar ao bandamento-C nas duas espécies de
triatomineos, ou seja, Panstrongylus megistus apresentou heterocromatina
espalhada ao longo dos autossomos e cromossomos sexuais heterocromaticos
e Panstrongylus herreri, como no bandamento-C, apresentou regides

heterocromaticas nas extremidades cromossomicas.

No dipléteno, apds tratamento com a endonuclease Hae lll, P. megistus
apresentou cromossomos sexuais totalmente resistentes a agédo enzimatica
indicando que a heterocromatina presente nestes heterocromossomos é de
certa forma diferente daquela detectada no bandamento-C, pois neste estadio,
através do bandamento-C, os cromossomos sexuais provavelmente os Xs,

apresentaram-se ora eucromaticos ora heterocromaticos. Nos triatomineos da

espécie Panstrongylus herreri, com aplicagdo da endonuclease Hae lll,

AVA
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possivel novamente verificar sinais de digestdo nos cromossomos sexuais
(provavelmente os Xs). No tratamento com a enzima de restrigao Alu | em P.
megistus, o padrao foi similar ao encontrado na endonuclease Hae lll, isto é,
heterocromossomos resistentes a agao enzimatica. Em P. herreri, apods
tratamento com Alu |, os resultados também foram coincidentes com o
bandamento-C desta espécie, ou seja, Cromossomos  sexuais

heterocromaticos.

Nas metafases meidticas, apés tratamento com as duas endonucleases
de restricdo, de uma forma geral, os cromossomos de ambas espécies
apresentaram-se bastante condensados dificultando a observagcdo dos
bandamentos. Porém, em P. herreri, foi possivel notar digestdo nos
Cromossomos sexuais, certamente nos mMesSMOS Cromossomos que

apresentaram sinais de digestao anteriormente.

Muitas enzimas produzem bandamento-G nos cromossomos de

mamiferos. Hae Il produz bandamento G e C, ou uma combinagéo dos dois,

dependendo da digestdo (Mezzanotte et al., 1983). Os cromossomos
metafasicos da enguia Anguilla anguilla foram tratados com as endonucleases
de restricdo Hae lll, Hinf | e Mse |. Todas as endonucleases induziram um
padrdo semelhante ao bandamento-G (Vifhas et al., 1994). No primata, Saimiri
boliviensis boliviensis, a digestdo com as endonucleases Hae lll e Alu | também
produziu padrdo semelhante ao bandamento-G (Garcia et al.,, 1995). Nos
triatomineos estudados no presente trabalho, os tratamentos com as
endonucleases Hae lll e Alu | produziram bandamento semelhante ao C em

alguns estadios da espermatogénese.

Um outro bom exemplo de bandamento-C, coincidente com resultados
obtidos pelo tratamento com enzimas de restrigdo, sdo os cromossomos do
mosquito Culiseta longiareolata (2n=6) que foram submetidos a digestdo com
nove endonucleases de restricdo. As regides heterocromaticas aparentemente
estavam protegidas da digestdo de todas as enzimas exceto pela Mbo I. A
diferenciacéo longitudinal produzida nos cromossomos de C. longiareolata por
oito das nove endonucleases (Alu |, Hha |, Hae Ill, Hpa Il, Msp |, Dde |, Hinf |,
Bam HI 1) foi similar ao padrdo obtido no bandamento-C, ou seja, regides
heterocromaticas localizadas ao redor dos centrdmeros nos trés pares
autossdmicos e uma regido telomérica no cromossomo Y (Marchi &
Mezzanotte, 1988).
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Outros organismos, como o bivalve Mytilus galloprovincialis (2n=28),
oferecem exemplos de padrédo de diferenciagdo cromossdmica diferente
daquele observado no bandamento-C. Este organismo foi estudado através
das técnicas de endonucleases de restrigdo e bandamento-C. A banda-C
revelou uma pequena quantidade de heterocromatina constitutiva, geralmente
localizada nos telobmeros e em alguns cromossomos também aparece
intercalarmente ao longo dos bragos cromossdmicos. Os tratamentos das
amostras com as endonucleases de restricao Alu |, Hae lll, Dpn |, Msp |, e Hinf
| forneceram padrées de bandamento especificos. A endonuclease Alu |
produziu bandas intercalares e terminais positivas e a heterocromatina de
certos autossomos pareceu nao digerida pela endonuclease. A Hae Ill gerou
centromeros e teldbmeros com bandas positivas e em alguns cromossomos as
bandas produzidas s&do menores do que aquelas observadas no bandamento-
C. A endonuclease Hinf | exibiu centrdbmeros ndo digeridos enquanto as
regides telomeéricas sao claramente diferenciadas. A atividade da Dnp | causou
parcial digestdo das bandas-C de varios cromossomos. A maior parte das
enzimas utilizadas produziu um padrdao de banda especifico diferente da
panda-C convencional. Tais resultados indicam que algumas regides
cromossdmicas ou cromossomos inteiros pertencem ao mesmo tipo de
heterocromatina, enquanto outras heterocromatinas séo unicas. Estes dados
permitem subdividir as regides heterocromaticas com base na presenga ou
auséncia de sitios de restricdo no DNA bem como detectar heterogeneidade

na heterocromatina (Martinez-Lage et al.,1994).

A endonuclease de restricdo Hae Il induz o aparecimento de
bandamento C e G em cromossomos humanos. Desde que sitios de restricao
para esta enzima compreendem uma sequéncia de bases “GGCC” e as
regibes cromossdmicas entre as bandas-G s&o ricas em guanina, tem sido
proposto que a Hae lll preferencialmente digere regides de interbandas e
entdo aumenta o aparecimento de bandas-G (Bianchi et al.,, 1985). Nos
Heteroptera analisados no presente trabalho, no estadio paquiteno, ambas
espécies apresentaram padrédo de bandas claras e escuras ao longo dos
autossomos indicando que, na maior parte dos insetos, apesar de nao ocorrer

bandamento G, a endonuclease Hae lll produz digestéo intermediaria ao longo

dos cromossomos.

Evidéncias sugerem que a resistéencia de certas bandas-C as

endonucleases de restricdo por causa da falta de sitios de clivagem das
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enzimas ndo sao tao provaveis. Deve ser lembrado que o DNA nas bandas-C
é, em alguns casos, menos facilmente extraido do que o DNA eucromatico
mesmo por agentes néo especificos. Confirmagdes para um consideravel grau
de especificidade na agédo das enzimas de restricdo sobre a banda-C provem
de duas fontes. Primeiro, em cromossomos humanos, diferentes enzimas
produzem diferentes subconjuntos de bandas-C (Sumner, 1990). E segundo,
certas enzimas, podem extrair todo ou quase todo o DNA de certas bandas-C.
Ambos conjuntos de observagdes indicam que as endonucleases de restrigdo
tém acesso a todas as partes dos cromossomos (Miller et al.,, 1983 apud
Sumner, 1990). Entretanto estas afirmagdes s@o bastante contestadas pela
literatura, pois provavelmente uma série de fatores influem na digestao
enzimatica, tais como, grau de compactagdo cromatinica, interacdo DNA-
proteina, tamanho do fragmento de DNA gerado, conformagdo enzimatica e

metilacdo.

