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ise citofotometrica de ntcleos dos
tubulos de Malpighi do hemiptero Taiatoma infestans, submeti-
dos d reagio de Feulgen, tem demonstrado que no Ovgan em ques
tao, a semelhanca do que acontece em muitos oulros grupos de
insetos, instala-se um processno de poliploidizacido ao tongo do
desenvolvimento { Mella, 1971, F975, 1978a, b, 1983 Mello e
Lima, 1978 ). Attos niveis de poliploidia sio atingides em
espEcimens de 59 estadio ninfal, sendo que nucleos com contell
do de DNA 32C e 640 ( gue corresponden a graus de ploidia 32n
e 64n { Mello, 1976)) sdo observados em tibulos de Matpighi de

um mesmo individuo { Melio, 1971, 1975, 19794 V.o Tats pa

droes se manteém em insetos adultos fovens { Mello e Raymundo,

Lonsiderando-se que nesses insetos existe
a possibilidade de ocorréncia de fusio de nucleos somdticos em
condicoes de “stress” fistologico ( Mello e Raymundo, 1980
Mello, 1983 ), ume questao a ser ainda respondida @ se a acen

tuada poliploidia detectada ao tango do desenvolyimento noy



mal resultaria de endomitoses, de fusao nucliear, ou de ambas,

A participacao de um desses fenowenos ou de ambos no apareci-

mento de poliplioidia em tubulos de Malpighi de Tuiafoma fndes
i b ¥ o3 !

tans, poderia sey determinada estabelecendu-se o numern de ni

cleos nesses oOrgaos, em fases distintas do desenvoivimento e

mesmo em ceondigoes de "stress® fisiglogico.

Nesta especie ainda se desconhece a fre -

qiencia nuclear em tibulos de Matpighi em condicoes normais de

de nucleos que se instalam com um jejum prolongado { Mello e
Raymundo, 1980; Mello, 1983 ).

ia observado

Por outro lado, tem sido j 0
certas especies { ou géneros ) da sub-familia Triatominae di-
ferem entre si no tamanho dos insctos e de seus Orgaos { Car-
rera, 1967; Sherlock, 1979 3}, Tambem neste contexto seria de
interesse determinar a frequencia nuclear { ¢ algumas vezes o
proprio tawanho dos ntcieos ) em tubulos de Matpighi de dife-
rentes especies e/ ou géneros dessa sub-familia, numa tentati
va de se corvelacionar tais dados com o tamanhe medio dos in-

setos { Carrera, 1967 )}, o nimero de cromossomos ( Usshima

19665 Schreiber el al, 1967, 1972 ) e Jou a posicao relativa
que tais grupos ocupam na arvore filegenetica proposta para os
mesmos ( Usinger, 1944 ) { Fig, 1 V.

Au tado de uma variacgdo na freguencia nu -
clear, quando se comparvam Lubulas de Aadpight de diferentes o3
pecies de triatominecs, & de se csperar também que  variacoes
nos fenotipes nucleares em termos de grorvencia, numero e de-

Pfimitacao de arveas helerocromdticas possam  ser tambem encon-
tradas, Lssas areas correspondem a heterocvomating consti
tutiva definida em termos de moviologia, {isiolagia

, comnposi-

cao & propriedades cibtoguimicas {( Mello, 16072 v Hadnos da

\



¢ Triafoma Paratriatoma

Hesdriatoma

% [ ipefalogaster

# Rhodnius

hodnini

omini

Bolbodera Belminus

C evernicolini B othoderini

THatominae

FIG. 1 - Arvore filogenética das tribos e géneros da sub-fam{lia Tria

tominae, segundo Usinger (1944). * Géneros estudados neste
trabalho.
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existentes parva Talatoma Lnfestans, Panstrongylus megisius
Rhoduius profixus mostram diferences referentes a porcentagemn
de area nuclear ocupada por heterocromatina, bem como no  seu
padrao de distribuicio { Melle, 1971, 1975, 1978a, 1983:Mello
e Lima, 1978; Mello e Raymunde, 1980 ). Estas especies, em
termos carioldgicos, diferem em numero de Cromossomss e con

teudo de DNA ( Ueshima, 1966: Schreiber et at, 19674, 1972 ) .
bm Trlatoma Anfestans, as c€lulas dos tubulos de Malpighi sao

binucleadas, e seus nucleos exibem grandes corpos heterocro -

maticos tipices ( Mello, 1971 ). Do 10 ao 30 estadios do de-

senvolvimento ninfal, um unico cromocentro { confluencia  de

regioes heterocromaticas num sd corpo ) € encontrado nesses
nuclecs. A partir do 40 estadio, tem sido descrito que o0s

nucleos da regiao distal dos tGbulos de Malpighi desse inseto
apresentam varios cromeocentros, enquanto os da regiao proxi -
mal continuam a exibir apenas um corpo heterocromdtico { Mello,
1971, 1978a . bm Panstrongylus megisius, por outro tado,
sao detectados nos tdbulos de Malpighi nlcleos com um Gnico e
pequeno cromocentro ( Meilo e Raymundo, 1980 ) ou entao ausén
cia do mesmo ( Mello, 1979 ). Em Rhodnius profixus - nao @
detectavel area heterocromatica em nicleos somdticos submeli-
dos a reagao de Feuigen ( Mello e Lima, 1978 ). Eode se es-
perar, portanto, gue em oubtras especies desses insetos possam
ser mesmo encontradas outras variacoes em fendtipos nuclcares

para celulas que, no entanto, executam funcoes homologas,

No presente trahatho tem-se, portanto, co-
mo um dos objetivos principais determinar a freqiicneia nuclear em
tubulos de Malpighi de Taiatoma angesfans av longe do desenval-
vimento e sob condicoes de jeium protongado, bem como en o

» s ® o« o i
bulos de tristomineos considerados menos evoluldos gque Taia

Fome onfestans { sequndo ArVoyre Fitogenet ica e Usin



ger (1944)) ( Fig, 1 ).

