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RESUMO &

RESUMO

Muscina stabulans ¢ Haematobia irritans sio dipteros considerados excecoes
dentro da familia Muscidae por apresentar um conjunto hapléide com cinco pares de
cromossomos, enquanto a regra nesta familia é 2n=12, sendo um par sexual. Em
nosso estudo tivemos como objetivos a descri¢ao do caridtipo de M. stabulans ¢ o
reestudo do caridtipo de H. irritans, a localizacgio fisica de NORs e de regides de
heterocromatina constitutiva em cromossomos mitéticos e meiéticos nas duas
espécies. Foi também estudado o comportamento do nucléolo em nicleos
interfisicos de diferentes tecidos. O caridtipo de M. stabulans foi caracterizado a
partir do resultado de medidas feitas em cromossomos de ginglio cerebral de larvas
em estdgio L3. Os pares I, II, Il ¢ V sao metacéntricos e o par IV, submetacéntrico.
Foram observadas duas constricdes secundérias no brago longo do cromossomo 1 e
uma no brago curto do cromossomo II. As caracteristicas cariotipicas de H. irritans
foram obtidas de metafases provenientes de células de ginglio cerebral de larvas L3.
Os pares I, II € V sdo metacéntricos e os demais, submetacéntricos. Para o estudo
das regioes organizadoras nucleolares foi utilizada a técnica de impregnacao pelo
ion prata para marcagio de NORs. Obteve-se como resultado, quase sempre, uma
grande inespecificidade do método para cromossomos mitéticos de ambas as
espécies, pois foram observadas marcacdes centroméricas, teloméricas e algumas
vezes, intercalares. J4 para cromossomos meiéticos, o método mostrou-se mais
especifico sendo possivel a deteccio de uma nitida marcagio intercalar no
cromossomo II de H. irritans. Através do método de bandamento C foi possivel
localizar as regides de heterocromatina constitutiva. Nos preparados de génglio

cerebral de M. stabulans foram observadas marcagOes centroméricas em todos os

iv
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cromossomos ¢ uma forte marcacdo no brago curto do cromossomo II, que parece
estar relacionada com a regido de constricio secundiria. Nos cromossomos de H.
irritans nao foi possivel observar marcagdes centroméricas; apenas foi detectada
uma marcacao intercalar no par II. Foram observados nicleos interfisicos com um
ou dois nucléolos em células de ginglio cerebral, testiculo e de tecido embriondrio.
Os nucléolos de nicleos interfasicos de testiculos de M. stabulans sio miltiplos ou
anicos, podendo ser resultado de fragmentacdo ou associacio ao longo do
desenvolvimento celular. Todos os resultados foram discutidos com os existentes na
literatura para dipteros e outros insetos. A andlise do padrio de banda C e de NORs
nos cromossomos mitéticos e meidticos das duas espécies estudadas, ao lado do
nimero e morfologia cromossdmicos contribuem com dados para os estudos
citotaxonOmicos do grupo e para o entendimento da diminuicio do nimero de

cromossomos de 12 para 10 em certas espécies.
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ABSTRACT

The flies Muscina stabulans and Haematobia irritans are exceptions among
Muscidae since both present one less pair of chromosomes and thus do not
follow the rule 2n=12. The objectives of this study were:describing the karyotype
of M. stabulans, re-analyzing the karyotype of H. irritans and locating NORs and
constitutive heterochromatic regions in mitotic and meiotic chromosomes of both
species. The nucleolus was also examined by comparing its number and
morphology in different tissues. To characterize the M. stabulans karyotype,
chromosomes from L3 larval brain preparations were measured. Pairs L I, il e V
are metacentric and pair IV is submetacentric. The long arm of chromosome I
presents two secundary constrictions and the short arm of chromosome 11
presents one constriction. The description of the karyotype of H. irritans was
performed using the same methods. Chromosomes I, Il and V are metacentric and
the other two are submetacentric. The nucleolar organizer regions were studied
through silver staining. As a result, the method has very often shown to be
unspecific for mitotic chromosomes in both species, since detection of
centromeric, telomeric and sometimes intersticial was possible. As for meiotic
chromosomes, the method was more specific, allowing clear detection of one
dense black dot in chromosome III of H. irritans. C-banding allowed the
identification of constitutive heterochromatin regions. In M. stabulans brain
preparations the centromeric regions of all chromosomes and one region of the
short arm of the chromosome II, which seems to be related to the secundary
constriction, were all C-band positive. In H. irritans chromosomes, however,
centromeric regions could not be distinguished as C-band positive. Only one
intercalary band was seen in pair ILI. Cells possessing one or two nucleoli were
observed in testes, brain and embryonic tissues. Nucleoli in testes of M.

stabulans are seen either as multiple or single units, which could be the results of
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either fission or aggregation throughout the development of these cells. The
results obtained were compared to those available for Diptera and other insects.
The C-band and NOR patterns obtained for both mitotic and meiotic
chromosomes of the two flies as well as the number and morphology of their
chromosomes contribute to the cytotaxonomic studies of Muscidae and add up to
data that can help to understand the reduction of chromosomes from 12 to 10 in

certain species.
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1. NUCLEOLO E REGIAO ORGANIZADORA DO NUCLEOLO

1.1. Estrutura, composicio e funcio

R egides organizadoras nucleolares (NORs) sio sitios cromossomais

de genes que codificam RNAs ribossomais, os quais sio sintetizados e

processados em pré-ribossomos no nucléolo, e que posteriormente tornam-se parte

do ribossomo maduro no citoplasma. Nos dltimos anos, extensivos estudos foram

realizados a respeito da estrutura ¢ funcao dos organizadores nucleolares, bem como

sobre o nucléolo (SMETANA & BUSCH, 1974; GHOSH, 1976;

SCHWARZACHER & WACHTLER, 1983; SUMNER, 1990; Revisio
SCHWARZACHER & WACHTLER, 1993).

Os nucl€olos sio, portanto, os sitios de biogénese de ribossomos, fornecendo a
rede estrutural na qual sio controlados a sintese, o processamento e o transporte de
moléculas precursoras do rRNA (pré-rRNA), assim como sua associagio com
proteinas ribossomais. Assim, o nucléolo pode ser considerado como sendo um local
onde ocorre uma associagio de eventos transcricionais e pés-transcricionais,
promovendo a ordem especifica requerida para coordenar as interagdes dos
miiltiplos componentes envolvidos na produgio dos ribossomos (Revisio FISCHER
etal.,1991).

O nucléolo consiste de componentes estruturais distinguiveis pelas diferencas
nas propriedades de coloragio e caracteristicas estruturais. Desta forma, pode-se
observar trés elementos nucleolares: o centro fibrilar, o componente fibrilar denso,
que usualmente circunda o primeiro e o componente granular. Juntos estes
elementos constituem o nucléolo em células metabolicamente ativas (GOESSENS,

1984).
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Muitos estudos tém sido realizados com o intuito de definir a localizacio exata
dos genes de TRNA transcricionalmente ativos no nucléolo. A utilizacio de diversos
métodos, como microscopia eletrOnica, autorradiografia, hibridizagio "in situ"
(THIRY & GOESSENS, 1992) e outros nao isotopicos (DUNDR & RASKA, 1993),
tém fornecido resultados contraditérios. Contudo, existem considerdveis evidéncias
de que os genes de rRNA estdo presentes nos centros fibrilares e em alguns
conjuntos de cromatina condensada nos nucléolos de mamiferos (THIRY &
GOESSENS, 1992).

Alguns autores tém afirmado, com base em experimentos realizados com
diferentes tipos celulares, que o TDNA nunca é encontrado no componente fibrilar
denso € esta restrito exclusivamente ao centro fibrilar, sendo, neste caso, encontrado
apenas na periferia (THIRY & THIRY-BLAISE, 1989; 1991; THIRY et al., 1991;
PUVION-DUTILLEUL et al.,, 1991). No entanto, SCHWARZACHER e
WACHTLER (1993) demonstraram que parte dos sinais observados por hibridizacio
in situ podem estar localizados também em estruturas nucleolares que correspondem
ao componente fibrilar denso. Entretanto, THIRY ¢ GOESSENS (1992) consideram
que se TDNA € encontrado, através de sinais de hibridizag¢io in situ, fora do centro
fibrilar, entdo deve pertencer a cromatina condensada que estd penetrando no
nucléolo, que pode ser confundida com regides do componente fibrilar denso.

A transcri¢io e o processamento do rRNA, a associagio e o transporte de
particulas pré-ribossomais sio eventos mediados por proteinas mnucleolares
especificas. Dentre elas estio a RNA polimerase, a topoisomerase, a fibrilarina, a
nucleolina, a ribogranulina, a B23 e as proteinas Ag-NOR. As proteinas fibrilarina e

nucleolina podem ser encontradas nao somente em conecgio com o rDNA transcrito,
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mas també€m com o ndo transcrito, ou mesmo separado das NORs (Revisio
SCHWARZACHER & WACHTLER, 1993).

Muitas das proteinas mais abundantes de uma célula diferenciada, tais como
hemoglobina nas células vermelhas do sangue e mioglobina em células musculares,
sdo sintetizadas a partir de genes que estio presentes em cdpia dnica no genoma
hapléide. Estas proteinas sio abundantes porque cada uma das muitas moléculas de
mRNA transcritos por um gene, podem ser traduzidas em mais que 10 moléculas de
proteinas por minuto. Isto normalmente produzird mais que 10.000 moléculas de
proteinas por molécula de mRNA em cada geracio celular (ALBERTS er al., 1994).
Este tipo de amplifica¢do nio € utilizado para a sintese dos RNAs componentes dos
ribossomos, visto que tais moléculas serio o produto final do gene. Células de
eucariotos superiores em crescimento sintetizam 10 milhdes de copias de cada tipo
de molécula de RNA ribossomal, em cada geragéo celular, a fim de construir seus 10
milhoes de ribossomos. Essa quantidade adequada de tRNA pode ser produzida
porque suas c€lulas contém miltiplas copias de genes que codificam os rRNAs,
constituindo assim uma familia multigénica (ALBERTS et al., 1994).

Células humanas contém aproximadamente 200 cépias de genes de tfRNA por
genoma haploide, que se distribuem em pequenos grupos por 5 cromossomos
diferentes, enquanto células de Xenopus, por exemplo, contém aproximadamente
600 copias de genes rRNA por genoma hapléide em um dnico grupo em um tinico
cromossomo. Cada uma dessas regides organizadoras corresponde a um grupo de
genes de TRNA que sao repetidos "in tandem".