O caso de digestdo mais simples para considerar € quando uma enzima
de restricdo preferencialmente digere DNA satélite, que € o componente
predominante de certas bandas-C. Miller e colaboradores (1984)
demonstraram perda de DNA satélite em cromossomos de camundongo apos

digestdo com Bst NI produzindo regides banda-C negativas. A endonuclease

Ava Il gera o mesmo resultado, quando analisada através de nick translation,

produzindo uma forte reagdo na cromatina centromérica de camundongo
(Sumner, 1990).

A possibilidade de detectar sequéncias de DNA altamente repetido em
outras regides além das bandas-C positivas mostra que o uso combinado de
endonucleases de restricdo e técnicas convencionais de citogeneética
aumentam grandemente a capacidade para analisar os diferentes tipos de
organizagdo cromatinica desvendando a questdo da heterogeneidade

cromatinica (Gosalvez et al., 1987).

A heterocromatina céntrica de camundongo parece ser inalterada apods
incubacédo com Alu | confirmando certos dados da literatura como o fato das
sequéncias de DNA satélite estarem localizadas na heterocromatina
centromérica dos cromossomos metafasicos (Pardue et al, 1970 apud
Mezzanotte & Ferruci, 1984), também confirmando que a enzima Alu | nao
cliva DNA satélite purificado (Horz et al., 1977 apud Mezzanotte & Ferruci,
1984) e por fim confirmando a caracteristica da Alu | digerir fortemente a

cromatina enquanto deixa o DNA satélite intacto (Marismas et al., 1979 apud
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Mezzanotte & Ferruci, 1984). Mezzanotte e colaboradores (1983) mostraram
que endonuclease de restricdo Alu | digere seletivamente DNA cromossomal
humano sendo que todas as areas heterocromaticas contendo DNA satélite
parecem nao alteradas, enquanto as regidées eucromaticas conhecidas nao

conterem DNA altamente repetitivo sdo extensivamente alteradas.

Cromossomos fixados da linhagem RIll de embrides de camundongos e
células A9 foram tratadas com endonucleases de restricdo. O tratamento com
Alu 1, Hinf 1 e Mbo | produziu bandamento semelhante ao C e as
endonucleases Eco RIl ou Hae Il produziram banda-G e banda-C
concomitantemente. Ava Il e Bst NI produziram o padrao de banda-G e na
maior parte dos cromossomos somente um pequeno segmento de cada banda-
C, adjacente ao centromero, foi corado. Esta minuscula banda-C residual pode
conter um satélite menor localizado adjacente aos clusters dos satélites

principais (Kaelbling et al., 1984).

Os efeitos das endonucleases de restricdo sobre cromossomos fixados

podem ser explicados pelos seguintes fatores: 1) presenca ou auséncia de
sequéncias especificas de bases de DNA em regides particulares dos
cromossomos; 2) habilidade de uma endonuclease de restricdo cortar uma
sequéncia alvo, a qual pode ou n&o ser acessivel dependendo da organizagéo
de regides especificas dos cromossomos; 3) a quantidade de atividade da
endonuclease de restricdo sobre cromossomos fixados é também afetada pelo

comprimento de sua sequéncia alvo (Gosalvez et al., 1987).

O tradicional método de uso de enzimas de restricao, de fato, nao detecta
diretamente os sitios de ataque da enzima, mas somente, parece induzir perda
de DNA. Tal método nao & muito eficiente na detecgéo de certos sitios. Alguns
pesquisadores tem, portanto, realizado experimentos com nick translation para
detectar os cortes no DNA cromossomal produzido pelas endonucleases de
restricdo. O processo de nick translation in situ envolve a sintese de DNA
marcado. A marcagao pode ser reconhecida por procedimentos adequados

como autorradiografia ou imunocitoquimica (Sumner, 1990).

Um exemplo da aplicagcéo da técnica de nick translation é o estudo do
organismo Arcyptera fusca que possui 11 bivalentes autossomais de diferentes
tamanhos. A heterocromatina pericentromérica e distal caracterizam a maior
parte dos cromossomos e sao banda-C positiva. Polimorfismos para presenca

e auséncia dos segmentos distais tém si descritos (Torre et al., 1987 apud
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Torre & Lopez-Fernandez, 1992). Entretanto, a heterocromatina centromérica
nunca apresentou polimorfismos deste tipo. Além disso, ambos os homologos
de cada bivalente reagem da mesma forma, ou seja, eles mostram uma
resposta homogénea em sua heterocromatina centromérica. Em contraste,
cromossomos fixados parcialmente digerido com Sa/ 3A, e submetidos a
técnica de nick translation apresentam uma heterogeneidade criptica na
heterocromatina centromérica. Esta heterogeneidade foi refletida pelas
diferentes reagdes de regidées heterocromaticas centroméricas homologas em
diferentes bivalentes, isto €, enquanto a heterocromatina centromérica de um
cromossomo mostrava uma intensa fluorescéncia aquela de seu homologo néo
foi significantemente corada. Estes resultados mostram que dominios
cromatinicos homdlogos e equilocais podem diferir consideravelmente na
distribuicéo dos sitios de restricdo, entao provendo diferentes substratos para
clivagem por enzimas de restricao e diferencial coloragdo apds nick translation.
Desde que os resultados apresentam diferencas entre regides cromossomicas
homologas, pode ser sugerido que as regides heterocromaticas homologas
sao capazes de incorporar diferentes mutagdes durante sua evolugéo (Torre&

Lépez-Fernandez.,1992).

Estudando cromossomos humanos através de algumas endonucleases
de restricao tais como Alu |, Mbo |, Hae lll, Dde |, Rsa | e Hinf |, Bianchi e
colaboradores (1985), encontraram varios polimorfismos nas bandas, os quais
nao foram encontrados com o bandamento-C, indicando uma variabilidade na
freqUéncia e distribuicdo de sitios de restricdo em regides cromossdomicas
homodlogas. Este trabalho também analisou a interferéncia do grau de
compactagao cromatinica no bandamento por endonucleases de restricao
concluindo que o empacotamento da cromatina desempenha pequeno ou
nenhum papel na inducdo de bandas por endonucleases de restricéo.
Endonucleases de restricdo sdo capazes de extrair DNA do nucleo interfasico,
bem como no estadio G1 e cromossomos metafasicos. Os autores acima
citados acreditam que a detecgao de polimorfismos de bandas nas regides
cromossomicas homologas € uma clara indicagdo que a freqéncia de sitios de
clivagem para a enzima e nao a estrutura da cromatina € a principal causa do

bandamento cromossdmico.

Sentis e colaboradores (1988) também acreditam que a acdo das

endonucleases de restricdo € baseada no corte e extragdo de DNA, sendo
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essencialmente determinada pela composicao de base melhor do que pela

estrutura cromatinica.