Alem dissu, para que a fregiiéncia nuclear
venha a ser inclusive correlacionada com fenotipos nuclieares
possiveimente diferentes, como etapa preliminar do trabalho se

ra efetuada uma andlise visual de Tmagem nuclear para as vari

as especies e condigues experimentais mencionadas acima.

Esses dados certamente contribuirdo para o
esclarecimento de mecanismos de poliplteidizagao, para o conhe
cimento de efeitos fisiolOgicos de "stress® ap nivel nuciear,
para o conhecimento dos padroes de distribuican de heterocro-
matina em nucleos de um mesmo tipo de Grgao ao fongo de uma
escala evolutiva, para o conhecimento de possiveis fungoes da
heterocromatina, e para o conhecimento da Biologia Celular dos

triatomineons.



No presente trabalho foram utilizadas nin-
fas de Tadafoma infestans Klug de 30 e 50 estadios, alimenta-
das rotineiramente com sangue de ave ( galo ), e ninfas de 50

estadio apbs jejum de 3 meses seguido de realimentacaoc.

Foram utilizadas tambem ninfas de 50 esia-
dio dos seqguintes outros triatomineos:

Thdatoma paeudomaculata Corvea et Spinola,

Thniafome brasiliensis Neiva,

Pansirongylus Cignanius Walker,

Uipetafogasien maximes Uhler e

Rhodnius profixus Stahl.

Foram usados 3 a 4 individuos de cada es-
pecie para cada condicao experimental, criados em laboratorio e

fornecidos pela Sucenm.



De todas as ninfas dos varios estadios e
generos dos triatomineos citados, foram dissecados tibulos de
Malpighi, com o auxilio de uma lupa estereoscopica 7Zeiss. Osg
orgaos constituiram entao preparados a serem utiiizados nas

analises descritas a sequir,
i.~ DETERMINAGAC DOS FENDTIPOS NUCLEARES

Tubulos de Malpighi fixados em etanol-acé-
tico na proporcao de 3:71, por cerca de 3 minutos, foram csma-
gados suavemente entre Tamina e laminuia. A TamTnula foi re
movida por congelamento do material em Nitrogenio 1iquide. Os
preparados foram entao banhados em alcool et7lico a 70% poY
2 minutes e entag expostos aon ar para secagen.

Os prepavados assim oblidos foram submeti-
dos a técnica de Randa C, segundo a  metodologia de  Sumner
(1972) e @ reacao de Feulgen, para a analise visual posterior

das imagens nucleares e deteccao de areas consideradas hetero

cromatina constitutiva, conforme proposican deste metodo.



P.1.- BANDA C

Us preparados foram denaturados com uma so
tucae saturada de hidroxido de bario, 5g/100m1 & 509C por 50
segundos. A seguir, foram lavados em agua destilada e subme-
tidos a tratamento com 2SSC {0,3M NaCl + 0,03M citrato trisso-
dico pH 7,0} por 4 horas e 30 minutos, a4 temperatura de 650(
Foram novamente lavados, secados ao ar e covados com uma solu-
cac de Giemsa a pH 6,8 - 7,0, durante 10 minutos. Foram entio,
secados ao ay, diafanizades em xilol por 1h minutos e montados

et balsamo do Canadi.

1.2.- REACAD DE FEULGEN

0s prepavados foram hidrolisados em HCY 4N
a temperatura ambiente de 250C duvante 1 hora e 10 minutos. A

sequir, foram lavados em agua destilada varias vezes, corados

com o reativo de Schiff durante 40 minutos e submetidos a 3
banhos de 5 minutos cada em agua sulfurosa. Foram lavados em

agua destilada por 2 minutos, desidratados em CONCENLYracoes cres

centes de alcool etilico, diafanizados em ¥x11ol e montadas  en
balsamo do Canada.

2. CONTAGEM DO NUMERO DE NUCLEDS DOS TUBULOS DE MALPIGH!

Os thbulos de Malpighi intactos, de cada
individuo, foram distribuidos em Taminas, covados com orceina
tacto-acetica por 20 minutos, apds o que tiveram sua coleoracao
interrompida com acido acético a 45%. 0 material foi coberto
com laminula, sendo os bordos da mesma vedados com esmatte., To

mou-se cuidado para nao se esmagarcem 05 orgaos.

As Taminas foram analisadas ao microscopio
de tuz Zeiss, com objetiva de 40%x o oculay de Oy { aumanto 1~

nal = 320x 3.
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3.~ DETERMINACAO DE AREAS E VOLUMES NUCLEARES

Para Trdafoma infestans, Uipetalogasten ma
xdmws € Rhodniws profixus, 50 nucleos tiveram seu contorno
projetado com camara clava { aumento de 7500x ) sobre papel mi

Timetrado. As areas nucieares, para as imagens projetadas

¥

foram entao determinadas, sequndo tres metodologias:

3.7.- METODO 1 ~ Contagem do numero de wvuadradinhos do pa-
pet mitimetrado.