Nestas multiplas copias de TRINA repetidas, cada gene (8 a 13 mil pares de
nucleotideos, dependendo do organismo) é separado do préximo por uma regiao niao

transcrita (NTS- "non transcribed spacer” ou mais recentemente denominado IGS-
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"intergenic spacer"), anteriormente denominada de DNA espagador , que pode variar
em comprimento ¢ conter elementos que regulam a transcricio de tais genes
(REEDER, 1989; ALBERTS et al., 1994). As regides que sio transcritas e que
contém as sequéncias que codificam os rRNAs 5,8S, 18S ¢ 28S também contém
espacadores que sdo descritos como internos (ITS- "Internal transcribed spacer") ou
- externos (ETS- "external transcribed spacer") dependendo de sua posicao (Fig. 1). A
estrutura do tDNA de Drosophila melanogaster representada na Figura 1, mostra
uma extensao de espagadores transcritos externos (ETS) precedendo a sequéncia que
codifica 0 rRNA 18S, seguido pela regido transcrita interna (ITS), que contém as
sequéncias que codificam o rRNA 5.,8S, ¢ em seguida, a sequéncia que codifica o
rRNA 28S. Este dltimo RNA, em algumas espécies de insetos, consiste de dois
fragmentos de tamanho semelhantes, que sio mantidos unidos por pontes de
hidrogénio. A "quebra” do RNA 28S deve-se ao fato de que o DNA que codifica
este RNA € interrompido por uma curta sequéncia de aproximadamente 140pb que é
removida do RNA 28S transcrito final. O espagador nio transcrito separa a
sequéncia que codifica o0 RNA 28S de um gene de rRNA da sequéncia do gene de
rRNA 18S adjacente (CAVE, 1982).

9 10 1w

Figura 1- Mapa das unidades que se repetem dos genes rRNA de
Drosophila melanogaster LONG & DAWID, 1980).
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As sequéncias que codificamm o RNA 28S de algumas espécies de insetos
podem ser interrompidas por sequéncias que ndo sio representadas no RNA
transcrito final. Estas sequéncias denominadas introns (IVS) sdo provavelmente
transcritas, mas removidas do produto final (FEDEROFF, 1979).

O tamanho das regioes transcritas varia entre espécies, no que diz respeito aos
espacadores (LONG & DAWID, 1980). Os NTS também variam consideravelmente
em tamanho entre diferentes organismos e até no mesmo aniinal (MILLER, 1981). A
transcricao do tDNA € mediada pela RNA polimerase I, diferente da maioria dos
outros | genes que utilizam a RNA polimerase II para a transcricio
(SOMMERVILLE, 1986). Outra caracteristica interessante do rDNA é que este é
frequentemente rico em bases G+C (ATTARDI & AMALDI, 1970).

Evidéncias para uma associacio entre nucléolo e segmentos especificos de
cromossomos foram obtidas hd mais de 50 anos, tendo sido estabelecida por HEITZ
(1931) que, trabalhando com Vicia sp, denominou as constri¢des secunddrias, onde o
nucléolo estava associado, de regides organizadoras do nucléolo ou zonas SAT
(Apud GOSALVEZ et al., 1985). Na teldfase, os nucléolos sao formados em sitios
especificos que aparecem em muitos organismos como constrigdes n10s Cromossomos
(GHOSH, 1976; STAHL, 1982; SCHWARZACHER & WACHTLER, 1983;
GOESSENS, 1984). Embora atualmente se saiba que nucléolos estdo associados
com a mesma regiado cromossomal, somente apés varios anos de estudo se obteve a
prova conclusiva, através da técnica de hibridizacio in situ, de que estas constrigoes
geralmente eram sitios de genes ribossomais (HENDERSON et al., 1972; HSU et
al., 1975).

Contudo, ha evidéncias de que nem todos os sitios de tDNA coincidem com

constrigoes € que em alguns casos a NOR contém muita cromatina condensada.
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Algumas  constricdes secunddrias consistem de heterocromatina inativa
(GOESSENS, 1984).

Uma c€lula dipléide humana contém dez NORs, dessa forma era de se esperar
encontrar dez nucléolos. Porém, mesmo em células humanas de rapida variagio
morfologica e funcional, o nimero de nucléolos € menor. Existem duas explicagoes
para esta observagio: nem todas as NORs sio ativas ou mais que uma NOR tem
parte na formagio de um nucléolo (GOESSENS, 1984).

Foi demonstrado através do método de hibridizagio in situ que em células
ativas, todas as NORs participam da formacio do nucléolo. Algumas observagoes
claramente indicam que quando células sio ativadas, NORs sio também ativadas,
mesmo que previamente inativas. Tem sido sugerido também que toda NOR, ou
grupos de genes que se repetem sdo ligados ou desligados em bloco, um fato que é
considerado quando mecanismos de ativacio ou inativacio de genes de rRNA sio
estudados. Além disso, foi demostrado que NORs podem se movimentar no nicleo,
dependendo da demanda para a biogénese de ribossomos, porém nada parece ser

conhecido sobre o mecanismo de tais movimentos cromossomicos (Revisio

SCHWARZACHER & WACHTLER, 1993).

1.2. METODOS PARA COLORACAO SELETIVA DE NORs

1.2.1. No niicleo interfasico
Ao nivel citoldégico, o método de impregnagio pela prata tem sido usado para
marcacio de nucléolos e NORs. Porém, hd muitos anos existem controvérsias sobre

o significado bioldgico desta marcagdo (JIMENEZ et al., 1988).
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A colorabilidade do nucléolo por sais de prata ¢ hd muito tempo conhecida.
Descri¢cOes detalhadas da estrutura fina do nucléolo a microscopia Optica, apos
impregnacio por prata foram publicadas em 1899 por RUZICKA, depois por
CAJAL (1910), por ESTABLE e¢ SOTELO (1950) e por muitos outros autores
(Revisao GOESSENS, 1984). Estudos com microscopia eletronica revelaram que
tanto componentes fibrilares como componentes densos fibrilares sao responsaveis
pela colorabilidade da prata em wvariados graus (BOURGEOUIS et al., 1979;
ELLINGER & WACHTLER, 1980; HERNANDEZ-VERDUM et al., 1980;
GOESSENS & LEPOINT, 1982). Testes histoquimicos precedidos por tratamentos
com DNAse, RNAse e proteases, assim como analises quimicas, indicaram que o
material prata positivo do nucléolo consiste de proteinas acidicas
(SCHWARZACHER et al., 1978; BUSCH er al, 1982). A localizacdo destas
proteinas nucleolares especificas €, contudo, dificultada pelo fato de que sais de
prata marcam aparentemente mais do que um tipo de proteina. Além disso, a
marcagdo pela prata nem sempre € congruente com a localizagdio de proteinas
especificas por métodos imunocitoquimicos.

Em resumo, dentre as proteinas prata-positiva ou proteinas Ag-NOR
provavelmente estdo incluidos muitos fatores necessarios para transcricdo do tDNA,
e presumivelmente também para o processamento inicial do TRNA. A presenga
destas proteinas nas proximidades de NORs com baixa ou nenhuma atividade pode
ser interpretada no sentido que sio guardadas em estoque em um determinado local
para alguma ativagio imediata da transcricio do tRNA e biogénese ribossomal
(Revisio SCHWARZACHER & WACHTLER, 1993).

Correlagdo entre a marcagdo pela prata e um estado transcricionalmente ativo

dos genes ribossomais tem sido geralmente admitida e sustentada por muitas
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investigagdes. Muitos autores, contudo, refutam esta interpretacio, baseando-se em
estudos bioquimicos de inibigdo da sintese do IRNA (RAMAN & SPERLING, 1981;
GOESSENS & LEPOINT, 1982; MEDINA et al., 1983; SANCHES-PINA et al.,
1984) ou pela demonstracio de que nao ha sintese de rRNA em NORs metafisicas
que, apesar disso, mantém sua colorabilidade pela prata (HSU er al.,1965; FAN &
PENMAN, 1971; GOESSENS & LEPOINT, 1979; FAKAN & PUVION, 1980;
MIRRE & STHAL, 1981; RISUENO et al., 1982).

Embora NORs sejam atualmente definidas principalmente por suas sequéncias
de bases de DNA, nenhuma técnica de coloragio da NOR € baseada nas

propriedades do tDNA.

1.2.2. No cromossomo metafasico

O primeiro dos virios métodos citoquimicos propostos para detectar
especificamente NORs em cromossomos metafdsicos foi o bandamento N (MATSUI
& SASAKI, 1973), que envolve a extracio de dcidos nucléicos e histonas, seguida
por coloragio com Giemsa.

Dois anos depois foi descoberto que as NORs poderiam ser impregnadas
especificamente por prata. HOWELL e colaboradores (1975) desenvolveram um
método conhecido como As-sat (prata amoniacal-satélite), que envolve vérias etapas:
fixacio do cromossomo em formalina, tratamento com prata amoniacal ¢ com
hidréxido de sddio e entdo, finalmente, deteccio com uma mistura de formalina e

prata amoniacal. No mesmo ano GOODPASTURE ¢ BLOOM (1975) publicaram o



INTRODUCAO ®&

método Ag-As, introduzindo algumas modificagoes ao método de HOWELL e
colaboradores (1975)

Em 1976, HOWELL e colaboradores publicaram uma variante do método Ag-
As, onde mostravam que a coloragao da NOR podia ser obtida pela incubagio do
material em uma solu¢io de nitrato de prata a 50%, sem qualquer tratamento
subsequente.

WANG ¢ JUURLINK (1979) encontraram que um corante para proteina,
"coomassie brilliamt blue", podia ser usado para marcar NORs. O método foi aceito
na época por ser simples, relativamente rapido e nio requerer pré-tratamento das
preparagoes.

Uma alternativa para a detecg@o da NOR foi proposta por OLERT (1979) que
misturou uma solu¢io de nitrato de prata 50% com 4cido férmico diluido. Este
procedimento foi modificado por HOWELL e¢ BLACK (1980), que adicionaram o
dcido férmico a solugio de gelatina diluida, obtendo uma solugdo coloidal, que
entdo foi misturada com o nitrato de prata imediatamente antes do uso. Este método
tem sido o mais utilizado para animais e plantas, embora alguns pré-tratamentos
tenham sido propostos com a intencdo de melhorar a especificidade da impregnagio
e eliminar os depositos de prata nao especificos. Dentre estes ja foi proposta a
utilizacdo de cianeto de potassio (THIEBAUT et al., 1984) e a incubagdo em 2xSSC
a 60°C (GOSALVEZ et al., 1985), obtendo-se, em ambos os casos, resultados mais
satisfatorios.

Além dos métodos de prata, t&€m sido também utilizados alguns fluorocromos.
SCHWEIZER (1976) demonstrou que as NORs de certos cromossomos de plantas
podiam ser seletivamente demonstradas com o uso dos antibiéticos cromomicina ou

mitramicina fluorescentes, os quais sdo especificos para regides ricas em C+G.
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Desde entao, este método tem sido amplamente utilizado para evidenciar NORs em
muitos organismos. A desvantagem de tais métodos é que nio distinguem as NORs
de outros segmentos cromossdmicos também ricos em G+C, tais como certos blocos
de heterocromatina (SUMNER, 1990).

Finalmente, técnicas moleculares como hibridizagio in situ e "western blot"
tém sido também utilizadas para localizagdio mais precisa de NORs. Contudo,
estudos futuros sdo necessirios para o entendimento molecular do rDNA e as
relagdes entre proteinas Ag-NOR e cromatina (HERNANDEZ-VERDUM et al.,
1993).

2. HETEROCROMATINA

O termo heterocromatina foi introduzido no vocabuldrio genético por HEITZ
em 1928 para descrever segmentos cromossomicos ou , em alguns casos,
Cromossomos inteiros, que permanecem no estado condensado durante a interfase do
ciclo celular mitético. A andlise cuidadosa dos cromossomos durante sucessivas
divisbes demonstrou que as estruturas que formavam os cromocentros na interfase
eram regioes especificas dos cromossomos que nao se descondensavam na teléfase
mitética (Revisdo: JOHN, 1988).