Em Orthoptera, cromossomos de Arcyptera tornosi (2n=23) tém sido
analisados pelo bandamento-C, bem como, pela digestdo com endonucleases
de restricdo tais como Alu |, Hae lll, Hinf |, Hind lll. Algumas regiées bandas-C
positivas séo digeridas por endonucleases especificas, enquanto outras areas
nao s&o, as regides digeridas provavelmente contém DNA altamente repetido.
As bandas-C revelam a presenca de pequenas bandas céntricas em todos os
cromossomos, e em alguns cromossomos ocorrem bandas distais. O
tratamento com a endonuclease Hind Ill ndo apresenta um padréo de
diferenciagao longitudinal nos cromossomos. Ja as endonucleases Alu |, Hae
I, Hind Ill produzem diferenciagéo cromossdmica semelhantes as obtidas com
bandamento-C com algumas diferengas particulares (Gosalvez et al., 1987). E
importante salientar que, segundo os autores, A. fornosi como em outras

espécies, as enzimas de restricdo parecem capazes de clivar o DNA localizado

em sitios especificos a despeito do grau de empacotamento da cromatina. E

possivel observar a presenga de blocos n&o digeridos e intensamente
digeridos na intérfase e préfase, os quais correspondem a regides especificas
dos cromossomos metaféasicos. A digestdo com Alu | parece incluir mais
material do que o material banda-C positivo em alguns cromossomos. A Hinf |
produz um padréo similar ao obtido no tratamento com Alu I. A endonuclease
Hae Il ndo digere a heterocromatina associada a regido organizadora

nucleolar (Gosalvez et al.,1987).

Cromossomos meidticos e mitdticos do Orthoptera Pyrgomorpha conica
foram tratados com as endonucleases de restricdo Alu |, Mbo | e Hae lll. Dois
importantes resultados foram obtidos. Primeiro, as endonucleases atuam
produzindo uma diferenciagéo linear nos cromossomos meiéticos e mitoticos.
Segundo, as alteragdes de picnoses que ocorrem na cromatina da profase até
a primeira metafase da meiose, nao afetam a capacidade de digestao das
endonucleases de restricdo. Estes resultados sugerem que a presenga de
sitios de restricdo, melhor do que os estados de condensagéo da cromatina, €
um fator critico para obtencdo de diferenciagéo linear cromossomica. O
bandamento-C observado na meiose revelou bandas positivas nas regioes
cromossdmicas pericentroméricas em todos os cromossomos exceto no
cromossomo S9. O tratamento com Alu | apresentou um padréo incluindo fraca

coloracdo na heterocromatina pericentromérica de todos os cromossomos e
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uma forte coloracdo na eucromatina e cromatina densa dos cromossomo X e
S9. Este padrao é contrastante com aquele obtido com as endonucleases Mbo
| e Hae lll. Tais enzimas produzem um padréo de bandamento reverso, similar
ao induzido pelo bandamento-C. Nos cromossomos mitoticos as
endonucleases de restrigdo reproduziram o padrao encontrado na meiose, isto
€, regides pericentroméricas fracamente coradas no caso da endonuclease Alu
I, enquanto, um padrao similar ao do bandamento-C foi induzido pelas enzimas

de restricdo Mbo | Hae lll (Lopez-Fernandez et al., 1988).

Bianchi et al. (1985) relataram que as endonucleases de restricdo Alu |,
Mbo | e Hae lll induziram bandas que foram similares nos cromossomos pre-
condensados da fase G1 (PCC) quando comparada com as bandas induzidas
nos cromossomos mitéticos. Com base neste fato, estes autores afirmaram que
a organizacdo espacial e empacotamento das fibras de cromatina
desempenham pequenos papéis ou nenhum papel no mecanismo .de
bandamento cromossdomico pelas endonucleases de restricdo. Entretanto,
Gosalvez e colaboradores (1989) acreditam que estes dados nao séao
conclusivos, no minimo, até informagdes adicionais sobre o PCC estarem
disponiveis e ser possivel comparar a acessibilidade das macromoléculas no

PCC em relagdo a cromossomos metafasicos. Dados disponiveis fortemente

sugerem que as diferentes organizagdes das diferentes classes cromatinicas

podem afetar a agdo das endonucleases sobre os cromossomos metafésicos.
Por exemplo, ha possibilidade que a presenga de uma particular interagao
DNA-proteina possa impedir a agédo das endonucleases ou pode fazer o DNA

tornar-se uma regiéo de dificil extragdo mesmo apos a clivagem.

O resultados do presente trabalho particularmente concordam com o fato
de que outros elementos, além da presenga dos sitios de reconhecimento das
endonucleases, atuam nos resultados obtidos apds tratamentos com ERs. As
duas espécies de triatomineos analisadas com as endonucleases Hae lll e Alu
| apresentaram certo padrédo de digestdo nos estadios iniciais da meiose, ou
seja, estadio confuso, paquiteno e dipldteno, entretanto os cromossomos
metafasicos tornaram-se praticamente inacessiveis a atuagdo das
endonucleases. Assim o grau de empacotamento da cromatina, algum tipo de
interagdo DNA-proteina ou outros fatores devem ter influenciado nos

resultados.

Tém sido reportado que uma variedade de endonucleases de restricao

sdo capazes de clivar o DNA de cromossomos fixados dependendo da
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composicdo de bases de regides especificas (Miller et al., 1983 apud
Mezzanotte & Ferruci, 1984). Entretanto, a atividade da endonucleases sobre
cromossomos fixados nao € somente relacionada a presenga ou auséncia de
sitios de restricdo em uma area especifica do cromossomo. Por exemplo, a
endonuclease Eco RIl, embora seja capaz de clivar extensivamente DNA
satélite purificado de camundongo (Souther, 1975 apud Mezzanotte & Ferruci,
1984), nao ataca heterocromatina satélite em preparagdes citolégicas com
cromossomos de camundongo. Além disso, Lica e Hamkalo (1983 apud
Mezzanotte & Ferruci, 1984) demostraram que a atividade das endonucleases
Alu | e Eco RIl nas células metafasicas € possivelmente afetada pelo alto grau
de condensagao das estruturas da heterocromatina céntrica, enquanto
Mezzanotte e colaboradores (1983 apud Mezzanotte & Ferruci, 1984)
postularam que a atividade de varias enzimas de restricdo sobre cromossomos
humanos fixados depende da organizagdo cromatinica. Estes fatos sugerem
que a composi¢do de base de certas regides cromossdmicas € uma condigdo
necessaria mas nao suficiente para explicar estes resultados. Portanto, os
autores acreditam que a estrutura da cromatina desempenhe um importante
papel, permitindo ou impedindo, a interagdo DNA-enzima nos cromossomos

fixados (Mezzanotte & Ferruci, 1984).

Cromossomos fixados de camundongo tem sido tratado com as
endonucleases de restricdo Alu |, Eco RIl, Hind Ill e Bam HI. Os resultados
obtidos tem sido discutidos em termos de extragdo preferencial ou nao
preferencial de DNA de &reas cromossOmicas especificas. O possivel
envolvimento de uma organizacéo estrutural particular de algumas classes de
heterocromatina tem sido considerado para explicar os resultados obtidos ap6s
tratamento com Alu | e Eco RIl. Os cromossomos tratados com Alu | e Eco RI|
revelaram bandas centroméricas, todos cromossomos  pareciam

extensivamente digeridos com exce¢do das areas centroméricas as quais

apareciam nao afetadas. A digestdo com as enzimas de restricdo Hind Ill e

Bam HI produziu bandas intercalares semelhantes as bandas G enquanto toda

heterocromatina céntrica foi fortemente corada (Mezzanotte & Ferrucci, 1984).