3.2.- METORO T1 - Medidas de comprimento dos Z eixos nucle

ares A e B e calculo subsequente pela formula:

g ), para a qual

A = maior eixo da imagem nuclear projetada;
B = menor eixo { Mello e Vidal, 1980 j.
3.3.- METODO I11 - Planimetria

Esta metodologia foi posteriormente exclui
da, pois revelou-se, frente a analises estabtisticas, nao ade-
quada ao presente estudo, uwma vez que o pervcentual de ervo in
troduzido pelo fato das imagens nucleares de uma das especies

serem pequenas e elevado, o que se esperava de acordo cowm da-

dos de Schiemer { apud Beneke, 1966 ).

Para determinacgao dos volumes auclearvos

foi utilizada a formula:

pALBLC, onde © - B Melto o Vidal,19807).



bsta melodologia foi previamente testada
para o material deste trabatho e revelada como de grande Con

fiabilidade,

s dados de arcas e volumes rucleavos fo-
ram processados pelo sistema estatistico Minitab I1 impianta

do no computador PDP 10 da Unicamo.



RESULTADOS

FENOTIPOS NUCLEARES

Us fenotipes nucleares exibidos pelas cely
las dos tubulos de Malpighi de ninfas de 30 ¢ 59 estadios de
ITndiatoma infesitans sao apresentados nas Figuras ¢ a 6 . Nos
orgacs de insetos de 50 estadio, submetidos aos motodos de Ban
da C e reagao de Feulgen, sdao encontrados nicleos exibindo um,
dois e varios cromocentros { Figs. 4 a 6 ). enquanto em inse
tos de 3¢ estadio sao observados nucleos com apenas um £, maig

raramente, com dois cromocentros | Figs., 2 e 3 3,

Ninfas de 590 estadioc desse inseto, apos um
periodo de jeijum prolengado, apresentan, alem dos fenotinos Ja
citados, { Figs. 7 e 12 3, ntcleos com cromocentro pavcialmenw
te descompactado { Figs., 10 e 11 Joe alquns nuclens muito qran
des { Figs. 7 e 11 ), certamente resultantes da fusao de np -
cieos de tamanhos normais { Fig. 13 ) ( Melio, 1983 ). Nin -
fas realimentadas apds esse periodo de Jejum mostram nucleos

com um. dois ou varios cromocentros, alem de nuclieos sem crg -



FiGs.

FlGs.

2 a 3 - Fenotipos nucleares de thbulos de Malpighi de Tafafo-
m tndestans ( ninfas de 39 estadio ). Fig. 2 - Coloracao com
"a0

orceina lacto-acetica. Fig. 3 - Nicleos submetidos a reac

de Feulgen. Um nucleo com dois cromocentros & indicado(seral.
b a6 - Tobulos de Malpighi de ninfas bem alimentadas de 59
estadio de Tudafown dnfesdfans. Fig. h - Mitodo de Banda .
Figs. 5 @ 6 = Reagao de Feulgen. Nucleos com um (fig.5) o

varios cromocentros ( Fig., 6 .

Fig. 2 % 3005 Fig. 3 x 550; Figs. h o 6 x 600y Fig. 5 x 500,






mocentro e nucleos muito grandes [ em alguns insetos ). b
alguns distingue-se, alem da eucromatina normalimente granular,
tambem eucromatina com aspecto filamentoso, converginde para
a regiao do cromocentro. Em ninfas realimentadas foram en -
contrados, tambem, nucleos com cromocentyos aparentemente en-
tumecidos { Fig. 14 ), ntcleos cujos cromocentros encontram -
~-se em descompactagan ( Figs. 15 a 17 ), além de nilcleos com
aspecto de degeneracao ( Figs. 18 e 19 3. Os nucleos em de-
generacao apresentam-se como estruturas estreladas, vacuoliza
das, as vezes sem forma definida e com cromatina irregularmen
te distribuida ou ainda, como estruturas compactas e picno

ticas.

Quanto as ceélulas dos thbulos de Malpighi
de ninfas de 50 estadio de Rhodnius prolixus, foram ohserva -
dos nucleos sem cromocentro e cromatina com aspecto filamento

so { Figs, 20 a 22 ) . Em nucleos submetidos ao método de
Banda C, uma area central clara foi observada { Figs. 20 e
21 ), correspondendo, provavelmente, a vegiao nucleolar. Tam
bem em nucleos submetidos a reacao de Feulgen, uwa zona desse

tipo parece ser sugerida ( Fig. 22 ).

Ja em ninfas de 50 estadio de Dipetalogas-
ten maxdimus 0s nucleos exibem um pequens cromocentro (Figs. 23
a 25 ), detectado por Banda €, reacao de Feulgen e coloracao

por orceina lacto-acetica.

b Vans Coovigulas Cognandus o Trdaloma phen
domaculata  foram encontrados especimens cuijons fubulos de Mat
pighi exibiam nucleos com um pequeno cromocentro {(Figs. 76,
28, 30 e 32 )}, bem como especimens cowm nucleons onde o cromo-
centro se mostrou ausente ( Figs. 27, 79 e 31 ). Estes ulil

mos foram comprovados pelas tres metodologias de coloracao
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utilizadas. Tamben em
da situacao semelhante
cromocentro peaueno

{ Figs

en que ocorria ausencia de

Nos ntcleos dos Orgdos dests

da C,

provavelmente sitios

s

individuos

25

arean

fniatoma

pecie apos o metodo de Ban-~

nucltectares,

broasifionsis Foi

cuins

corpo heterocromatico

centrais

encontya-
nucleos exibiam  um

hem como espeécimens

( Fig. 34 ).

claras

{ Feg. 343,






De todos os hemipteros citados estimou-se,
por contagem visual, o numero de nucleos dos tibulos de Malpi
ghi, sendo os resultados obtidos apresentados nas Tabelas 1,
I, TIA, & TII.