A definigdo proposta por HEITZ foi entdo puramente morfoldgica, ou seja,
heterocromatina foi descrita como sendo regides que retinham uma estrutura
compacta e heteropicnética durante todo o ciclo celular. Estava implicito na
definicdo originalmente proposta que toda cromatina intermittica condensada

pertencia a2 uma unica classe, o que hoje se sabe estar incorreto. Em termos gerais, a
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organizacdo cromatinica pode existir durante a interfase em duas conformagdes
distintas: difusa ou condensada. Essa diferenca reflete os diferentes modos de
condensacdo, resultantes da interagcdo do DNA com proteinas cromossomais ou
outras proteinas (WEITH, 1985).

Foi considerado que, semelhante a cromatina mitética, a heterocromatina é
transcricionalmente inativa. Através de estudos autorradiograficos foi possivel obter
evidéncias convincentes de que a sintese de RNA acontece somente no estado difuso
ou disperso, enquanto a cromatina condensada € transcricionalmente inativa (RIS &
KORENBERG, 1979). Uma regido cromossomica pode estar inativa ou porque esti
num estado reprimido, onde o DNA estd temporaria e reversivelmente inativado, ou
porque pode ser composta de DNA nio codificador e assim ser permanentemente
incapaz de transcrever (Revisio: JOHN, 1988).

A partir destes resultados relativos as diferentes formas de inatividade, foi
revelada a ocorréncia de dois tipos de heterocromatina. Aquela localizada em
posigdes idénticas de cromossomos homdlogos, em todas as células como uma
entidade permanente, é considerada como sendo do tipo constitutivo, enquanto que
aquela que apresenta varios estados de condensagio em diferentes tipos celulares ou
em diferentes estigios de desenvolvimento é considerada do tipo facultative

(Revisio MELLO, 1978; BABU & VERMA, 1987)

2.1. Heterocromatina constitutiva

Este tipo foi o que HEITZ originalmente observou e denominou

heterocromatina. Difere da eucromatina, sendo composta predominantemente por
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DNA altamente repetitivo, estando num estado permanentemente inativo, e
representando um tipo estrutural distinto de cromatina. A principio, se discutia a
idéia de que a heterocromatina diferia da eucromatina em seu comportamento, mas
que seriam semelhantes na estrutura fundamental (DYER, 1963; BROWN, 1966).
Hoje sabe-se que a heterocromatina € composta por sequéncias de DNA com
caracteristicas bastante distintas (Revisido: JOHN, 1988).

A heterocromatina constitutiva € considerada como sendo uma entidade
permanente de um dado cromossomo e tem sido motivo de muitos estudos por
"conter DINA que nunca € transcrito em qualquer célula". Contudo, evidéncias para
este assunto, pelo menos em mamiferos, tém sido baseadas somente em observacdes
indiretas, ou seja, no efeito quase neutro de diferentes blocos de heterocromatina
constitutiva sobre o fendtipo, no seu conteudo de DNA altamente repetitivo que
aparentemente perde as sequéncias que codificam proteinas, e na variagdio dos
blocos ¢ mesma composicio molecular entre e dentro de espécies (JOHN &
MIKLOS, 1979).

Com o avango das técnicas bioquimicas e de autorradiografia ficou
demonstrado que realmente a heterocromatina constitutiva é um tipo especial que em
geral, apresenta em sua composicio DNA altamente repetitivo, conhecido como
DNA satélite, e que este localiza-se na heterocromatina constitutiva centromérica.
Porém, existem algumas excecdes como € o caso de Drosophila, em que este tipo de
DNA foi detectado em outras regides além da centromérica (Revisdo: JOHN, 1988).

PARDUE e GALL (1970) em experimentos com hibridizacdo in sit,
verificaram que, no complemento cromossdmico normal de camundongos (2n=20),
cada cromossomo tem uma regido proxima ao centromero que pode ser identificada

como heterocromatica por sua propriedade de coloragio. Estes autores notaram que
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a heterocromatina centromérica dos cromossomos desta espécie, rica em DNA
satélite, corava-se mais intensamente com Giemsa apds terem sido desnaturados com
uma base. Estes autores mostraram, entio, que o DNA satélite hibridizava in situ
com 0 DNA heterocromético centromérico dos cromossomos de camundongo.

ARRIGHI e HSU (1971), utilizaram o mesmo procedimento em preparacdes
citolégicas para localizar DNA repetitivo em cromossomos humanos, e também
observaram as regioes heterocromaticas coradas mais intensamente, principalmente
nas areas centroméricas. O método ficou conhecido como "bandamento C".

Contudo, estes dados nio indicam que heterocromatina constitutiva contenha
somente sequéncias altamente repetitivas. Hi casos onde o DNA satélite ou outros
DNAs repetitivos ou ndo sio Gnicos ou ndo sio os componentes mais comuns de
alguma categoria de heterocromatina constitutiva. Isto € especialmente claro no ser
humano, onde o bandamento C indica que 13% do genoma é heterocromatina
constitutiva, porém somente metade destes sitios contém sequéncias satélites
(BROWN, 1983).

A grande varia¢do observada em DNAs satélites em diferentes eucariotos, tem
sido um enigma desde sua descoberta. A observagio de que estas sequéncias de
DNA estavam localizadas em regides heterocromaticas (PARDUE & GALL, 1970),
aumentou o interesse nos estudos sobre esta variabilidade, uma vez que a
heterocromatina  era  comsiderada  relativamente  inerte  geneticamente
(GERSHENSON, 1933) ¢ também por apresentar uma grande variagio de espécie
para espécie. Estes estudos tém contribuido para se conhecer como este DNA,
altamente repetitivo, varia entre espécies e se tais fracdes varidveis do genoma,
podem ser responsiveis por alguma das fungdes atribuidas a heterocromatina

(BRUTLAG, 1980).
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A heterocromatina pode ocupar praticamente toda a extensio de um
Cromossomo ou em outros casos, como ja mencionado, pode-se restringir a
proximidade do centromero (heterocr. centromérica) ¢/ou as extremidades de um ou
mais cromossomos (heterocr. telomérica) e/ou a vizinhanca do organizador do
nucléolo. Em alguns organismos, a heterocromatina constitutiva pode também estar
localizada em bandas especificas nos bragos dos cromossomos (heterocromatina
intercalar) (SCHWEIZER et al., 1987).

Hoje sabe-se que o termo heterocromatina envolve sistemas comportamentais
completamente diferentes. Assim € que, o método de bandamento C que fornece a
marcacao mais consistente para 1identificagio da heterocromatina constitutiva,
algumas vezes requer modificagcdes considerdveis no procedimento convencional,
para a obtencio de resultados positivos (Revisdo: JOHN, 1988).

Algumas excecdes ao comportamento convencional da heterocromatina podem
ser encontradas em diversos organismos. Os carnivoros em geral, possuem somente
pequenos blocos de heterocromatina constitutiva. Algumas espécies de carnivoros,
entretanto, tém blocos relativamente grandes de heterocromatina nos autossomos.
Estes, contudo, ndo sdo banda C positivos, embora sejam tardiamente replicados. A
mosca Sarcophaga bullata tem um genoma cinco vezes maior que o de Drosophila
melanogaster, mas contém somente pequenos blocos de DNA altamente (9%) ¢
moderadamente (6%) repetitivo, com 81% do genoma na forma de sequéncias de
copias simples (Revisdo: JOHN, 1988). Usando cDNAs para todas as trés classes de
sequéncias, SAMOLS e¢ SWIFT (1979) mostraram que o DNA repetitivo € restrito as
regides de heterocromatina constitutiva de dois cromossomos, mas no entanto, todos
0S outros autossomos possuem regioes que sao banda C-positivas. O cromossomo Y

de Drosophila hydei que € claramente banda C-positivo, também ndo contém DNA
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altamente repetitivo. RENKAWITZ (1978) isolou duas fracdes de DNA altamente
repetitivo desta espécie, uma que compreende 13% do genoma, € restrita a
heterocromatina do cromossomo X, a outra que constitui 4% do genoma, hibridiza-
se apenas com o0s quatro acrocéntricos. Duas fracoes de DNA moderadamente
repetitivo foram também localizadas em posigdes heterocromiticas especificas
(Revisdo: JOHN, 1988).

Estes exemplos indicam que a composicio do DNA das regides
heterocromadticas constitutivas varia inter e intraespecificamente, e esta variacdo
pode iﬁﬂuenciar as propriedades destas regioes. Estd bastante claro que a
heterocromatina constitutiva ¢ heterogénea na composicdo de sua sequéncia e ndo
pode ser caracterizada s6 pela composi¢ao de bases (JOHN, 1988).

A heterocromatina ocorre na maioria dos organismos e muitas fung¢oes tém sido
propostas para este tipo de cromatina, incluindo envolvimento no enovelamento
cromossOmico, reconhecimento de centromeros homdlogos, protecio estrutural dos
centrOmeros e genes ribossomais, papel no fendmeno de afinidade (na qual grupos
de cromossomos de cada par, nas células de um hibrido, tendem a segregar
separadamente) (WALKER, 1971; YUNIS & YASMINEH, 1971), atuando como
uma protecdo contra agentes clastogénicos (HSU, 1975) e na determinacdo do
volume nuclear (CAVALIER-SMITH, 1978). Estas regides cromossOmicas com
propriedades totalmente diferentes daquelas do restante do genoma, apesar do
aparente fracasso em ensaios genéticos de mutacio e recombinacio, apresentam
alguns efeitos genéticos significantes, podendo influenciar fortemente o nivel de
atividade de genes que sao transferidos para proximo das regides heterocromaticas
(efeito de posi¢do) e mesmo a expressio de certos genes (PARDUE & HENNING,

1990). Na verdade, ha muito poucas evidéncias para qualquer destas fungdes.
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Parece claro que a heterocromatina exerce algum efeito sobre um certo nimero
de eventos celulares, tanto em células somdticas como em células da linhagem
germinativa. Porém, como MAYNARD-SMITH (1982) enfatizou, € importante
reconhecer que efeitos ndo sio fungodes. Isto € o que ocorre nos processos onde se
atribui  participagdo funcional da heterocromatina, tais como pareamento,
segregacio, rearranjos, especiacido e recombinagio dos cromossomos.

Embora se saiba que a heterocromatina desempenha um importante papel
biolégico, suas exatas funcOes e as razdes para sua ocorréncia difundida ainda
permanecem obscuras.

Sabe-se hoje que cromocentros ndo sdo formados para todos os tipos de
heterocromatina, como era imaginado no inicio. E, com poucas excegdes, estd aceito
o fato de que a heterocromatina, em geral, € tardiamente replicada (Revisdo: JOHN,
1988).

A questio critica que permanece € se a heterocromatina é geneticamente inerte.
Existe a possibilidade da heterocromatina desempenhar uma funcio na linhagem
germinativa sem significado algum para o desenvolvimento somatico.