Cromossomos humanos e de camundongos foram tratados com os
isoquiromeros Mbo I/ Sau 3A e Eco RII/Bst NI. Em ambos casos cada membro
dos pares de isoquirdbmeros produziu diferentes resultados, indicando que
outros fatores além da composigao de base do DNA podem afetar a digestéo in

situ pelas endonucleases de restricdo e que a estrutura das enzimas &€ um
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fator. Os isoquirdmeros Mbo | e Sau 3A produziram o mesmo efeito nos
cromossomos do gafanhoto Oedipoda germanica. Isto indica que diferencas na
estrutura da cromatina de espécies diferentes podem ser importantes para
determinar a atividade das endonucleases nos cromossomos de eucariotos
(Gosalvez et al., 1989).

Em cromossomos de mamiferos a ndo diferenciacdo longitudinal apos
tratamento com as endonucleases Sau 3A e Bst NI nao foi devida a auséncia
de alvos. Pois seus isoquiromeros, Mbo | e Eco RIl, mostraram uma atividade
intensa e extensa de remogdo de DNA dos mesmos cromossomos. Outros
fatores além da composi¢ao de bases do DNA devem explicar estes resultados
(Gosalvez et al., 1989).

A existéncia de sitios alvos para endonucleases de restricdo € condigcéo
necessaria, mas nao suficiente para obtencado de bandas (formadas a partir da

extracdo de DNA). A organizacdo estrutural da cromatina, a frequéncia dos

sitios de restricdo e a quantidade de DNA removido também sdo fatores

importantes. Enzimas de restricao isoquirdbmeros produzem diferentes padrées
de bandamento em cromossomos metafasicos de humanos e de camundongo,
0 que indica que outros fatores, diferentes das sequéncias alvo, desempenham
papeéis no bandamento pela endonucleases de restricao (Petitpierre et al.,
1996). Como apontado por Sumner (1990), os dois fatores criticos
responsaveis pelo bandamento sdo acessibilidade do DNA as endonucleases

e a habilidade do DNA digerido para difundir-se do cromossomo.

Ha indicagbes que as proteinas cromossomais afetam a extragdo de
DNA. Lica & Hamkalo (1983 apud Sumner, 1990) demonstraram que a
resisténcia da heterocromatina centromérica de cromossomos de camundongo
(ndo fixados) pelas endonucleases Alu | ou Eco RI foi parcialmente devida a
sua estrutura altamente condensada, desde que DNA livre de proteinas desta
cromatina condensada pode ser clivado pelas mesmas enzimas. Em
cromossomos de camundongo fixados, Bst NI digere DNAs satélites, os quais
portanto, devem ser protegidos por proteinas que s&o perdidas durante a
fixacdo (Burkholder, 1989 apud Sumner, 1990).

Ha uma possibilidade de que as diferentes classes de heterocromatina
constitutiva reagem diferencialmente ao ataque enzimatico. As diferengas
entre tais tipos de cromatina podem ser devidas a presenga ou auséncia de

proteinas cromossomicas especificas, possivelmente relacionadas com
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sequéncias especificas de bases de DNA, como mostrado pela ligagéo
preferencial de uma proteina particular a uma sequéncia repetida de
polinucleotideos altamente especifica em Drosophila melanogaster (Hsieh et
al., 1979 apud Mezzanotte & Ferruci, 1984).

Duas enzimas de restricdo (Hae Ill e Msp |) empregadas em
cromossomos de Allium subvillosum | foram capazes de digerir a eucromatina,
apresentando bandas com padrao semelhante ao do bandamento-C, isto é,
mostrando 4 principais blocos heterocromaticos localizados nos teléomeros dos
cromossomos 1, 5, 9 e 11 e outra pequena banda heterocroméatica e segmento
supernumerario heterocromatico no bivalente 13 (Fernandez-Piqueras et al.,
1992). As regides heterocromaticas sao particularmente resistentes a digestao
enzimatica e os autores acima citados somente observaram digestao destas
areas usando subsequente tratamento com agentes proteoliticos ou
nucleoliticos tais como as proteinases J ou nuclease S1, mais uma vez
comprovando que uma interacdao proteica pode interferir na atuagcdo das

endonucleases de restrigao.

\ O tipo de bandamento produzido pelo emprego das ERs pode ser

correlacionado com a especificidade da endonuclease e com o comprimento
dos fragmentos de DNA produzidos. Dois mecanismos tém sido sugeridos para
reduzir a coloragcgdo com Giemsa ou outros corantes no bandamento com
endonucleases de restricao: remogéo dos fragmentos de DNA e alteragdes na

estrutura da cromatina, isto €, descondensacgao (Miller et al., 1984).

Miller e colaboradores (1983 apud Sumner, 1990) estimaram que os
fragmentos de DNA gerados por endonucleases de restrigdo menores que 100
pb prontamente eram extraidos dos cromossomos, enquanto fragmentos
maiores do que 1000 pb eram retidos. Entretanto, Burkholder (1989 apud
Sumner, 1990) mostrou experimentalmente que fragmentos maiores do que
4000 pb foram perdidos de cromossomos néao fixados apds digestao, enquanto
Sumner et al. (1990) encontraram que digestdo com Dra |, a qual produziu
fragmentos predominantemente maiores do que 2000 bp, causou extensiva

perda de DNA de cromossomos fixados.

'Pouco é conhecido sobre o possivel papel desempenhado pela estrutura
das endonucleases de restricdo na determinagéo da digestdo do DNA isolado
ou da cromatina. Entre as endonucleases usadas, somente a Eco RIl tem sido

caracterizada com relagdo ao peso molecular (40.000) e composi¢cao de
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aminoacidos (404 aminoacidos). A maior parte dos tipos Il de endonucleases
estudadas até agora tem tamanho similar (aproximadamente 250
aminoacidos). Excecbes envolvendo a estrutura e atividade dos sitios de
restricdo sdo possiveis. E interessante notar que a endonuclease Bst NI tem
peso molecular maior do que o observado na maioria das endonucleases de
restricdo. Diferengas na estrutura das enzimas podem explicar os resultados
da atuagéo dos isoquirdmeros Eco RII/Bst NI nos cromossomos de mamiferos
(com diferentes padrées de bandas). Entao a estrutura das endonucleases de
restricdo, bem como, a interacdo entre a molécula da endonuclease de
restricdo e organizagdo da estrutura cromatinica sdo fatores a serem
considerados nas conclusdes sobre o efeito das ERs na digestéo in situ
(Gosalvez et al., 1989).

' Ha polémicas se ocorrem outros fatores, além da composigdo de bases
do DNA, que sao responsaveis por determinar as consequéncias citologicas
induzidas pelo efeito das ERs. Alguns autores mantém que o DNA de todas
regides cromossomicas € igualmente acessivel as endonucleases de restricdo
(Miller et al., 1983; Bianchi et al., 1985). Outros acreditam que a organizagao
diferente das diferentes areas cromossdmicas permite ou inibe a atividade das
ERs (Gosalvez et al., 1989) como uma consequéncia da organizagao
cromossomomica dos eucariotos em diferentes dominios estruturais e
funcionais. Se esta dultima afirmacdo €& verdadeira, € importante ainda
considerar que o0s pré-tratamentos necessarios para obtengdo das
preparagdes cromossomicas podem afetar a organizagcao estrutural

cromossomica (Gosalvez et al., 1989).