Nos tubulos de Malpighi de ninfas de 30 es
tadio de Tadlatome nfestans, foi observada uma predominanc in
acentuada de ntcleos com um Unico cromocentro: nucleos Com
dois corpos heterocromaticos fForam bem pouco frequentes{Tabs.
e 11 ). Tambem em ninfas de 59 ectadio desse inseto, os n@
cleos mais fregientemente encontrados pOsSsuen um cromocentro,
Quanto acs nucleos com dois cromocentros,  sua freguencia ay-
mentou com velagac o verificada ew nucleos do 30 eotadio. Mu-
cleos com varios cromacentros foran Lambem encontrados Lo

freqiencia significativa nessa fase do desenvolvimento {(Tabs.

Us dados rolativeos aw wintasn de Tyialome
sipcsdans de 30 e 0 v dadin. vegulavment e o bymentadag 1y

ram comparados, enbre s, alvaves da feoie Db de W

kbl 287 % s ¥
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coxon ( Brown & Hollandeyr, 1977 ). Neste teste, trabalha-se

com 0s valores das fregiuencias colocados em ovdem crescente .
ninfas de 39 estadio -~ 9515 11319 14443
ninfas de 59 estadio - 10869 113009 12124 13457

e a cada valor atribui -se-The uma classificacao:

W corresponde a soma das posicoes obtidas

da amostra de ninfas de 50 estadio.

Temos,

onde m @ o numero de nUcleos contados das ninfas de 30 sstadio

e n & o numero de ntcleos das ninfas de 50 estadio.

A hipotese nula | HD} e a de que o  numero
de nucleos das ninfas de 59 estadio sela igual aog das wninfas
de 30 estadio. A hipbtese alternativa é & de que o nimero de
nucleos das ninfas de 59 estadio seja menor que o das ninfas

de 30 estadio.

Como o tamanho estimado do teste @ 0,57 ,
portanto meior de 0,05, ha fortes indicios de que a hipotese
do numero de nlicless das ninfas de 30 cotadio o iqual aoc  das
ninfas de L9 estadio, Jaoew insebos do LU iegtadio submet
dos a um periodo de jejum prolongado, quando comparvados comos

normalmente alimentados, enconblrou-se um decroscime 1o numero

de nucteos ao redor de 407



AT

Com o objetivo de detectar estatisticamen-
te o efeito do Jejum sobre o numero de nicleos dos tahuios do
Malpighi de Twlatoma infestans, foi utilizado o teste da posi

cao de Wilcoxon { Brown & Holtander, 1977 3, Os valores das

fregliencias nucieares sio colocados em ovdem crescente,

insetos em Jejum - 6334 6457 o2y
insetos alimentados - 10869 L3009 12124 13457

a cada valor ¢ atribuida uma classificacaon:

1 i 3

W corresponde a4 soma das posicoes obtidas
da amostra de insetos em dejum.

Temos,

onde m_é o numerce de nucleos contades dos insetos rotineira -
mentse alimentados e i ¢ o numero de nucleos dos insetos subme

tidos a jeium.

A hipotese nule | H) e a de que o runerc
"
de nucleos dos controles (rotineiramente atimentados ) sela

tgual ao dos tratados { jejum ). A hipbtese alternativa {Hg)

e a de que o numero de nucleos dos tratados seia menor wue o
dos controles,

Como o Ltamanho estimado do teste o 0,004
portanto menor que 0,05, aceitamos a hipotese, ao nivel te
significancia de 0,05, de que o numerc de nycleos dos frata -

dos & menor que o dos controles.
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Uos seis insetos a que se forneceuy alimen
to apos um periodo de iejum, dois o vecusaram. Nestes, o nu-

mero total de nucleos se aproximou ao normalmente detectado
nos insetos submetidos a jejum, enquanto o nimero de nicleos
dos especimens que se realimentaram se aproximou ao dos inse-
tos nao submetidos ao jejum { Tabs. TIA & I ). Nestes dois
insetos e em um dos que s¢ yealimentavam, a frequéncia de ni
cleos com varios cromocentros foi alta, houve aparecimento de
niucleos com fendtipo homogéneo e niao foram encontrados nocleos

em degeneragao. Ja na maioria dos insetos que se realimen -

Tas se mostrou presente, ao lado de uma predominancia de nu -

cleos normais com um unico cromocentro ( Tab. I1A ).

Dentre os triatomineos relacionados na Ta
bela I11, verifica~se que a frequéncia nuciear em tubulos de
Malpighi & maior em Dipetalogaasteon maximus, enquanto em Rhodidus

profixus € a menor.

Quanto as fyequencias nucleares obtidas pa

ra as especies T. indestans, T. pscudomacubata e T. brasificn

504, foram elas comparadas por analise de variancia ( Tab.IV).
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TABELA IV - Analise de varidncia calculada para as frequenciss nucleares

d@Tkhwnmz{mwéﬂm¢$f@;M@wkwxw&uneefimaawiwmim

Y Gl M5 g
Espicies 2 8 465 316,9 10,739 > F 4= 9.55
ResTduo 7 788 267,17
Total 9
Deste teste constatou-se que a hipGtese das

medias entre as tres especies de hemipteros serem iguais e rejei
tada ao nivel de 0,01,

Comparando-se as freqgiencias nucleares des
sas tres especies de hemipteros pelo teste de Scheffe { Scheffe,
1958), constata-se que os valores veferentes a Taiafoma paoudoma
cubatfa € que se encontram distantes da média, sendp as frequen -

clas nucleaves de Tudlatoma infestans e Tuniatoma brasifivmsis

muito proximas a media.