As chamadas sequéncias DNA satélites, como citado anteriormente, geralmente
nio sao transcritas e estio frequentemente localizadas na heterocromatina associada
a regioes centroméricas dos cromossomos. Tais sequéncias parecem sofrer rapidas
mudancas e substitui¢cOes de suas posicdes nos cromossomos ao longo da evolucao.
Quando dois cromossomos mitoticos homoélogos de humanos sdo comparados, por
exemplo, algumas sequéncias saté€lites sdo encontradas estar arranjadas de uma
maneira surpreendentemente diferente nos dois cromossomos. Além disso, em
contraste com o alto grau de comservagio de sequéncias de DNA no genoma,

geralmente hd uma diferenca marcante das sequéncias satélites em espécies
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relacionadas. Nenhuma fung¢io especifica para este tipo de DNA foi encontrada.
Tem portanto sido sugerido que sdo uma forma extrema de sequéncias de "DNA
egoista" (selfish), cuja propriedade garante sua prépria retengio no genoma mas que
nada ajuda na sobrevivéncia das c€lulas que as contém (ALBERTS et al., 1994).

A existéncia de uma grande quantidade de sequéncias de DNA altamente
repetitivo € um dos pontos intrigantes. A anilise da organizagio e sequéncia de
nucleotideos destes segmentos repetidos "in tandem" tem ajudado a direcionar o
entendimento da organizagio estrutural do DNA heterocromitico (Revisio: JOHN,
1988). Tais sequéncias altamente repetitivas ndo se ajustam facilmente aos
paradigmas atuais para atividade genética, levantando a possibilidade de que a
heterocromatina possa ser apenas "lixo" (junk). Contudo, PARDUE ¢ HENNING
(1990) concluiram, ap6s um encontro com 70 pesquisadores no Workshop
internacional sobre heterocromatina de Drosophila, que na verdade, a
heterocromatina nao € apenas lixo, mas sim um coletor de itens (collector’s item),
embora muitas questoes importantes permanegam ainda duvidosas.

Atualmente se sabe que copias de muitas familias de elementos de transposicio
(transposons) sdo encontrados na heterocromatina de Drosophila melanogaster.
Aceita-se que geralmente estas sequéncias representam elementos que entram na
heterocromatina somente para serem inativados pela cromatina ao redor e af sio
aprisionados, perdendo sua mobilidade. Alguns autores ja comegaram, entretanto, a
mostrar que pelo menos para uma classe de elementos transponiveis, HET-A, a
associag@o pode nao ser acidental, e que as sequéncias poderiam ter algum papel na
estrutura  da  heterocromatina do cromossomo Y de D. melanogaster

(DANILEVSKAYA et al., 1993; SHEVELYOV, 1993).
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2.2. Banda C

A técnica de bandamento C, que hoje é considerada como a melhor maneira
para se detectar citologicamente regides heterocromdticas constitutivas, teve como
origem o meétodo classico de hibridizagio in situ, desenvolvido por PARDUE ¢
GALL (1970), para evidenciar DN As satélites. Estes pesquisadores observaram que
estas regi0es coravam mais intensamente com Giemsa ap6s terem sido desnaturadas
com uma base antes da hibridizacao.

Baseando-se nas observagdes anteriores, ARRIGHI e HSU (1971) descreveram
um protocolo para evidenciar heterocromatina constitutiva, que foi denominado de
"bandamento C". Este envolvia wum tratamento do material com HCl 02N,
desnaturacao do DNA com hidroxido de sédio 0,07N e incubagio em citrato-salina
(2xSSC, NaCl 0,3N e citrato trissédico 0,03N). Cada um destes passos tem um papel
especifico no processo. O tratamento preliminar com HCI depurina o DNA, mas nio
quebra os sitios depurinados. A extracido destes ocorre durante o estigio final de
incubagdo em salina, como consequéncia da B-eliminacio, direcionando assim, uma
ruptura da cadeia. O tratamento alcalino, causa quebra dos sitios apurinicos, bem
como a desnaturagio irreversivel do DNA (HOLMQUIST, 1979).

O tratamento dos cromossomos com hidréxido de sédio ou sais resulta na
extracdo de 80% do DNA dos cromossomos. Este é preferencialmente extraido das
regides de banda C negativas, resultando em uma fraca colorag¢io comparada com as
regides de heterocromatina constitutiva. Originalmente foi sugerido que a
heterocromatina constitutiva era protegida devido a sua ligagio com algumas
proteinas ndo histdnicas, que ndo estavam presentes na eucromatina. Porém, através

de estudos sobre a heterocromatina de Drosophila virilis ficou clara a deficiéncia de
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proteinas ndo histonicas comparada a eucromatina (COMINGS, 1977). Isto é
consistente com outras observagdes que indicam que geralmente a cromatina
geneticamente ativa € muito mais rica em proteinas nio histdnicas do que a
cromatina geneticamente inativa. Isto sugere que a cromatina que estd ligada
somente com histonas € mais fortemente compactada que a cromatina que contém
um significante amontoado de proteinas ndo histonicas. Talvez seja esta firme
compactagao, que proteja a heterocromatina constitutiva da destrui¢io pelo
hidréxido de sodio e outras substincias e permita que o bandamento C ocorra
(COMINGS et al., 1978).

Varios métodos simplificados e modificados tém sido descritos para animais e
plantas. Observou-se, por exemplo, que o tratamento com hidroxido de sédio
mostrava-se destrutivo ao DNA e varias modificacoes foram propostas, como o uso
de concentragdes mais baixas (GAGNE ez al, 1971) e de solugio de hidroxido de
sodio alcodlica (HANSEM-MELANDER et al., 1974). O tratamento com solugio
salina também foi modificado, envolvendo aumento de concentragio (6x ou
12xSSC) (GAGNE et al., 1971) e incubacdo prolongada (SINHA et al., 1972;
VOICULESCU et al., 1972).

Finalmente, em 1972, SUMNER e colaboradores propuseram uma modificacio
ao método de ARRIGHI e HSU, utilizando hidréxido de bario em vez de hidréxido
de sodio. Este método, conhecido como BSG (bario/salina/giemsa), teve enorme
sucesso € hoje € estabelecido como método modelo para bandamento C em animais
e plantas (SUMNER, 1990).

Embora muitas outras variantes tenham sido publicadas, as modificacdes

importantes sdo poucas. Apenas ajustes de tempo de desnaturacio pela base e de
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incubacao em salina, e de temperatura tém sido realizados de acordo com a espécie a
ser estudada.

Bandamento C € considerado um método para detectar heterocromatina
constitutiva, porém sabe-se que existem alguns casos em que o método de banda C
ndo detecta heterocromatina. Assim, outros métodos, incluindo banda N e alguns
métodos de fluorescéncia tém sido usados nesses casos. Isto conduz a conclusdo que
bandas heterocromiticas sao de fato muito heterogéneas. Isto ndo é tio evidente pelo
fato do bandamento C ser o método mais utilizado, mas quando outras técnicas de
identifiéagéo sa0 usadas, torna-se claro que existe um grande nimero de tipos de

heterocromatina (SUMNER, 1990).

3. CEC

O conceito de concentracdo critica de eletrdlitos (CEC) e suas aplicagdes foi
descrito por SCOTT (1960). Este autor estudou a localizagio e identificacdo de
diferentes compostos anidnicos da matriz extracelular (glicosaminoglicanos 4cidos),
usando como corante o azul de alcian. SCOTT (1960) considerou o valor de CEC
como sendo a concentragio de citions inorginicos, expressa em molaridade, na qual
a coloragdo deixava de ser verificada. Isto ocorria devido & competi¢io entre
moléculas do corante catidnico € os cations inorginicos pelo substrato. De acordo
com o tipo e as forgas das cargas dos cations inorginicos adicionados e das
afinidades dos componentes anidnicos, a coloragdio do substrato aparecia
completamente abolida em uma certa concentragio dos cations inorganicos (SCOTT,

1960; 1970; 1973; SCOTT & DORLING, 1965; SCOTT & STOCKWELL, 1967).
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O principio de CEC foi entdo sugerido por VIDAL & MELLO (1989) para
estudos de mudangas em composicdo e/ou supra-organizacio dos complexos
nucleoprotéicos, empregando-se o azul de toluidina, como corante catidnico, em
virtude de suas bem conhecidas propriedades fisico-quimicas e de estéreo-
arranjamento (VIDAL, 1987) e o Mg+2, como cition inorginico. As moléculas do
azul de toluidina competem com os fons Mg+2 pelas ligagoes com grupos fosfatos
disponiveis no DNA ¢ RNA. Neste caso, a CEC é considerada como o valor da
concentragdo de Mg+2, em molaridade, no qual a metacromasia dos complexos
nucleoprotéicos € completamente abolida (VIDAL & MELLO, 1989; MELLO &
VIDAL, 1989; AMARAL & MELLO, 1989; MONTEIRO, 1993).

MELLO e colaboradores (1993) sugeriram uma variante do método de CEC,
onde o nucléolo é significativamente discriminado. Através desta técnica, foi
encontrado que complexos ribonucleoprotéicos poderdo ser metacromaticamente

abolidos, apds o valor de CEC dos complexos DNA-proteina ter sido atingido.

4. AS ESPECIES EM ESTUDO

Haematobia irritans (Muscidae, Muscinae, Tribo Stomoxyinae)

Esta espécie, popularmente conhecida como mosca dos chifres, pertence 2
familia Muscidae e foi descrita por Linnaeus (1758). Sua importincia econOmica é
devida aos danos causados pelo habito hematéfago dos adultos, provocando irritagdo
no gado, o que resulta em distirbios na alimentagio, digestio imprépria e,

consequentemente, causando redugao na incorporagio de peso de 0,1-0,5 libras por
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dia e de 25-50% na produgdo diaria de leite (BRUCE, 1942). Nos Estados Unidos,
onde é a principal praga do gado bovino, as perdas econdOmicas estdo estimadas em
730 milhdes de dblares por ano (DRUMOND et al., 1981).

O ciclo de vida, do ovo ao adulto, varia de 8 a 10 dias no calor e de 30 a 45
dias no frio. Cada fémea coloca aproximadamente 22 ovos por vez em fezes recém
eliminadas de bovinos (BRUCE, 1942). Os ovos sio alongados, medindo de 1,3 a
1,5mm de comprimento, possuem variagio na cor que pode ser de marrom
avermelhada & amarela e apresentam uma estria longitudinal em um dos lados. O
estigio de ovo dura de 12 a 16 horas, dependendo da temperatura, e as larvas se
criam nas fezes. Apés sofrerem duas mudas, alcangam o terceiro estigio larval
dentro de 3 a 12 dias. O corpo da larva é pontiagudo anteriormente e alargado na
extremidade posterior, na qual estd presente um par de espirdculos (BRUCE, 1942).

Esta praga originidria do Velho Mundo, foi introduzida nos Estados Unidos
entre 1884 ¢ 1886 em gado importado da Europa; em 1898 ja tinha se espalhado por
todo o continente Norte Americano (MARLATT, 1910).

Esta mosca distribui-se por wvarios paises do continente Americano (EUA,
México, Guatemala, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica, Guianas, Panami, Porto
Rico, Cuba, Jamaica, Haiti, Colombia, Venezuela, Brasil, Chile, Argentina), Europa,
Asia e norte da Africa (CARVALHO et al., 1993).