Muitas enzimas de restricdo falham em cortar sua sequéncia de
reconhecimento se esta estiver metilada. A metilagéo pode ser de adenina e
citosina, mas destas, somente a 5-metilcitosina ocorre normalmente em DNA
de eucariotos (Sumner, 1990). A atividade da endonuclease Mbo | € inibida
pela metilacdo da adenina na sequéncia GATC, enquanto a atividade da Sau
3A ndo é. Em contraste, a metilagdo da citosina inibe Sau 3A, mas e
irrelevante para a atividade da Mbo | sobre a mesma sequéncia. Metilacdo da
citosina interna na sequéncia CC(A/T)GG inibe a atividade da ECO RII, mas

nao afeta a da Bst NI (Gosalvez et al., 1989).

) Examinando o conjunto de cromossomos holocéntricos das espécies de

Homoéptera Aphodidae, Sitobion avenae e Schizaphis graminum, por

bandamento-C e bandamento pelas endonucleases de restricdo, Alu | e Hae
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[ll, notou-se que na primeira espécie estas endonucleases ndo promovem
bandamento distinto, e esta observacao pode ser um reflexo da perda de sitios
AT e GC nos cromossomos destas espécies. Em Schizaphis graminum, a
endonuclease Hae lll produz bandas terminais em dois grandes cromossomos
similar aquelas encontradas no bandamento-C. A digestdo com Alu | produziu
um importante padréo de banda, um dos cromossomos maiores encontra-se

intercalarmente bandado (Celis et al., 1997).

Cromossomos politénicos de Drosophila virilis foram tratados com as
endonucleases de restricao Alu | e Hae lll. Ambas as enzimas foram capazes
de digerir o DNA cromossomal, com excegcao de algumas regides que
continham DNA repetido. Os resultados obtidos foram comparados com os ja
existentes sobre D. melanogaster. A digestao com Alu | mostrou que as
regices dos genes para RNA 5S de D. virilis e D. melanogaster apresentam
diferentes composi¢bes de bases, enquanto a aplicagdo da endonuclease Hae
[l revelou resisténcia das regibes dos genes para histona em D. virilis,
contrariamente ao que foi observado em D. melanogaster (Mezzanotte et al.,
1987).

No Homoptera, Aphididae, Megoura vicia o cromossomo X das fémeas
partenogenéticas tém sido analisado pelo bandamento-C e digestao
enzimatica através de endonucleases de restricao tais como Dde |, Dra |, Tru
91 e Cfo . O cromossomo X possui um bem definido padrdo de bandas e a
heterocromatina constitutiva basicamente consiste de uma grande area

intercalar e duas areas teloméricas. Em M. vicia as bandas-C positivas

parecem ser confinadas quase exclusivamente ao cromossomo X, o qual é

facilmente reconhecido como o maior par cromossomico do complemento.
Digestao in situ realizada com diferentes endonucleases de restricdo produz
diferenciagéo longitudinal quase exclusivamente limitada ao par cromossdmico
X. Em particular, a digestdo com Cfo | produz um padrao de bandamento que
assemelha-se fortemente ao bandamento-C, exceto que a endonuclease
digere amplamente a area superior ao teldmero heterocromatico do
cromossomo X. A endonuclease Dde | fortemente ataca a principal banda-C
intercalar positiva dos cromossomos X obtidas pelo bandamento-C e
tratamento com Cfo |. O padrao obtido pela digestdo com Dra | e Tru 9l séo
similares e ambos resultam no reverso do padrao da Cfo |. Tais resultados
permitem a observacéo da heterogeneidade presente na heterocromatina do

cromossomo X de M. viciae (Manicardi et al., 1996).
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Nas duas espécies de triatomineos analisadas no presente trabalho, os
cromossomos Xs, como foi citado anteriormente, também apresentaram padréo
caracteristico de coloragdo. Em P. megistus, apds tratamento com as
endonucleases Hae Ill e Alu |, 0s cromossomos sexuais mostraram-se
totalmente heterocromaticos. Padréo este diferente dos resultados obtidos no
bandamento-C em que estes cromossomos apresentavam ora banda-C
positivos ora negativos. Em P. herreri, os dados obtidos com bandamento-C e
aplicagdo da endonuclease Alu | sdo coincidentes, com cromossomos sexuais
totalmente heterocromaticos, j& o tratamento com a endonuclease Hae Il

mostrou digestédo de certas regides dos cromossomos Xs.

Dociostaurus jagoi e Dociostaurus genei sado dois Orthoptera com
grandes diferengcas no conteido de heterocromatina. As endonucleases de
restricdo Mbo | e Sau 3A, digerem extensivamente a regido centromérica em
ambas espeécies. Os segmentos heterocromaticos supernumerarios presentes
em D. genei parecem ser ricos em -AT e sdo bastante digeridos pela
endonuclease Alu I. Em ambas espécies, todos cromossomos apresentam
bandas-C pericentroméricas. Entretanto, estas bandas sdo maiores em D.
genei. A maior parte das enzimas aplicadas produziram padrdo semelhante ao
do bandamento-C. Algumas das enzimas forneceram claras diferengas entre
as regides heterocromaticas. Hae lll e Hpa Il digerem certas bandas
pericentroméricas em D. genei. Uma outra endonuclease, Pvu Il, reproduz o
padrao de bandamento-C em ambas espécies e ndo produz grande digestdo
nos segmentos supranumerarios (IAigo et al., 1993). Os dados deste trabalho
permitiram aos autores observarem que a heterocromatina localizada em
regides homodlogas comporta-se de maneira idéntica apds os tratamentos
corroborando com a hipotese de que a heterocromatina de regides homologas

possui distribuicao equilocal.

Cromossomos metafasicos do Orthoptera Oedipoda germanica
(2n=22+X) foram tratados com as endonucleases de restricdo Alu |, Dde |, Hae
lll, Hinf |, Hpa Il, Mbo |, Msp | e Taqg |. Bandamento-C e fluorocromos com
especificidade para diferentes pares de bases também foram utilizados para
localizar e caracterizar a heterocromatina que é paracentromérica e em forma

de grandes blocos. Os resultados indicam que os grandes blocos de

heterocromatina paracentromeérica séo heterogéneos. Esta heterogeneidade &

distribuida entre quase todos cromossomos do genoma. Todas as
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endonucleases produziram diferenciacdo longitudinal no complemento

cromossomico de O. germanica (Lopez-Fernandez et al., 1989).