RREAS £ VOLUMES NUCLEARES

Os valores obtidos da determinacan de & -
reas e volumes nucleares pava as Lres espécies de hemipteros
estaov  discriminados nas Figuras 37, 38, 390 e 40, sob a forma

de ramo e folhas ( Dachs, 1978 ).

(73]

As Figuras 41 o 42 exibem as relacoes on -
tre as areas e volumes nucleares calculados para as tres espe
cies de hemipteros, Cada diagrama representa 0s valores referen

tes as areas ou volumes nucleares, obtidos segundo um dadn ma

todo. Im cada diagrama, ¢ primeiro trago hovizontal ¢ o 10 cuar

Lil, que determina que 25% dos valores das areas nucleares es
tao Tocalizados abaixo desse ponto. 0 29 trace hovizontal e
a wediana, indica que 507 dos nucleos Lem suas dreas concen

fradas abaixo desse ponto. 0 39 Lyracn ¢ o 70 quavtil, tooald
zando-se abaixo dele, 757 das arveas nucltearves., s pontos re
presentados poy um civeulo varsio wao chamades nontno- sadton

e se tocalizam na regiao dolimitads por wma diforenca inbor
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sap ditos pontos desgarvados, localizando~se na regiao acima ou a-

ba{ixo de uma diferenca interguartilica e meia. s pontos o1

Pl

tos pcorvem com baixa probabilidade, enquanto 05 desgarrados

ocorrem com baixissima probabilidade ( Dachs, 19787,

Os dados estatisticos obtidos da determi-

nacao das areas e volumes nucleares parva Rhodnius probixus

*
Dapetafogasfen maximus e Talatoma infesfans estdo discrimina

dos na Tabela V.

Us valores de area obtidos pelos metodos
de contagem de quadradinhos [ Metodo I ) e medides dos  eixos

( Metodo I ) para as tres especies de hemipteros fovam compa

rados por analise de variancia { Tabelas VI e VII ).

TABELA V1 = Analise de variancia caleulada para as arveas nucleares de Trd
.

Fomt Angeatans, Rhodniws prolixus o Uipetfaloguaten ma xOns

obtidas segundo o método 1.

Y L 55 Mo ¥

2 190,6 1095, 3 20,89 7 F = kb bl

]

Especies
Residuo 147 7 706,9 Y

Total 149 g 897,5

A hipotese das medias Jara a5 (reés espocies
‘ |

de hemipteros serem iquais, e rejeitada ao nivel de 0,071,
Neste Leste constatou-se que F,

apresenta a @menor avoea hucbear, woguida por Lo cnde s lans e D
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mexdimus, havendo uma pequena porcao { cerca de 87 ) dos nl -

i !

cleos destes dois ultimos hemipteros,. cujas dreas sio coinci

dentes,

TABELA VI ~ Analise de variancia calculada para as areas nuclieares de |

»

cafestans, R, prolixus e D, mixipus, obtidas pelo método 1.

FY Gl 55 MS F

Eopecies 2 2 7h9,9 VLN 226 P = N
Restduo 147 8 998,0 61,72

Total tha 17 7h7.,8

A hipotese das medias para as fres espe
cies de hemipteros serem iguais ¢ rejeitada ao nivel de 0,01,

Os resultados deste teste coincidem com &~

queles obtidos pelo metodo I, isto e, R. profixus exibe a wme -

nor area nuclear, seguida de 7. {nfestfans e 0. maxious.
Quanto sos volumes nucieares destas tres
especies de hemiptervos, Ltambem foram eles comparados por aﬁﬁ?i

se¢ de variancia { Tabela VIII)
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TABELA VLY - Analise de variancia caleulada para os volumes nucleares

de T. ingestans, R. pnelixus e U, moximis.

FV &L 55 M5 F

Fspacies 2 55 695 27 848 16,72 .~ F = L6
Restdua thy 24 B2y bEGE

Total 149 300 522

A hipotese das medias serem iquais & rejed
i C 1

tada ao nivel de 0,07,

Tambem quanto ao parametro volume nuclear,
constatou-se a relacao crescente entre os tres hemipteros com-
parados, sendo K. profixus possuidor do menor volume, sequin
do-se T. infestans e 0. wmaximus. Cerca de 147 dos nicleos de

Do maximus e T. (nfestans apresentam o mesmo volume.



DISCUSSA

fs fenotipos nucleares delectados peshe tra
bhalho com métodos de Banda C e veacao de Feulgen nas celulas
dos tubulos de Malpighi de ninfas de 50 estadio de Trniafoma n
festans coincidem com resultados anteriores, obtidos pele me -

todo de teacao de feulgen, om celulas desse insefo em condi -
> 9

coes rotineiras de alimentacao ( Mello, 1977, 1978a }.

0s fendtipos nucleares exibidos pelas celu
Tas dos orgaos de ninfas de 30 estadio desse hemiptero, des -
critos na Viteratura como possuindo apenas um corpo helerocro
matico ( Mello, 1971, 1978a ) apresenfaram nucleos com. um  ou

dois cromocentros, porém com acentuada predominancia dos pri-

meiros, A porcentagem de nuclieos com dois cromocentros o
extremamente baixa [ menocs de 1% ). A deteccan doesse fFanot

po nuclear ja no 39 estadio, embora com frequencia muito bai-
xa, indica que a possivel dissociacao do corpo heterocromati-
co unico em pelo menos dois menoves, deva ocorrer mais cedo do
que no 40 estadio, etapa do desenvolvimento considerada  oomo

a inicial pava tal processo [ Meiio, 1971 .