Considerada em todo o mundo como uma das piores pragas do gado, H.
irritans chegou ao Brasil na década de oitenta. De onde veio e como entrou em
nosso pais € ainda motivo de controvérsias entre pesquisadores. Alguns apontam
como porta de entrada a fronteira entre o Acre ¢ o Peru, outros a fronteira de

Roraima com a Guiana, vinda dos Estados Unidos, através da América Central.
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Inicialmente a mosca ficou confinada na Amazonia, dispersando-se de forma
lenta, provavelmente devido as caracteristicas da pecudria nessa regido. Com sua
chegada aos estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goids, era iminente a
ampla dispersdo da mosca em decorréncia do grande trinsito de animais para as
regides Sul e Sudeste. Desta forma, em fevereiro de 1990, H. irritans foi registrada
pela primeira vez ao norte do estado de Sio Paulo, vinda do Tocantins (BORJA,

1990)

Muscina stabulans (Muscidae, Azeliinae, Tribo Reinwardtiini)

E uma espécie sinantrépica de distribui¢io cosmopolita, abundante em
pomares e também em granjas de galinhas poedeiras no periodo de julho a novembro
(R. M. P. AVANCINI, comunicagao pessoal). Apresenta considerdvel importincia
sanitdria e epidemioldgica, devido a sua associagdo com habitacoes humanas.

Possui um comprimento variavel de 7 a 10 mm, sendo mais robusta que a
mosca doméstica

Os ovos desta espécie sdo postos em material orginico e excrementos,
incluindo fezes humanas e de outros animais, onde as larvas se desenvolvem. O
ciclo de vida completo varia de 5 a 6 semanas (JAMES & HARWOOD, 1969)

A alimentac¢do dos adultos varia entre diversas substincias, preferencialmente
carnes, frutas e vegetais apodrecidos ou em fermentagio. As fémeas penetram nas
casas, podendo ovipor em comida e restos alimentares, tornando muitas vezes real a
oportunidade de ocasionar parasitismo (mifases) (JAMES, 1947). Semelhante a

mosca doméstica, pode estar envolvida na transmissio mecinica de varios
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organismos patogénicos para o ser humano e outros animais (WILLIAMS et al.,

1985)

4.1. Os cromossomos de M. stabulans e H. irritans

Existem duavidas com relagio ao caridtipo destes muscéideos. METZ (1916)
forneceu algumas informacdes sobre os cromossomos de M. stabulans, mas o
cariotipo nao foi descrito e seus comentarios eram primariamente relacionados ao
comportamento dos cromossomos no pareamento somatico. Este autor sugeriu que
esta espécie era portadora de 6 pares de cromossomos.

BOYES e colaboradores (1964) observaram que, na verdade, a espécie M.
stabulans possuia cinco pares de cromossomos e que aparentemente nio apresentava
par sexual.

Os cromossomos de H. irritans foram observados por LACHANCE (1964) que
ndo descreveu o caridtipo. O mesmo foi descrito por AVANCINI ¢ WEINZIERL
(1994) que localizaram uma NOR no par cromossémico I1I.

Estas duas espécies sdo excegdes dentro da familia Muscidae, apresentando um
conjunto hapldide com cinco cromossomos, enquanto a regra nesta familia é 2n=12,
sendo um par sexual. Estas caracteristicas fazem destas espécies um interessante

modelo para as comparagoes que se pretende neste trabalho.
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5. OBJETIVOS
O presente trabalho teve como objetivos:
1) A determinagio cariotipica de Muscina. stabulans e Haematobia. irritans.

2) a localizagdo fisica de NORs em H. irritans e M. stabulans, através da

técnica de impregnacio por prata em cromossomos mitoticos e meiéticos.

3) a localizagio de heterocromatina no conjunto cromossémico através do
método de banda C. Os resultados obtidos para as duas espécies deste estudo serdo
comparados entre si, bem como com os ja disponiveis na literatura para outras

espécies do grupo.

4) O estudo do comportamento do nucléolo interfisico durante a

espermatogénese de M. stabulans.
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1. MATERIAL

1.1. OBTENCAO E PROCEDENCIA

1.1.1. Muscina stabulans

Os exemplares desta espécie, utilizados neste trabalho, foram obtidos da
criagio do Laboratério de Entomologia do Departamento de Parasitologia da
UNICAMP. A geracido parental foi coletada na granja Capuavinha, localizada no
municipio de Monte Mor, SP. Neste trabalho foram utilizados preferencialmente
adultos e larvas da geragio F2.

Os adultos foram mantidos em gaiolas de "nylon", medindo 30x30x48cm, com
uma dieta a base de aciicar e dgua, a 24 + 2°C. Como componente protéico da dieta
¢ usado o meio de cultura a base de racio para camundongos fermentada. Este
mesmo meio, colocado em frascos de vidro, alimenta as larvas e, posteriormente,

abriga as pupas.

1.1.2. Haematobia irritans

Adultos desta espécie foram coletados sobre o gado, com o auxilio de um puca,
nas fazendas Nossa Senhora Aparecida e Agua Parada na regio de Mogi Guagu, SP,
em fazendas proximas & Mogi Mirim e ao distrito de Santa Eudodxia, na regido de
Sao Carlos, SP. As moscas foram trazidas ao laboratério em gaiolas recobertas com

tela de "nylon" e seus ovos coletados durante um periodo de mais ou menos 6 horas.
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Estes foram, entdo, com ajuda de um pincel, transferidos para fezes frescas de gado
bovino.

Ap6s 3 dias, dependendo da temperatura, algumas larvas em estagio L3 (pré-
pupa) foram utilizadas para obtencdo das preparagdes citologicas ¢ as restantes
deixadas para empupar. As pupas foram posteriormente separadas do esterco e

mantidas em frascos até a emergéncia dos adultos

2. METODOS

2.1. PREPARACOES CITOLOGICAS
2.1.1. OVOS

Os ovos foram decorionados em fita adesiva, fixados por cinco minutos em
etanol-acido acético 3:1 e esmagados entre l1dmina e laminula em uma gota de acido
acético 45% (BEDO, 1991).

O conjunto foi mergulhado em nitrogénio liquido, para remogio da laminula.
Quando as laminas atingiram a temperatura ambiente foram imersas em dlcool 70%
por alguns minutos, deixadas secar ao ar ¢ entdo, guardadas no escuro para posterior

tratamento com té€cnicas de impregnacio pelo ion prata e de obtencao de bandas C.
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2.1.2. LARVAS
e Cﬁnglios Nervosos

As larvas L3 foram dissecadas em solucdo de NaCl 0,85% e os génglios
nervosos retirados e colocados em dgua destilada por 3 minutos. Em seguida, foram
fixados por 4 minutos em uma solugio de etanol/dcido acético 3:1 e, entio,
esmagados entre 1amina e laminula com uma gota de dcido acético 45%. A seguir foi
utilizado o mesmo procedimento descrito no item 2.1.1

Foi também utilizado o método de IMAI (1988) na tentativa de se obter maior
espalhamento dos cromossomos mitdticos e meidticos. Este método envolve
hipotonia com uma solugio de citrato de sédio a 1% adicionada de colchicina
0,005% por 20 minutos, ¢ a utilizag@o de solugdes fixadoras em trés etapas : 1-Agua
destilada, etanol e acido acético (4:2:2) por 2 minutos, 2- Etanol e dcido acético
(1:1) por 2 minutos, 3- dcido acético glacial até que a ldmina seque. Com este
método nio é feito o esmagamento do tecido entre limina e laminula, mas é feita
uma dissociagio com agulhas, na segunda etapa de fixacdo e esta promove um bom

espalhamento do material.

e Corpos Gordurosos

Foram retirados de larvas L3 e submetidos a0 mesmo tratamento citado para

ovos e ganglios cerebrais.
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2.1.3. ADULTOS

Foram utilizados testiculos que, apés a dissecgdo, sofreram o mesmo
tratamento citado no item 2.1.2 As 1dminas foram também posteriormente utilizadas

para coloracgdes de Ag NOR e/ou para obtengio de Banda C.

2.1.4. Coloracao por orceina lacto-acética

Alguns ginglios nervosos e testiculos foram submetidos 4 coloragio rotineira
com orceina lacto-acética, para a realizagao de alguns testes e controle da qualidade

dos preparados. Para este fim, também foi utilizada a colorac¢io com Giemsa.

2.1.5. Ag-NOR

O método utilizado para a marcacio de NOR foi o de HOWELL & BLACK
(1980), com modificagdes. Sobre as 1aminas contendo o material pingou-se uma gota
de uma solugio contendo gelatina 2% e acido férmico 1% e duas gotas de uma
solu¢io de nitrato de prata a 50%. As ldminas foram colocadas na estufa a 60°C ¢
retiradas quando as solugdes sobre a lamina apresentavam coloragio marrom
dourada. Foram testadas varias modificagdes, como mudancas na temperatura da
reagio e alteragdo na proporgio de gelatina e nitrato de prata de 2:1 para 7:1 afim de
aumentar o pH da solucéo.

O método de IMAI (1988) também foi testado. Neste, as liminas com as

solugdes gelatina + nitrato de prata (1:2) sao cobertas com um pedago de "nylon"
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(nos outros métodos utilizou-se laminulas) e colocadas sobre uma placa quente a 60°
C em vez de estufa.

Foram utilizadas também técnicas como as de BEDO (1986) ¢ GOSALVES
(1985) que introduzem ao método de HOWELL & BLACK, um pré-tratamento com
2xSSC a 60°C por 15 minutos.

2.1.6. BANDA C

O método utilizado foi o de SUMNER (1972), com modificagdes. Inicialmente
as laminas contendo o material foram submetidas a um tratamento com HCI 0,2N
por 30 minutos, lavadas em dgua destilada e secas ao ar. Foram entio tratadas com
uma soluc¢ao saturada de Ba(OH)2 octaidratado 5%, a 60°C (banho Maria), por
aproximadamente 12 segundos. A seguir, as ldminas foram lavadas em 4gua
destilada com o cuidado para que a pelicula formada pelo Ba(OH)2 na superficie da
solugio nao aderisse as 1iminas, ¢ passadas rapidamente por HCI 0,2N. Ap6s serem
lavadas e secas, foram incubadas em 2xSSC (NaCl 0,3 M + citrato de sédio 0,03M),
a 60°C, por uma hora. As laminas foram posteriormente lavadas em 2xSSC frio, em
dgua destilada acidificada com algumas gotas de 4cido acético, e duas vezes em dgua
destilada. Depois de secas ao ar, foram coradas com Giemsa a 2% por 20 minutos,

lavadas em 4dgua destilada e secas ao ar.
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2.1.7. CEC para evidenciacao de RNA

Para a realizagio desta técnica (MELLO et al., 1993) foram utilizadas 14minas
contendo esmagamento de ginglio cerebral de larvas L3 de M. stabulans, onde eram
observados cromossomos politénicos provenientes, provavelmente, de corpo
gorduroso. Estas liminas foram coradas com azul de toluidina 0,025% em tampio
Mcllvaine pH 4,0, por 20 minutos, e imediatamente imersas em uma solucio de
cloreto de magnésio 0,01M, por 8 minutos. Depois de secas ao ar, foram
diafanizadas em xilol ¢ montadas com Entelan.

Foram feitas 20 medigdes das dreas AgNOR e CEC positivas, e da largura dos
respectivos cromossomos politénicos, utilizando-se a projegio das areas fotografadas
em mesmo aumento a0 microscoOpio, sobre papel milimetrado, computando-se o total
de 4rea projetada para cada método.