Similaridades e diferencas entre subconjuntos de heterocromatina
localizadas nos autossomos, cCromossomos sexuais e cromossomos-B no
genoma do gafanhoto Eyprepocnemis plorans (machos—2n=11+X0 e fémea
—XX ) foram analisados pela digestao in situ com diferentes endonucleases de
restricdo e bandamento-C. As populagdes analisadas possuiam somente um
tipo de cromossomo-B homogeneamente C+. O padrao produzido pelas
endonucleases nos autossomos subdividem-se em duas categorias: aqueles
que induziam padrao semelhante ao bandamento-C (Mbo |, Msp |, Dde |,
Bamb HI, Rsa |, Hae Ill, Alu |, Hinf |I) e aqueles que removiam parte da
heterocromatina constitutiva diminuindo as areas C-positivas apresentando um
pequeno ponto positivamente corado em cada centromero (Hin pl, Scr Fl, Sau
96A, Taq l). Nos cromossomos sexuais as endonucleases Mbo |, Mso | e Dde |
produziram bandamento semelhante ao C e as endonucleases Scr Fl, Sau 96A
e Taq | digeriram parte de heterocromatina constitutiva. A heterogeneidade de
bandas produzidas pela digestdo com diferentes endonucleases foi mais
pronunciada nos cromossomos-B do que nos autossomos ou cromossomos
sexuais e os resultados foram divididos em duas classes: endonucleases
capazes de revelar toda heterocromatina centromérica e endonucleases
capazes de produzir bandas intersticiais néo detectadas no bandamento-C. Os
resultados mostram uma equilocal distribuicdo dos diferentes subconjuntos de

heterocromatina. Além disso, indicam que o processo evolutivo, nesta espécie,

produziu um grau de heterogeneidade dentro das diferentes fragées da

cromatina o que possibilita inferir que o material que origina os cromosomos-B
envolve reorganizacdo do material autossdbmico e passos evolutivos de

amplificacdo deste material (Lopez-Fernandez et al., 1992).

Cromossomos mitéticos de Tenebrio molitor foram analisados pelo
bandamento-C e digestdo com as ERs Eco Rl e Alu I. A morfologia
cromossomal que € ambigua apos o bandamento-C € melhorada pela digestao
com endonucleases de restrigdo. A heterocromatina constitutiva revelada pelo
bandamento-C ocupa extensivos blocos aparentemente localizados nas
regibes pericentroméricas de todos os cromossomos e o cromossomos Y &
totalmente heterocromatico. A endonuclease Alu | fornece um padréo similar
aquele obtido pelo bandamento-C enquanto a Eco RI, induz um padréo de

bandamento reverso a esse. O padréo de digestdo da Eco RI é provavelmente
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produzido pela extracdo de um DNA repetido pericentromérico e equilocal. A
morfologia cromossdmica apos digestdo com Eco RI € estreitamente
relacionada com a particular estrutura do DNA satélite localizado na regido

heterocromatica de T. molitor (Juan et al., 1990).

Cromossomos metafasicos de camundongo tém sido tratados com as
endonucleases de restricdo Alu |, Mbo |, Hae lll e Eco RIl e corados com
brometo de etidio. A digestdo com Alu | produz bandas centroméricas
semelhantes as bandas-C e as outras por¢gdes dos cromossomos apresentam-
se totalmente ndo coradas, revelando uma massiva perda de DNA
cromossomal. Resultados idénticos foram encontrados através do tratamento
pela endonuclease Mbo I. O tratamento com a Hae Il produziu cromossomos
exibindo bandas semelhantes as bandas C e G dependendo do tempo de
iIncubagéo (4 a 20 horas). Finalmente, a digestdo com Eco RIl produziu forte
coloragao nas regides cromossdmicas centroméricas de alguns cromossomos

(Mezzanotte et al., 1985). G

Cromossomos prometafasicos (de linfocitos) do macaco (Aloutta caraya,
2n=52) foram analisados por bandamento G, C e pelas endonucleases de
restricao Hae lll, Eco RI, Alu | e Sau 3A. A digestdao com Hae lll e Eco RI
produziu bandas semelhantes as bandas-G. Regides centroméricas e certas
bandas-C intersticiais mostraram polimorfismo heterocromatico intra e
interindividual. A digestdo com Alu | produziu bandas semelhantes as bandas-

C com reducéo de densidade de colorag@o nas regides centroméricas e a Sal

3A produziu bandas semelhantes as bandas-C. Em todas as metafases C+

analisadas, os blocos heterocromaticos foram localizados nas regides

centromeéricas (Mudry et al., 1994).

Os cromossomos dos primatas da espécie Callithrix argentata séo
caracterizados por grandes quantidades de heterocromatina constitutiva distal.
A heterocromatina das espécies C. argentata, C. humeralifera e C. emiliae
foram analisadas com as endonucleases de restricao Hinfl, Mbo |, Alu |, Rsa l,
Dde |, Hae lll e Msp |. Os resultados obtidos permitiram classificar a
heterocromatina destas espécies em trés tipos 1) heterocromatina distal com
homogénea resposta a agao enzimatica, as quais nao foram alteradas (Hinf |,
Mbo 1, Alu |, Hae Ill), parcialmente digeridas (Dde |) e completamente digerida
(Rsa l) (Pieczarka et al., 1996).
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O tratamento dos cromossomos metafasicos dos primatas Pan
troglodytes, Pan paniscus e Gorilla gorilla com a endonuclease de restricdo Alu
I, demonstra diferengas qualitativas na heterocromatina telomérica entre Pan e
Gorilla a despeito do fato que estas areas aparecem homogéneas nos dois
géneros pelo bandamento-C, ou seja, o género Pan apresenta areas
teloméricas Alu | positivas, enquanto todas as bandas-C positivas teloméricas
apareceram bem digeridas em Gorilla. Estes dados demonstram que esta
cromatina C-positiva nos dois géneros devem conter diferentes classes de
DNA (Ferrucci et al., 1987).

Analisando o complemento cromossomico do peixe Muraena helena
(2n=42) através do bandamento-C e aplicagao de endonucleases de restrigao,
observou-se que o bandamento-C revela a presenga de heterocromatina
constitutiva nos centromeros de todos os cromossomos, bem como, na maior
parte dos telomeros dos cromossomos acrocéntricos. A digestdo com as
endonucleases de restricdo Hae lll, Mbo | e Dde | produziu um padrao de
clivagem especifico para cada enzima indicando a presenga de no minimo
duas diferentes classes de DNA altamente repetido. A banda-C centromérica
mostrou-se sensivel a digestdo com Mbo | ou Dde I, mas foi resistente ao

tratamento com Hae lll. Esta ultima enzima produziu bandas localizadas

correspondentes embora menores do que as bandas-C. Entdo M. helena

contém DNA repetido nos centromeros, indicando que tal DNA possui poucos
sitios de reconhecimento da enzima Hae lll, mas contém sitios para Mbo | e
Dde | que frequentemente permitem a extracdo de DNA. Os teldmeros da
maior parte dos cromossomos acrocéntricos, ao contrario, possuem DNA
repetido resistente a agéo das trés enzimas. Isto da suporte a hipétese que os
DNAs teloméricos séo frequentemente compostos de uma sequéncia repetida
particular e demonstra a existéncia de diferentes classes de DNA altamente
repetido nestas espécies, localizados nos centromeros e telomeros (Cau et al.,

1988).

Foi aplicado bandamento por enzimas de restricdo em duas espeécies de
salmdo, Salmo solar (salm@o do Atlantico) e Salmo ftrutta (truta parda). Um
padrdo semelhante ao do bandamento-C foi produzido em ambas espécies
pelas endonucleases Alu |, Dde |, Hae Ill e Mbo I. Alu | revelou bandas
cromossomicas extra na truta parda, enquanto as outras trés endonucleases

de restricdo produziram padrées idénticos ao do bandamento-C. No salméo do
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Atlantico, com a endonuclease Dde | foram reveladas bandas teloméricas em

adicao a convencional banda-C (Hartley, 1991).