Por outre lado, as celulas dos tubulos de
Malpighi de ninfas de Tadfaloma Aufesfans gue foram submetidas
a um perindo de jeium, exibiram niclieos com ww, dois ou va -
rios cromocentros, alem de nucleos muito grandes, com cromo -
centro parcialmente descompactado. Com excecao do Ulitimo, os
padroes nuclteares mencionados sao encontrados tambem em nin -
fas de 50 estadio reguiarmente alimentadas{Mello,1971,1978a),

pelo Jjejum, 0s nucleos muito grandes sao sugestivos de te

rem sofrido fusao nuclear, fenomeno ja detectado nesse gry -

po ode dnsetos, quando submetidos a Jejum prolongado(Wigglesworth,

19673 Mello & Raymundo, 1980; HMello, 1983 1. Admite-se que o
fenomeno de fusao nuclear nesses insctos seja muito facilita-
do pelo fato da matoria de suas celulas sevem binucleadas, e
tambem pela baixa taxa de seu metabolismo{Wigglesworth, 1967)

e presenca muito freglente de virus nos seus varios tecidos

(Dotder & Mello, 1978: Mello el al, 1980; Mello & Pudney - in

formacao pessoal V. Alem disso, a fusao de nucleos nesse ma
terial pode ser amplamente confivmada guando se examinou i

freqiencia nuclear nos insectos submeiidos a Jjejum, 0 que sera
discutido mais adiante. Guanbto aos nuclteons com cromocentro
descompactado, tal fenotipo Ja havia sido constatado nesse ma
terial { Mello, 1983 ) e em celulas de dutos de glandulas ma-
marias em processe de carcinogenese { Sandritter et al, 1974),
Fernomeno semelthanie foi observado em hetevocvomaiina de cro
mossomos politenicos de Rhguelhosedana, sob acso de antibiobi-

v

cos, chogue de temperaluva, presenca de virus e micraspuri

deos ou el culturas de glandulas salivares desse ins {
moes et al, 1975; Simoes e Cestavi, 1982; Diaz et ai. 1969 ) .
Tal fenomeno de descompactacao poderia estar associado a colo

it

cacac em atividade, como resposte ao “sivess

i

fisiologicu, de



e

areas cromatinicas capazes de serem transcritas, embora cromo
centros como os de Talatome {nfestans contenham heterocromati
na constitutiva descrita como predominantemente nao codifica-

ra { Mello, 1978h, 1983 ).

Em nintas de 59 estadio de Tadafowe Lnjfes-

Lans, realimentadas apos esse periodo de jeium, encentraran

-se varios tipos de fenbtipos nucleares, Alguns evam carac-
teristicos de ninfas de 59 estadio regularmente alimentadas

{ com um, dois ou varios crowmocentrosty outros, caracteristi-
cos do finseto em Jejum { sem cromocentro e muito grandes). Os
primeiros nao foram afetados pelo jejum prolongade, enquan -

te  nos ocutvros ocorveu, alem de fusao nuclear, tambem descom-
pactacao da heterocromatina do cromocentro. Ew oaltguns no -
cleos a eucvromatina apresentou~se filamentosa, quando normal-
mente enpcontra-se na forma granular. FEsse aspecto filamento-

so da eucromatina pode estar velacionado a fase do ciclo celu

Tar, pois em nucleos poltiploides de hemiptervos tem side des -

crito que a cromating sofre aliteracoes de espivalizacao e
fases consideradas como pertencentes a diferentes etapas da

endomitose { Gleiter, 1938 e 1939 ).

Nucleos com cromocentros entumescidos po-
dem estar tambem relacionados ao fenomeno de descompactacao da

neterocromatina,

Os nucleos que se apresentaram estrelados,

vacuolizados, sew forma definida ou como estruturas compactas

e picnoticas, podem estar relacionades a necrose nuclear £
morte da celula { Mello & Raymunda, 1978 ), Esses mesmos b

pos Toram observades tambem em Lubulos de Malpighi de Taiato-

o (nfesafans em condicecs experimentais guando e submeloramos

insetos o tratamento  com wmelars porados { cabee o omeroueio)



Com relagao as outras especies estudadas

de triatomineos, as células de Rhoduius profixus mostravam nu

cleos sem cromocentro e com cromating fitamentosa, confirman-

do relatos anteriores { Melio & Lima, 1978 ), obtidos em tibu

tos de Malpighi submetidos 3 reagao de Feulgen. Em alguns ny

cieos detectou-se, pelos metodos de Banda € e reacao de Feul-
gen, uma regiao central clava. fal regiao deve corresponder

ac sitio nucleolar, uma vez que, frente a tais metodoelogias es

pecificas para DNA, essa avea apresentou-se em imagem negati-
Wik

En o ninfas de 59 estadio de Dipetafogasten
maxons, detectou-se, nos nucleos das oolulas dos thbulos de
Malpighi, cucromatina com aspecto granular 2 a presenca de um

pequena cromocentro,

Nos tubulos de Malpighi de ninfas de 50 es

tadic de Pawratronguylus flonandius, Trialom pacudomiculaia &

Tadatom brasilicnsis, alguns espécimens exibiram nbcleos com

um pegueno cromoceniro, enguanto oultvros mostraram total aucen

cia do corpa hetergcromatico. 0 mesmo fenomeno foi observa-

do em Panstrongufus meglstus (Melle, 19795 Mello et al, 984,

Randi et al, 1984 ). Ha indicagoes de que, pelo wmenos noesta

espacie, 0 cromocontro presante nos nucteos dos tubules de Mal
, f

AT

piaghi vepresente o cromossomo v heterocromatico, ocorrendo,por
tanto, apenas em machos { Randi et al, T984) ., Dessas ohserva
coes se conclui que a presenca de crowmocentro mais ou Menos e