Foi realizado teste de correlagao entre o aumento na largura dos cromossomos
admitido como fung¢io do desenvolvimento, e as dreas AgNOR positivas e reativas
ao método de CEC. Os dados foram comparados através de testes estatisticos

compativeis (teste U de Mann-Whitney).

2.2. MONTAGEM

As laminas foram diafanizadas em xilol P.A. e montadas com Balsamo do

Canada.
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2.3. FOTOGRAFIAS

As micrografias foram obtidas em microscopio Zeiss utilizando-se filme preto

e branco Agfa Copex Xpan.

2.4. CARIOTIPO

Para a confeccao do cariétipo foram analisadas metafases de células de ginglio

cerebral de 10 larvas L3 .

As metifases foram fotografadas e os cromossomos medidos nas ampliagdes
fotograficas com um paquimetro convencional. Foram feitos os cilculos para
comprimento relativo, razao de bragos e indice centromérico (BECAK, 1967).

Para a localizacio das constri¢oes secunddrias em M. stabulans foram
utilizadas metéfases obtidas de ovos, uma vez que ndo foi possivel visualiz-las nas

metafases de ginglio cerebral, devido a grande compactacio do cromossomo neste

tecido.

A classificagdo dos cromossomos foi

colaboradores (1964). (Tabela 1).

realizada segundo LEVAN e

Classificacio Localizagio Valorder
Metacéntrico Mediana 1,0-1,7
Submetacéntrico Submediana 1,7-3,0
Subtelocéntrico Subterminal 3,0-7,0
Telocéntrico Terminal 7,0-00

Tabela 1- Classificacido segundo LLEVAN et al., 1964. r: razio de bracgos.
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1. CARIOTIPO DE M. stabulans

A andlise de metdfases somaticas, submetidas a coloracio com Giemsa, a
técnica de impregnacio pelo fon prata e de obtengio de bandas C evidenciou que M.
stabulans apresenta um caritipo constituido por 5 pares de cromossomos com
centrdomeros claramente visiveis (Figs. 2, 6 a 9, 18 a 21). Na Tabela 2, estio
sumarizadas as medidas de tamanho relativo, relagio de bragos e indice
centrorﬁérico, sendo a classificagdo baseada em LEVAN et al.(1964). Estes dados
foram utilizados para a construgdo do idiograma (Fig. 3), onde os cromossomos sao
apresentados em ordem decrescente de tamanho.

O cromossomo I € um pouco maior que o II, sendo as razdes de bragos
exatamente iguais, 0 que os levam a ser classificados como tipicos metacéntricos
(LEVAN et al., 1964). Estes cromossomos sio relativamente maiores que o par III, o
qual apresenta uma razdo de bragos maior, sendo portanto quase um
submetacéntrico. Os cromossomos IV ¢ V embora apresentem tamanho semelhante,
mostram razdo de bragos bem distintas sendo a do par IV, submetacéntrico, a maior
do complemento.

Assim pode-se concluir que os pares autossomicos I, II, Il ¢ V sido
metacéntricos € o par IV, submetacéntrico.

Em nenhuma das metdfases analisadas foi encontrado heteromorfismo em
algum par que pudesse indicar a presenga de cromossomos sexuais. Assim, como
também discutido por BOYES e colaboradores (1964), esta espécie possui cinco

pares de autossomos, aparentemente sem par sexual.
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Foram observadas duas constri¢oes secunddrias no brago longo do cromossomo
I: uma localizada na por¢io mediana, entre o centrOmero ¢ a extremidade do
cromossomo, ¢ a outra localizada mais proxima a extremidade do cromossomo
(Figs. 3 e 6). Outra constricio foi constantemente observada no brago curto do

cromossomo II (Figs. 3¢ 6) .
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Cromossomos I 11 1 v \
Comprimento 7,42 6,46 + 5,64 + 5,29 + 4,9 +
(um) + SD 0,13 0,22 0,15 0,14 0,10
Razéio de 1,16 1,16 1,52 1,76 1,31
Bracos
indice 45,85% 46,17% 39,62% 36,44% 43%
centromeérico
Comprimento 24,60 21,20 18,50 17,30 16,20
relativo
Classificacio metac. metac. metac. submet. metac.

Comprimento do Genoma (n) 29,71pm

Classificagio segundo Levan er al. (1964).

TABELA 2: Dados morfométricos de cromossomos mitéticos de M. stabulans.

M 11

X

I

I

111 v

\%

Fig. 3: Idiograma representando os cromossomos de M. stabulans.
Regides escuras: bandas C-positivas.
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2. CARIOTIPO DE Haematobia. irritans

Através da coloragio com Giemsa, técnica de impregnacio pelo fon prata e de
obtengdo de bandas C pode-se observar os cromossomos metafisicos e o cariétipo
constituido por 5 pares de cromossomos de H. irritans (Fig. 4). A partir dos
resultados apresentados na Tabela 3 pode-se observar que os pares I, Il ¢ V sio
metacéntricos e os pares Il e IV, submetacéntricos.

O cromossomo I € um pouco maior que o II, assim como sua razio de bragos.
Os pares III e IV apresentam pouca diferenga no que diz respeito ao comprimento
total; suas razdes de bragos sio bastante diferentes, mas mostram que os dois sdo
submetacéntricos tipicos. O cromossomo V é bem menor que o IV e sua razio de
bracos indica ser um metacéntrico, porém quase submetacéntrico.

Pode ser notada uma constri¢do secundaria no brago curto do cromossomo II
(fig. 4, 5 e 11).

Assim como no caso de M. stabulans, ndo foi observado qualquer

heteromorfismo que pudesse indicar a presenca de um par sexual.
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Figura 4: Célula de ginglio cerebral de Haematobia irritans, corada com Giemsa.

A: metifase, B: caritipo. Barra:Sum.






Cromossomos | 11 111 |0\% \
Comprimento 6,7 = 6,0+ 55+ 5,1+ 43 +
(um) + SD 0,26 0,18 0,27 0,24 0,18
Razao de 1,34 1,18 2,31 2,07 1,68
Bracos
Indice 42.52% 44,01% 30,48% 33,50% 37,23%
centromérico
Comprimento 23,5 21,5 19.6 17,9 15,5
relativo
Classificacio metac. metac. submet. submet. metac.
Comprimento do Genoma (n) 27,6um

TABELA 3: Dados morfométricos de cromossomos mitéticos de H. irritans. Classificagiao
segundo Levan et al. (1964).

II

111

IV

Fig. 5: Idiograma representando os cromossomos de H. irritans.
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3. NOR

No estudo da localizacdo fisica de NORs de Muscina stabulans ¢ Haematobia
irritans foi utilizado o método de impregnagio pela prata, porém os resultados nao
foram muito satisfatérios.

Para a localizagdo das regides organizadoras nucleolares em cromossomos
mitdticos foram testadas modificacoes em todas as etapas do método, observando-se,
quase sempre, uma grande inespecificidade de marcacio nos cromossomos, apesar
da reagio ser sempre positiva nos nucléolos de niicleos interfisicos.

A principio, quando era utilizado o método de HOWELL e BLACK (1980)
sem modificagdes, o material observado apresentava intensa granulacio ou a
presenga de precipitados. A presenga desta precipitagio ao longo dos cromossomos
nos levava a pensar que possiveis marcagdes poderiam estar sendo encobertas. Este
problema foi solucionado quando todas as etapas do método, do preparo das
solugdes a lavagem das liminas, passaram a ser feitas com dgua deionizada. Além
disso, a solucdo de prata passou a ser preparada no dia anterior ao seu uso. Com
isso, foram solucionados os problemas de precipitacio da prata sobre os
Cromossomos.

Contudo, notou-se que isto ndo estava relacionado com a inespecificidade de
marcagdo € muitas outras modificacdes foram realizadas. Foram testados vérios
tempos de exposi¢do a solugio de nitrato de prata e temperaturas diferentes,
variando de 5 minutos a 60°C em estufa até 30 minutos a temperatura ambiente em
local escuro. Com estes testes, na maioria das vezes para ambas as espécies, a reagao
se mostrava positiva para os nucléolos de nicleos interfisicos, porém nenhuma

marcagido nos cromossomos mitoticos era observada (Figs. 8 e 13). Algumas vezes
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foi detectada uma marcagdo diferenciada das regides centroméricas nos
cromossomos mitoticos de M. stabulans (Fig.9). Poucas vezes foram percebidas
regides intercalares com coloragdo positiva nas duas espécies (Figs 7 e 12).

Também foi testado o método de BEDO e WEBB (1989) que envolve um
tratamento com 2xSSC 4 65°C ou a temperatura ambiente por mais tempo, e neste
caso também foram observadas algumas bandas intercalares que aparentemente
coincidiam com a heterocromatina banda C-positiva. Porém o aparecimento destas
marcagOes nao foi constante.

O método de OLERT (1979) com moditicacoes de BEDO (1986), onde a
concentragdo da prata € aumentada, ou seja, pinga-se sobre a limina 1 gota de
gelatina + d4cido férmico e 7 gotas de solucio de prata, também foi testado. O
método nao mostrou-se eficiente para os cromossomos mitéticos, porém quando
realizado em cromossomos meidticos pdde-se observar com clareza e constincia
uma marcagio intercalar no cromossomo Il de H. irritans (Fig. 14 e 15). Nos

cromossomos meidticos de M. stabulans também aparece uma marcagio intercalar

no cromossomo II, porém nem ‘sempre esta foi observada (Fig. 10).
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Figura 11 : Haematobia irritans: c€lula de Génglio cerebral corada com Giemsa.

Figuras 12 a 15: (In)especificidade da reacdo de impregnacio pela prata (AgNOR).
Figs. 11, 12 e 13:células de ginglio cerebral. Fig. 11: observar clara
constricio secunddria no par cromossomico II (setas). Figs. 12 e 13:
marcacdo de nucléolos de nicleos interfiasicos, porém sem marcacao
especifica de NORs mnos cromossomos. Fig. 12: placa metafésica
incompleta. Banda intercalar inconstante (seta). Figs. 14 ¢ 15: células de
testiculo: as setas mostram uma nitida banda NOR no cromossomo II
Barras: Sum.

Figuras 16 e 17: Haematobia irritans: células de ginglio cerebral submetidas ao
método de bandamento C. Observar fracas bandas heterocromaticas

(setas). Barras: Spum.
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4. BANDAC

As metifases provenientes de ginglios cerebrais de Muscina stabulans,
submetidas a técmica para obtengdo de bandas C, evidenciaram a ocorréncia de
heterocromatina constitutiva na regiao pericentromérica de todos os cromossomos
do complemento, nas maioria das células analisadas. Adicionalmente, observou-se a
ocorréncia de bandas C na regido de constri¢io secunddria no brago curto do
cromossomo II (Figs. 18, 19, 20 e 21).

Virias foram as modificagdes ao método de SUMNER (1972) para se chegar
ao padréo de banda C para Muscina stabulans observado nas fotos da prancha 5.