Em Tinca tina (tench, 2n=48) a digestdo com as endonucleases de
restricdo Alu |, Taq | e Hae Ill induziram padrao de bandamento especifico que
permitiram a identificagdo dos pares de cromossomos homoélogos e revelaram
caracteristicas sobre composicdo das sequéncias de vaérias regides
heterocromaticas cromossdmicas. A endonuclease Alu |, em geral, produz
pandas centroméricas. Comparado com os resultados do bandamento-C
convencional, esta enzima de restricdo permite uma mais meticulosa defini¢cao
do caridtipo. Os telobmeros aparecem bem corados em alguns pares
cromossomicos. O par cromossdmico 2, apresentou uma area intercalar
totalmente n&o corada, indicando grande numero de sitios alvos da
endonuclease de restricdo Alu I. A Tag | produz bandas em algumas regides
centroméricas enquanto a Hae lll tem sitio alvo na maioria das regides
centroméricas. Estes resultados indicam-que a heterocromatina centromérica
de alguns cromossomos desta espécie tem diferente composi¢céo de bases de
DNA. A regido intercalar no par cromossdmico 2, que foi completamente
digerida pela endonuclease de restrigdo Alu |, permaneceu fortemente corada
apo6s digestdo com Hae lll. Apds tratamento com Tagq |, entretanto, esta regido
nao mostrou coloragéo diferencial, possibilitando a detecgéo de diferencas na

constituicdo da heterocromatina desta regido (Padilla et al., 1993).

Metéafases mitdticas dos cromossomos da linhagem L 301 de centeio
foram tratadas com as enzimas de restrigdo Alu |, Dra | e pelos isoquiroméros
(mesma sequéncia de reconhecimento) Hpa Il e Msp I. Apds tratamento com
ERs houve redugdo das bandas teloméricas C-positivas. Em menor grau, as
bandas centroméricas em alguns individuos foram ausentes dependendo do
tratamento enzimatico e o nimero de bandas intercalares também foi menor
(Stober et al., 1993).

Também foi estudada a digestédo in situ dos cromossomos de cevada.
Todas as cinco endonucleases de restrigdo utilizadas Mbo Il, Rsa |, Hae llI,
Hinf | e Dra Il exibiram varios padrées de bandas. Nas bandas-N utilizadas
como controle, todos os cromossomos apresentaram bandas centroméricas e
pericentroméricas, alguns cromossomos também apresentaram bandas em

regibes intersticiais. Bandas pericentroméricas distintas e grandes apareceram

em quase todas os cromossomos tratados com as endonucleases Mbo Il, Rsa |

e Hinf 1. Pequenas bandas centroméricas foram apresentadas pelas
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endonucleases Hae lll e Dra ll. Estes resultados sugerem que ha estruturas
especificas nas sequéncias de DNA do centrbmero que s&o afetadas pela
digestdo com endonucleases de restricdo, revelando diferencas adicionais
entre as bandas centroméricas que ndo podem ser diferenciadas pela banda-N
(Kamisugi et al., 1992).

Inimeros s&o os exemplos do emprego de endonucleases de restricdo
nos mais diversos tipos de organismos, tais como, vegetais, artropodos,
primatas, cobaias e também seres humanos. O padréo proporcionado pelas
endonucleases de restricao possibilita desde a comparagdo dos subconjuntos
de heterocromatina entre espécies relacionadas, como nos Heteroptera
Panstrongylus megistus e Panstrongylus herreri analisados neste trabalho, até
a construgdo de hipoteses sobre derivagdo cromossdomica, origem dos
cromossomos B, distribuicdo da heterocromatina nas regidées cromossdomicas
homodlogas e até mesmo a simples caracterizagdo de uma determinada

especie. .

De uma maneira geral as endonucleases de restricdo aplicadas a
preparagcbes citologicas sdo um importante instrumento de andlise

citogenética, possibilitando a classificacdo de subtipos de heterocromatina

além daqueles obtidos pelos bandamentos convencionais e proporciona ainda

uma fonte de estudos e questionamentos sobre sua forma de atuagdo.
Técnicas mais sofisticadas, como por exemplo, a utilizaggdo de ERs em DNA
purificado e nick translation possibilitam uma aplicagédo ainda mais abrangente

das endonucleases de restricdo.
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Conclusdes

O estudo citogenético das espécies Panstrongylus megistus e Panstrongylus

herren, realizado no presente trabalho, através das técnicas citogenéticas de

coloragdo com orceina lacto-acética, impregnagdo com nitrato de prata, bandamento-

C e endonucleases de restrigdo (Hae Ill e Alu l), permitiram evidenciagdo das

seguintes conclusoes:

A.

Panstrongylus megistus e Panstrongylus herren apresentaram cariétipo
2n=18+X:X,Y e 2n=20+X,X,Y, respectivamente. Em Heteroptera, as espécies
mais primitivas pertencem a familia Pentatomidae com 2n=14 cromossomos e
sistema sexual XY para machos. A maior parte dos outros heterépteros possui
um complemento cromossomico relativamente mais alto sendo considerados
mais recentes. Evolutivamente, P. herreri € uma espécie mais derivada que P.

megistus.

Os cromossomos de Panstrongylus megistus e Panstrongylus herreri néo
apresentaram constricdo primaria sugerindo serem holocinéticos e corroborando

a hipotese de cromossomos holocéntricos em Heteroptera. Experimentos

encontrados na literatura por irradiagdo dos cromossomos com raios X também

comprovam esta hipotese.

O sistema de cromossomos sexuais em Panstrongylus é tipo X:X;Y e os
experimentos com bandamento-C e endonucleases de restricdo indicam que os
dois cromossomos X, de Panstrongylus megistus e Panstrongylus herren,
possuem comportamento semelhante quanto ao grau de digestibilidade e regiées
banda-C positivas e negativas, sugerindo uma origem em comum, por
fragmentagdo de um unico X, hipétese melhor aceita encontrada na literatura. Os
cromossomos X sdo mais frageis que o Y, e a sobrevivéncia dos fragmentos &
facilitada pelo mecanismo de meiose pés-reducional e holocentricidade destes

Cromossomeos.

Em Panstrongylus megistus e Panstrongylus hemen 0s cCromossomos sexuais
foram positivamente heteropicnéticos no inicio da préfase | e mantiveram-se
juntos no estadio confuso. Na metéafase |, os heterocromossomos localizaram-se
perifericamente, individualizados e isopicnéticos como os demais autossomos.
Na metafase |, também observou-se bivalentes autossémicos e univalentes
sexuais. Na metafase Il, os heterocromossomos encontraram-se unidos no
centro do anel de autossomos sugerindo a formagao de um pseudo-trivalente,
reforcando assim, a hipotese do comportamento pds-reducional destes

Cromossomaos.

E. Observou-se formagdes de cistos celulares na espermatogénese, pois em

triatomineos a meiose é cistica. As células sdao contidas em um invélucro de
origem mesodérmica e permanecem neste estado até sua diferenciagéo,
posteriormente sendo liberadas na testicolinfa. Os espermatocitos sofrem grande




Conclusébes

F.

H.

quantidade de multiplicagées no interior do cisto, tais multiplicagbes causam a
redugdo do seu volume, este problema é solucionado através do fornecimento de

energia pelas células nutritivas.

Panstrongylus megistus e Panstrongylus herreri apresentaram nucleos polipl6ides
com unico corpusculo heterocromatico. Estes nucleos estdo relacionados a
nutricdo dos espermatdcitos refletindo um processo adaptativo no qual as células

economizam tempo e energia fisiolégica.