senvolvido, ou mesmo sua auscencia, ndo apresenta nenhuma cop-

relagao dirveta com a posicdo que as especies estudadas ocupanm

na respectiva arvore filogenética. Im algumas especies, & pre

senca do cromocoentro podera estar Tigada o helerocramatizacoo do¥ |



Mas, pelomenos e Maialoma fnfesians, o cromocentro & Formado prin

cipalmente pelos grandes autossomos A, B e €, hetervcromaticos,

que participariam de um wecanismo de isolamento reprodutive da

especie { Schreiber & Pellegrina, 1950 I

0s dados quantitativos de freqﬁ%ﬁﬁéagfumiai
res demonstravram predominancia acentuada de nicleos com um
cromocentro, seja no 39 como no LY estadios de desenvoivimento
de Triatoma Ainfestans, sobre aqueles com dois cromocentros, [
interessante mencionar que, pelo menos parva 5¢ estadio nin -
fal, ha dados e observacles de que a ocorrencia de nucleos conm
mais de um cromocentro seja sensivelmente maior do que o vepi-
ficada neste trabatho { Mello, 1977, Rubrusly, 1984 ). as  vye-
zes dentro de uma wesma populacao de insetos, o que pode suge-
rir ate um certo "poelimorfisme  enm fenotipos nucleares® para

esta especie.

Ja foi demonstrado, por analises citofmtmm§
tricas, que nos nucleos dos tubuylos de Ma?pighi de Tadiafoma in
festans ocorre um processo de poliploidizacac ao longo do de -
senvolvimento { Mello, 1971, 1975, 1978a, ¢ ). Esse poliplod
dia poderia ser atingida poy endowmitoses { Mello, 1675 Joou poy
fusao nuclear, pois sabe-se quo en hemipteros sugadores de san
gue pode ocorrer fusao de ntcleos sowmaticos, quando os insofos
permanecem por algum Ltempo em jejum { Mello & Reymundo, 1980,

OU por ambos.

0 teste de Wilcoxon revelou nao haver alie-

ragao no numero de nicleos dos tibulos de Molpighi de ninfas de

¥ 3
Dicafoma fnfestans de 30 estadio, quando comparado com o nime -
ro de nucleos presentes em ninfas de 50 esltadio reqyltarmente
alimentadas, Consequentenente, o aunenlo da polipnloidia de -

tectado nesses insetos, ao Tongn do descenvolvimenlo normal, nano



seria resuitante de fusoes nucleares, mas sim de endomitose

Tsso foi tambem demonstivade em

tubulos de Malpighi de Pawns -

Trongylus wegisius { Mello, 1978¢ |

Quando se comparcu o numero de nucleos dos

tubulos de Malpighi de ninfas de Triatfoma indesians de L9 ege
tadio regularmente alimentadas ¢ o de ninfas submetidas a je-
Jum prolongado, encontrou-se um decrBscime no nimero de ni -
cieos dos insetos em Jejum, da ordem de 407. Tambeém o teste

de Wilcoxon comprovou estatisticamente o decrescimo no numero
de nucleos., Esses resultados sio significativos de que o je-
Jum induz a fusao nucicar nesses insetos, levando a um aumern-
to no grau de ploidia obtido anteriormente por endomitose (Mel

T & Raymundo, 1980 ). 0 fenomeno de fusao nuclear fol tam-
bem ebservado em outras especies de hemipteros sujeitos a Jje-
Jum { Wigglesworth, 1967, Mello & Raymundo, T978,1980%, o que
sugere ser um processo de ocorvencia geral entre os hemipteros
sugadores de sangue.

Dentre os insetos realimentados apos jejum
protongado, dois deles vecusaram alimento, e noesses, o numero
de nuclteos presentes em seus 0rgaos, aproximou-se daguelie on-

contrado nos insetos mantidos en Jedjum.  Nos insetos oue aced

taram a realimentacao, a fregiéncia nuclear esteyve proxima a-
queia encontrada nos insetos regutarmente alimentades. Pode-cop
especular que, neste caso, o estado fisiologico desses insetos permitiu sua
reatimentacao numa tenbatliva do recuperayr sey metabolisme nor -
mal. No entanto, dove-s¢ mene ionar gque nestos tnselos grande
parte de seus nucleos encontrava-se oam processo de degeneracao, o
que talvez dificultasse o retorno as condicoes metabplicas noy
mais. Por outro lado, nos insetos com fusio nuclear e que re
cusavam aliwmentacio, suas condicoes fisiologicas gerais pode-

riam estar drastica e drreversivelmentoe allevadan. Eoaan i



ferencas individuais de resposta ao “stress” fisioldgice, no
caso dedum, enconbtram apoio em resultados de diferentes res

postas individuais a acao toxica por metais pesados (Kubrusly,

Hos outros triatomineos estudados, a fre -
quencia nuclear encontrada nos tUbulos de Malpighi colocou-se
na sequinte ordem: maior em UDipetfalogasien waximusd, sogui

da por Pansdtrongylus Lignandius, Tandatom brasifionsis, Triato

ma pseudovrewlate e Rhodnius prolixws. Atem disso, os die

gramas esquematicos de areas e volumes nucleares e repectivos
testes estatisticos deferminados para Uipetalogasrfen maxinus,