O tratamento com HC] 1N por 15 minutos, seguido de incubacio em solugio
saturada de Ba(OH)2 a 60°C por 12 segundos e em 2xSSC a 60°C por 1 hora,
forneceu os melhores resultados para evidenciar os segmentos de heterocromatina
constitutiva. Parece haver coincidéncia fisica entre banda C e a contri¢do secundiria
constantemente visualizada no brago curto do cromossomo I1.

Foram feitos varios testes para a localizacio da heterocromatina constitutiva
por este método em testiculo e tecido embriondrio de M. stabulans, porém os
resultados foram negativos.

Para a deteccdo da banda C em H. irritans foram realizadas também muitas
modifica¢Oes com relagio a tempo, temperatura e concentracio das solugdes, mas os
resultados ndo se mostraram tio responsivos como para M. stabulans.

Em nenhum dos testes com o método acima citado foi possivel visualizar
marcagOes centroméricas. Apenas uma fraca banda heterocromatica pode ser vista

em um dos pares cromossOmicos, que aparentemente é o II (Figs.16 e 17). Esta
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banda foi observada quando o material ndo era tratado com HCI e a incubagio em
Ba(OH)2 5% era feita por 8 minutos em temperatura ambiente, seguida de incubacio

por 1 hora em 2xSSC.
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Figuras 18 a 21: Muscina stabulans: bandamento C (ginglio cerebral). Figuras 18 e
19: regides centroméricas marcadas. Figs. 20 e 21: marcagdo intercalar no

cromossomo II (setas). Barras: Sum.
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5. NUCLEOS INTERFASICOS

Nas pranchas 6, 7 (Muscina stabulans) e 8 (Haematobia irritans) pode-se
visualizar a reagéo positiva do nucléolo ao método Ag-NOR em diferentes tecidos.

As Figs. 22, 23, 30 e 31 mostram células de ginglio cerebral, onde se observa a
presenca de nicleos com um ou dois nucléolos. A presenca de dois nucléolos foi
observada com menor frequéncia em ambas as espécies como mostra a Tabela 4. A
fig. 23 mostra um enorme nucl€olo de uma célula politénica proveniente,
provavelmente, de tecido gorduroso larval.

Em cé€lulas do tecido embrionario de M. stabulans (Figs. 24 e 25) também sio
observados nicleos com 1 ou 2 nucléolos.

Nos niicleos interfdsicos, observados em testiculos de M. stabulans, é quase
que impossivel determinar-se se ha células com um ou dois nucléolos, pois estes
parecem se fragmentar ou se associar ao longo do desenvolvimento, ou seja, podem
ser observados nucléolos intactos em algumas fases da espermatogénese (Fig. 28) e
em outras estdo totalmente fragmentados (Figs. 26, 27 e 29), chegando a se tornar
apenas pontos espalhados pelo niicleo.

Essa possivel fragmentacio ou associagio dos nucléolos nio é observada nas
células testiculares de H. irritans. Pode-se observar nestas células formas
nucleolares diferentes, que talvez estejam relacionadas aos diferentes estigios da

espermatogeénese (Fig. 31).
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Figuras 22 a 25: Muscina stabulans: Variagdo no nimero e forma dos nucléolos nos
nicleos interfisicos (Impregnacio por prata). Figs. 22 e 23: células de
ganglio cerebral. Fig. 22 notar a presenca de um ou dois nucléolos (setas).
Fig. 23: nicleo politénico. Figs. 24 e 25: nicleos provenientes de tecido

embriondrio. Barras: Spum.
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Figuras 26 a 29: Muscina stabulans: Nucléolos miltiplos em células

testiculares (impregnacio por prata). Barras: Sum.
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Figuras 30 a 32: Haematobia irritans: Varia¢do do nimero e forma dos nucléolos.
Impregnacao pela prata (AgNOR). Figs. 30 e 31: nicleos interfasicos de
ginglio cerebral. Presenca de um ou dois nucléolos. Fig. 32: niicleos

interfasicos de testiculos; Barras: Sum.






Haematobia Ganglios Testiculos
irritans NErvosos
1 nucléolo 93,43% 93,56%
2 nucléolos 6,56% 6,43%

n 700 500
Muscina Ganglios Tecido
stabulans Nervosos embriondrio
1 nucléolo 92,78% 87,03%

2 nucléolos 7.21% 12,96%

n 500 200

Tabela 4: Porcentagem de células com um ou dois nucléolos em diferentes
tecidos de H. irritans ¢ M. stabulans.
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6. AREAS AgNOR POSITIVAS E RIBONUCLEOPROTEICAS EM
CELULAS POLITENICAS DE Muscina stabulans

O resultado das compara¢des das dreas nucleolares submetidas a impregnagio
pelo fon prata e pelo método modificado de CEC (MELLO ez al., 1993), esta
representado na Tabela 5 e nas Figs. 33 e 34.

Pode-se perceber claramente pelos valores da Tabela 5 que a média das areas
nucleolares AgNOR positivas € significativamente maior do que a média das areas
nucleoléres evidenciadas pelo método de CEC. Isto foi confirmado pelo teste
estatistico de Mann-Whitney (U=299,50; P= 0,007).

Observa-se também que a2 medida que as dreas nucleolares aumentam, a
espessura dos cromossomos polit€nicos € relativamente maior dentro de cada
método.

Através da andlise dos valores obtidos representados no grafico (Fig. 35) pode-
se perceber que apesar das areas nucleolares apresentarem grande variagio entre os
dois métodos ¢ a espessura dos cromossomos aumentar conforme o aumento do
nucléolo para cada método, as espessuras cromossOmicas ndo variam entre oS
métodos. Este dado também foi confirmado por testes estatisticos que demonstraram

resultado nao significativo (U=245; P=0,12).
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Figuras 33 e 34: Cromossomos politénicos de larvas L3 de M. stabulans submetidos
aos métodos: Fig. 33: impregnacio por prata (AgNOR) e Fig. 34: CEC

para evidenciacio de RN A. Nucléolos evidenciados (setas). Barras: Sum.






CEC

Espessura dos cromossomos X das dreas nucleolares
2,0 393,25
2,5 394,33
3,0 484.9
4,0 737,0
NOR
Espessura dos cromossomos X das areas nucleolares
2,0 259.,5
2,5 411,0
3,0 827,0
3,5 930,0
4,0 1580,0
5,0 2708,0

Tabela 5: Média das dreas nucleolares apds os métodos CEC e AgNOR e respectivas
espessuras dos cromossomos em células politénicas de M. stabulans.

3000 ¢
&
2500 1
2000 +
S 1500 + ®
c
1000 ¢+ B
2 ® #CEC
500 + ° - & B NOR
B
0 4 : 3 : $ } : 4
1 15 2 2,5 3 35 4 4,5 5
Espessura dos cromossomos

Figura 35: Representagio grafica comparando os valores das 4reas nucleolares CEC e
AgNOR, e respectivas espessuras dos cromossomos.
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1. Cariétipo

BOYES e colaboradores (1964) descreveram os cromossomos de Muscina
stabulans, porém nio os caracterizaram totalmente. Estes autores identificaram os
cromossomos com base no comprimento total, descrevendo qual cromossomo €
maior ou menor em relacdo aos outros e o quanto varia a razio de bracos entre eles,
sendo estes dados semelhantes aos encontrados em nossos estudos. Contudo, apesar
desses autores mostrarem tabelas contendo a porcentagem de cada par em relacgio ao
comprimento total (TCL) e as razdes de bracos de cada um, nio indicam a
classificacao dos cromossomos, ou seja, apenas eles dizem que os pares I e III sdo
metacéntricos, sem mencionar a classificacio dos outros pares ou mesmo em qual
autor se basearam para fazer a classificacio dos pares [ e III.

Desta forma, a comparagio dos estudos do caridtipo de M. stabulans feita por
BOYES e colaboradores (1964) com os nossos, torna-se dificultada, pois sabe-se |
que diferentes autores propdem classificagdes diferentes, podendo algumas vezes
mostrar resultados contraditérios, como € o caso do par III que em nossos estudos
segundo a classificagdio de LEVAN e colaboradores (1964) é metacéntrico, mas que
segundo a classificacio de VOLPE & GEBHART (1968) é submetacéntrico.

BOYES e colaboradores (1964) observaram duas constri¢des secunddrias no
braco curto do cromossomo I e uma no brago longo do cromossomo II. O nimero de
constri¢oes nestes cromossomos foi o mesmo encontrado por nds, porém em nosso
material a localizag¢do das constri¢des ndo coincide com a descri¢io desses autores.
Além destas, BOYES e colaboradores (1964) observaram constri¢do no brago longo
do cromossomo I ¢ no brago longo dos cromossomos III, IV e V. Nestes 3 tltimos, a

frequéncia com que aparecem mnos individuos de acordo com BOYES e
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colaboradores (1964) é muito pequena. Desta maneira, nio se pode afirmar a
presenca destas constri¢oes.

Talvez a fase da mitose e a compactagio dos cromossomos estejam
influenciando na visualizacio destas constri¢des, ou seja, 0s cromossomos poderiam
estar muito distendidos, confundindo os autores acima, ou muito compactados nos
cromossomos por nds analisados, dificultando assim a visualizagio de outras
constricOes. No entanto, julgamos que observamos nimero suficiente de figuras
metafdsicas para confirmar a existéncia das trés constrigdes descritas nos resultados.

Os cromossomos de H. irritans foram analisados por LaCHANCE (1964), que
observou dez cromossomos em metafases de ginglio cerebral e testiculo, mas ndo
descreveu o caridtipo. Baseado apenas na aparéncia das figuras, o autor observou
que quatro pares tinham centromeros com localizagio mediana e um, centrémero
subterminal. Nenhuma constricio secundaria foi por ele observada.

AVANCINI & WEINZIERL (1994) descreveram o cariétipo de H. irritans e,
diferentemente do que LaCHANCE tinha descrito, mostraram através das medidas
encontradas que os pares I, Il e V siao metacéntricos ¢ os pares IIl e IV sio
submetacéntricos.

O caridtipo foi novamente confeccionado em nossos estudos para se conhecer
se havia alguma variabilidade a este nivel entre as populacoes do Brasil e aquela dos
EUA,. estudada por AVANCINI & WEINZIERL (1994) e LaCHANCE (1964).
Contudo, nenhuma variagdo foi encontrada a este nivel, j4 que as medidas e
classificacdo foram compativeis.

A constrigio secunddria claramente observada por nés no par II nido foi

anteriormente mencionada por qualquer dos autores acima referidos.
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LaCHANCE (1964) chamou a aten¢io para um pronunciado "estiramento"
observado constantemente na regido do centrdmero durante o final de préfase e
inicio de metifase. O autor observa este fendmeno apenas em alguns cromossomos e
sugere que esta ruptura possa dar a impressdo de estarem presente mais de cinco
pares de cromossomos, ou que um par de heterocromossomos (XY) esteja presente.

Este estiramento na drea centromérica foi por nés também observado, porém
em todos os cromossomos, ficando assim arriscado sugerir a presenca de algum
heteromorfismo.

A»inexisténcia de heteromorfismo cromossémico nas espécies estudadas levou-
nos a interpretacdo de que o par ausente seria o sexual; esta interpretagdo baseou-se
nos dados discutidos abaixo ¢ também no item 3 (banda C).