Na impregnacao pelos ions prata, os heterocromossomos de P. megistus e P.
herreri exibiram atividade organizadora nucleolar com forte impregnacdo na
proéfase | meidtica; também foram observadas ligagbes de um ou dois
autossomos a regido nucleolar. Os dados sugerem fragmentacdo do nucléolo,
pois a partir da metafase | sdo notados corpusculos e fragmentos nucleolares no
interior celular. Também verificou-se que nestes Heteroptera ocorre reativagédo de
sintese de RNAr poés-meibtica, provavelmente relacionada a diferenciagcéo

celular.

-

No bandamento-C, as duas espécies apresentaram bandas instersticiais e
terminais nos autossomos, padrao comum em Heteroptera. As bandas terminais
corroboram a hipétese que nos cromossomos holocéntricos a heterocromatina é
preferencialmente localizada proxima aos teldomeros. Os cromossomos sexuais
em P. herreri comportaram-se de forma totalmente heterocromatica na
espermatogénese e em P. megistus os cromossomos X alternaram entre
bandamento positivo e negativo. Houve coincidéncia entre regides banda-C+ e

RON nos cromossomos sexuais e nas espermatides no inicio da diferenciagao .

As endonucleases de restricdo, Hae Ill e Alu |, em P. megistus e P. herren,
apresentaram grande parte dos padrées enzimaticos semelhantes ao
bandamento-C, sugerindo a presenga de um mesmo tipo de heterocromatina nas
regides coincidentes. Entretanto alguns padroes de digestao da heterocromatina
foram distintos: no nucleo polipldide de P. megistus (Hae lll), profase | de P.
herreri (Hae Ill) e no paquiteno de ambas espécies (Hae Ill e Alu 1). Os
cromossomos X de P. herreri tratados com Hae lll apresentaram-se digeridos
sugerindo presencga de heterocromatina diferente daquela do bandamento-C. Ja
em P. megistus estes cromossomos apresentaram-se heterocromaticos também
exibindo padrao distinto do encontrado na banda-C, em que os cromossomos X
mostraram-se alternativamente heterocromaticos. Este trabalho sugere que
outros elementos além da presenga de sitios de reconhecimento, tais como grau
de empacotamento da cromatina e interagdo DNA-proteina, atuam nos
resultados das ERs, pois, P. megistus e P. herreri, apresentaram certo padrao de

digestdo nos estadios iniciais da espermatogénese, porém 0s Cromossomos

metafasicos foram praticamente inacessiveis a atuagdo das endonucleases.
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ABSTRACT

The object of the present work was to realize a comparative study between
two species of the genus Panstrongylus (P. herreni and P. megistus), through the
analysis of the different phases of spermatogenesis, nucleolar cycle accompaniment,
nucleolar organizer region (NOr) localizations, study of heterocromatic pattern
arrangement on meiotic chromosomes and correlation of cytogenetical diferences and
similarities between P. hemreri and P. megistus, all aiming to corroborate the

understanding of the evolutive process which has ocurred between these species.

The cytologic preparations of the testes were obtained by conventional methods
of cell smears followed by orcein lacto-acetic staining, silver nitrate impregnation, C-
banding and Hae Ill and Alu | restriction endonucleasis banding.

Panstrongylus megistus and Panstrongylus herreni presented, respectively,
2n=18+X,X;Y and 2n=20+X;X,Y karyotypes. In the Heteroptera the more primitive
species belong to the family Pentatomidae, with 2n=14 chromosomes and XY sex
system for males. Most of the other Heteroptera possess a chromosome complement
with more chromosomes and are considered more recent. Thus, evolutionarily,
Panstrongylus herreri is a more derived species than Panstrongylus megistus. The
two species, as well as others, do not present primary constrictions, suggesting that
the chromosomes are holocentric, which corroborates the hypothesis of holocentric

chromosomes in Heteroptera.

The sex chromosome system in Panstrongylus is the X;X,Y type and C-banding
and restriction endonuclease experiments indicate that the two X chromosomes of
Panstrongylus megistus and Panstrongylus herren possess similar behaviour as to
digestibility degree and positive and negative C-banding regions, suggesting a
common origin by single X fragmentation, an hypothesis also well accepted in
literature. The X chromosomes are more fragile than the Y, and fragment survival is

facilitated by post reductional meiosis and the holocentricity of the chromosomes.

In Panstrongylus megistus and Panstrongylus herreri the sex chromosomes
were positively heteropycnotic at early prophase and maintained themselves together
during the confused stage. In metaphase | the heterochromosomes occured
perpherically, individually and isopycnotic, similar to the autosomes. In metaphase ||
the heterochromosomes occured within the autosome ring, which suggests
pseudotrivalent formation and corroborates the post reductional behaviour of these

chromosomes.

During spermatogenesis cellular cyst formations were observed. The cells are

enclosed in an involucre of mesodermic origin and continue in this state until their

differentiation, subsequently being released in the testicolynphi. The spermatocytes

suffer great numbers of multiplications in the cyst. These multiplications cause a




volume reduction, which problem is resolved through energy supplied by polyploid
nuclei. Panstrongylus megistus and Panstrongylus herreri presented these nuclei with

a single heterochromatic corpuscule.

With silver ion impregnation, the Panstrongylus megistus and Panstrongylus
herreri  heterochromosomes showed nucleolar organizer activity with strong
impregnations at meiotic prophase |. There were also observed ligations of one or two
autosomes with the nucleolar region. The data suggest nucleolar fragmentation, since
from metaphase | corpuscules and nucleolar fragments were observed within the cell.
Also it was verified that in these Heteroptera reactivation of post meiotic rRNA

synthesis occurs, problably related with cell differentiation.

The analysis of meiotic chromosomes with C-banding showed Panstrongylus
megistus and Panstrongylus herreri to present interstitial and terminal bands on
autosomes, a common pattern in Heteroptera. The terminal bands corroborate the

hypothesis that in the holocentric chromosomes the heterocromatin is preferentially

localized close to the telomeres. The sex chromosomes in P. herren behaved totally

heterochromatically during spermatogenesis and in P. megistus the X chromosomes
changed between positive and negative banding. There was coincidence between
positive C-bands and NOR in the sex chromosomes and spermatids in early

diferentiation.

Restriction endonucleases, Hae Ill and Alu |, in P. megistus and P. herren,
presented in great part enzymatic patterns similar to C-banding, suggesting the
presence of the same heterochromatin type in the coincidence regions. However
some heterochromatin digestion patterns were distinct, for example, in P. megistus
polyploid nuclei (Hae Ill), P. herren prophase | (Hae lll) and pachytene of both species
(Hae Il and Alu ). The P. herreri X chromosomes treated with Hae lIl presented
enzymatic digestion which suggests the presence of heterochromatin different from
that of C-banding. In P. megistus these chromosomes were heterochromatic and also
exhibited a distinct pattern from C-banding, in that the X chromosomes were
alternatively heterochromatic. This work suggests that other elements besides
recognition sites, such as chromatin wrappage degree and protein-DNA interaction,
influence REs results, since, P. megistus and P. herreri, showed a digestion pattern in
early spermatogenesis, but metaphase chromosomes were practically inaccessible to

the action of endonucleases.
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