Triatoma Anfesians e Rhodnius proefixus, rvevelarvam gque Rhodnius
profixus  possui os menores volumes e areas nucleares, segui-
do por Trnlatoma Anfestans e Dipetalogasfen maxdmus, Ha ume
relagao direta entre a frequéncia nuclear e o tamanho desses

insetos, Assim Dipetalogasten waximus com maior frequencia
nuclear, & o maior em tamanho e Rhodnius profixuws, com mence
frequencia, & o menor, Ds resultados obtidos quanto as fre
quencias, areas e volumes nucleares nao mostraram correspon -
dencia dessas espdcies com suas respectivas posicles na arvo-
re filogenetica de Usinger { Rhodnius ocupa a posicac mais

baixa, enquanto Trdafeme a mais elevada ). Nao existe tam
bem correlagas com o numero de cromossomos dessas espécies(U-
eshima, 1966 }, nem com a compaclagao das areas cromatinicas

em cromocentros.,



d

CONCLUSOES

mos conciuir que:

- A poiiploidia previamente reiatada, com
base em metodos citofotométricos, nos tubulos de Malpighi de
ninfas de Tadlatoma infestans regularmente alimentadas o resyl

tante de endomitoses, uma ver gue a frequencia nucliear nio so

reduz com o desenvolvimento,

= U Jejum prolongado induz a fusao nuclear
em celulas dos tubulas de Malpighi de ninfas de Tniatoma in -
festans { mesmo naquelas em que o grau de ploidia Stimo havia

sido ja atingido, ou seja, no 59 estadioc ninfal |

A fregifencia nuclear determinada para o
0rqaos de tres diferentes géneros de tLriatominens assim  comp
o valor das areas e volumes nuclearcs desses hemipteros, es
tao diretamente correlacionados com o tamanho médio dos inge-
tos de cada especie e nao com a posicdo dos geéneros na Arvore
fitogenetica de Usinger. ou com 0s numeros de cromossonos res

pectivos.



- Das especies analisadas, apenas Talafoma

ingestans exibiv mais de um fenotipo nuclear para um mesmo in

* -

dividuo, As freglencias desses fenotipos parecem variar em
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- Em oatgumas especies ( Panstrongyglus Lig-
naraus, Tatatoma pseadomaculata e Tundlalowe bratifiensis )‘ ha
indicagors de que a variacac em fenotipo, em termos de presen
Ca ou ausencia de cromocentro, mostra-se ligada ao sexo dos

especimens, ou seja, a presenca do cromossomo Y acarretaria a

existencia de um pequeno cromocentro por nucleo.



Com base na determinacac do numero de nu
cleos dos tubulos de Malpighi de ninfas do 39 e 50 estadios de
Traiatoma dnfestans, corados com orceina lacto-acetica, demons
trou-se que a poliploidia previamente vrelatada para osses nu-
cleos @ resuliante de endowiloses. b pobiploidia ¢ certa

mente aumentada nos nucleos de insetos sudeitos a jejum pro -

lTongado, devido a ocorvencia de fusoes nucleares.

Com metodos de Banda C, vescao de Feulgen
e coloracao com orceina lacto-acetica, foram determinados o3
fendtipos e fregencias nucleares em tiubulos de Maloighi de

ninfas de 5% estadio de seis generos diferentes de triatomi -

neos ., Estes dados possibilitaram determinar gue a freguen -
cia nucltear, areas e volumes nucleares dos tubulos de Taiafo-
ma tnfestans, Uipelafogesien maximus e Rhodaius prolixus, es-
tao diretomente covrelacionados com o tamanho medio dos inse-

tos e nao com a posicao dos generos na arvore filogenetica ou

com o numero de cromossomos rospectives.
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Mais de um fenotipo nuclear, com fr@q@éﬁ
cia variando em funcao do metabolismo do inseto foram detecta-
dos somente em Tadatoma {nfestans., Em Panstrongylus Lignandus,
Taiator pseudomacufata e Trniatoma brasificnsis, o achado de
um pegueno cromocentro cavacterizando um dos fenotipos nuclea-

res das especies se deve possivelmente A presenga do cromosso-

me Y hetevocromatico.



ABSTRACT

Based on nuclear frequency in the Malpighian

P LJrd ot : g : ,
tubes of 37 % and 57~ instar nymphal of Traiatoma fnfcstans stained

with Tacto-acetic orcein, it has been demonstrated that in this
system polyploidy arises by endomitosis. The polyploidy Tevel
15 certainly dncreased in the nuclei of specimens subjiected
to a long starvation period, due to nuclear fusions,

After o - banding method, Feulgen reaction

frequencies were deteormined in the Madpiahian tubes of b

instar nymphal of six difforent friatomid geners . The

atlowed us to conclude Lhat Lhe nuciear freguency, and the nu

A A .
Pipetalog

ciear areas and valumes of Toiaqtom tnfestana,

pt xom s and  Rhodwdous profixus tubes are divectly related to
the average size of the insects and pot to Lheir chromosome
aumber or their velative pesition in Usinger's phylogenet e
keay,

Ontd Vv olncatome cufosinms oubibif o wmne e

Lhaon one nyc foar UE%(?%"&Ufypv Wil o f;"ewgif(‘!;» YOV R e,



of the dnsect metabholism.

the Tinding of a  small chromocenter
characterizing one of the nuclear phenotypes in Pansthongylus
Lignaninsg, Trlatom pieudomacul aila and  Trafatome brazificn-
445 ds very Teasibly due to presence of a heterochromatic V¥

chromosame,
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