A maioria das espécies da familia Muscidae, como Musca domestica, Musca
autumnalis e Musca sorbens, possui 6 pares de cromossomos, sendo um deles o par
sexual e € heteromorfico (BOYES et al., 1964). BOYES e colaboradores (1964)
estudaram o caridtipo de vérias espécies da familia Muscidae e encontraram que
Muscina stabulans, assim como as espécies Orthelia nudissima e Phaonia variegata
possuem apenas 5 pares de cromossomos. O par sexual nio foi observado nestas trés
espécies.

Sabe-se que hd uma surpreendente variacdo no que diz respeito & morfologia e
a presenca ou nio de cromossomos sexuais dentro da subfamilia Muscinae. Entre
subespécies de Musca domestica ha grande variacdo nos tamanhos e razao de bragos
dos cromossomos X ¢ Y, enquanto que em Orthelia nudissima, que apresenta 2n=10
e também pertence a esta subfamilia, nio foi observado o par sexual (BOYES et al.,

1964).
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BOYES e colaboradores (1964 ) relatam uma situagio semelhante na subfamilia
Phaonninae, onde Phaonia basalis tem um par sexual bastante grande, Ophyra
leucostoma tem um minasculo par sexual e Muscina stabulans ¢ Phaonia variegata
perderam o par XY presente nas espécies com 12 cromossomos. E necessirio
lembrar que Metz (1916) indicou claramente que sua colec¢io de M. stabulans tinha
12 cromossomos.

Os caridtipos das espécies com 10 cromossomos estudados por BOYES e
colaboradores (1964) Orthelia nudissima e Phaonia variegata, € por n6s, Muscina
stabulans e Haematobia irritans, mostram diferencas nos tamanhos dos
Cromossomos ¢ na presenga ou nao de constrigdes secunddrias. Estas diferencas sao
suficientes para indicar que estas quatro nio sio espécies muito proximas.

As variagdes notadas com respeito ao tamanho dos cromossomos sexuais em
todas as subfamilias de Muscidae sugerem que muitas mudangas nos cromossomos
sexuais podem ser toleradas pelas espécies na maioria destas subfamilias sem que
ocorram consequéncias sérias. BOYES e colaboradores (1964) sugerem que uma vez
que cromossomos sexuais pequenos tenham sido encontrados em muitas das
subfamilias, eles (os cromossomso sexuais) podem representar a condi¢io mais
primitiva de Muscidae. Desta forma, pode-se supor que as espécies por nés
estudadas, estariam dentre as espécies consideradas mais evoluidas dentro do grupo,
por ndo apresentar Cromossomos sexuais.

A presenga das constricoes secunddrias também pode sugerir alguma
explicagdo para a ocorréncia destas espécies excegdes, com 2n=10, sem par sexual.
Existe uma espécie de formiga, Myrmecia pilosula, que apesar de ser de um grupo
distante de Diptera, pode ser citada como exemplo. Esta espécie, citologicamente

heterogénea, envolve colénias com 2n=9, 10, 31 e 32 cromossomos. Foram
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encontradas coldnias com apenas um cromossomo (cariétipo homomérfico) e, neste
existem duas constrigdes secundarias em um dos bracos, semelhantes aquelas
observadas no par [ de M. stabulans. IMAI e colaboradores (1989) sugerem que a
origem deste cromossomo unico nesta espécie de formiga poderia ter sido uma fusio
de cromossomos e que nas constrigdes estariam presentes centrOmeros inativados,
ap6s uma fusao telomérica.

Futuros estudos do caridtipo com técnicas de bandamento em outras espécies
de muscoideos poderio revelar a natureza da reducido no nimero de cromossomos de

12 para 10.

2.NOR

No estudo da localizagio fisica de NORs de M. stabulans e H. irritans foi
utilizado o método de impregnacdo pela prata, porém os resultados para
cromossomos mitdticos ndo foram satisfatérios. Este método € hoje aceito como
modelo para marcacio de NORs, mostrando resultados positivos para vertebrados e
invertebrados (HOWELL, 1977; CZAKER, 1978).

As marcagOes centroméricas, teloméricas e intercalares observadas nas duas
espécies ndo necessariamente representam NORs, podendo ser resultado de falta de
especificidade do método para cromossomos mitéticos de insetos, uma vez que ndo
se tem uma observagao constante destas marcagdes.

HAGELE e RANGANATH (1983) também obtiveram resultados ndo
satisfatorios quando tentavam localizar NORs em cromossomos metafisicos de

Drosophila nasuta nasuta ¢ Drosophila nasuta albomicans. Chegaram a conclusio
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que a localizagio e nimero de NORs em ambas as subespécies era incerta, pois
tanto a técnica de bandamento N (MATSUI & SASAKI, 1973) como o método de
GOODPASTURE ¢ BLOOM (1975) eram falhos para demonstri-las nestas
espécies.

Sabe-se que em vertebrados existem proteinas associadas a NOR semelhantes
as de invertebrados. A principal diferenga entre elas, que impede que haja
especificidade a impregnacido por prata, poderia estar na diferenca existente entre os
dominios acidicos da por¢io amino-terminal destas proteinas que de certa forma
alteraria o pl dos sitios redutores dessas proteinas. Por exemplo, considerando que
os blocos de aminodcidos acidicos da nucleolina sejam responsaveis pela reagio em
células de mamiferos, pode-se supor que em invertebrados a mesma proteina possua
diferentes blocos acidicos ou que as condi¢des do método nio seriam especificas
para proteinas Ag-NOR de insetos (D. HERNANDEZ-VERDUM, comunicagio
pessoal). Esta pesquisadora sugeriu utilizar uma solugio de prata com pH diferente
do utilizado para mamiferos, onde o ideal é 5,2.

Foram realizados testes com diferentes pH e os resultados se mostraram
novamente negativos para cromossomos mitéticos. Contudo, quando cromossomos
meibticos foram submetidos a uma solug¢io com pH aumentado, a resposta foi
positiva para os cromossomos de H. irritans, onde foi possivel observar uma banda
intercalar nitida no cromossomo III. Esta banda ja tinha sido detectada no mesmo
cromossomo por AVANCINI & WEINZIERL (1994). Desta forma, apesar de
visualizarmos a marca¢do em cromossomos meiéticos, continuam nossas dividas
sobre 0 motivo da inespecificidade do método para cromossomos mitéticos de

dipteros.
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Sabe-se que a marcagido de NORSs pela prata reflete a atividade de genes rRNA
e nio simplesmente a existéncia destes genes. O método AgNOR nem sempre marca
sitios de TDNA; somente marca aqueles sitios que estdo transcricionalmente ativos
ou que tenham sido transcritos e ainda apresentem rRNA associado a proteinas ao
redor dos cistrons rDNA condensados (HOWELL, 1977). Portanto, a ndo
visualizagdo de NORs, ou seja, a auséncia da marcacio de NORs pela prata, pode
significar que cistrons de tDNA nao transcreveram e, portanto, o rRNA nio estd
associado, nestes sitios, a proteinas que reagem com a prata. Isto pode explicar o
insucesso da marcagdo pela prata em alguns tecidos ou mesmo em algumas
metifases, como por exemplo nas metifases meidticas de M. stabulans onde a
marcagdo pela prata em um dos-pares de cromossomos nem sempre é visualizada.
Casos semelhantes foram também observados por CZAKER (1978) em gafanhotos,
onde poucas marca¢oes foram vistas em muitas das metafases espermatogoniais
analisadas e, por OUD ¢ REUTLINGER (1981) que sé casualmente observaram
marcacOes em metafases espermatogoniais de camundongos. NORs muito pequenas
ou com baixa atividade, por esta razio, nio sio facilmente detectadas pelo método
de impregnagio pela prata. Além disso, como o nimero de NORs registradas por
este método estd relacionado com NORs ativas, parece depender particularmente das
exigéncias metabdlicas das células (FLAVELL & MARTINI, 1982).

Estas observagoes sdo bastante questionadas quando autores descrevem que o
componente fibrilar de nucléolos € marcado pela prata por conter cistrons
ribossomais transcricionalmente ativos, enquanto que o centro fibrilar ¢ NORs de
cromossomos metafisicos sio transcricionalmente inativos (HSU ez al, 1965;
GOESSENS & LEPOINT, 1979; RISUENO et al., 1982). Desta forma, a existéncia

de estruturas inativas € ao mesmo tempo marcadas pela prata, nos faz questionar a
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correlacao entre marcagio pela prata e atividade transcricional nucleolar, assumida
por muitos autores (MEDINA er al., 1983).

Tem sido sugerido hd muitos anos que constricoes secundirias de
cromossomos estao frequentemente associadas ao nucléolo (HSU ez al., 1975). Estes
autores estudaram a distribuicio dos genes ribossomais 18+28S em diferentes
espécies de mamiferos e observaram relacgdo entre constri¢oes secundarias e sitios de
rDNA na maioria das espécies estudadas, embora esta generalizagdo mostre algumas
excecoes. Esta observagido foi confirmada por RUIZ (1982) que, estudando algumas
espécieé de anfibios, afirmou que estas regides sio geralmente distinguidas no
cariétipo como regides de constricio secundiria, embora nem sempre estas possuam
genes TDNA e, inversamente, nem sempre tDNAs se localizam em regides de
constrigoes secunddrias. Estas regides podem estar sendo confundidas com regides
de heterocromatina constitutiva, uma vez que estas estdo em alguns casos, também
associadas a constricdes secundarias. Estas suposi¢ées somente poderdo ser
confirmadas através do método de hibridizagao in situ.

A marcagao pela prata tem mostrado ser bastante utilizada nos estudos da
atividade nucleolar durante a gametogénese. Na espermatogénese de mamiferos e
outros vertebrados (SCHMID ez al., 1982), a marcagio de NORs pela prata ocorre
durante a préfase meidtica até o final de paquiteno. A marcacio é ausente entdo, da
diacinese, metdfase I até metifase II, reaparecendo nas espermitides. Tem sido
sugerido que a perda da demonstracdo de AgNORs ¢é a indicacio de declinio na
atividade de sintese do IRNA (PATHAK & HSU, 1979; SCHMID et al., 1982).

Contudo, isto ndo parece ser valido para casos de invertebrados. Sao
conhecidos apenas algumas excegdes em insetos, como a da espécie Arcyptera fusca

(Orthoptera), onde nucléolos e micronucléolos sdo descritos até a fase de paquiteno,

66



DISCUSSAO &

sendo desorganizados somente nos estagios mais avancados (GOSALVEZ et al.,
1986). Também em outras espécies de gafanhotos ndo foi observada marcagio
nucleolar nos estdgios de diacinese a metifase Il (RUFAS & GOSALVEZ, 1982;
CAMACHO et al., 1985).

SUJA ¢ RUFAS (1987) demomnstraram ainda em gafanhotos que, existem dois
ciclos nucleolares unidos com as divisdes meidticas que sio semelhantes aquelas
descritas para meiose de plantas (LOIDL & GREILHUBER, 1983), ou seja, existem
NORs primadrias que sdo ativas em toda a préfase em todos os individuos ¢ NORs
secundarias que sio ativas somente ocasionalmente.

Na literatura disponivel ndo foram encontradas descri¢des da localizagio de
NORs nas espécies de muscoideos para uma possivel comparagio com as espécies
por nos estudadas. Pode-se supor um mecanismo parecido ao que acontece em
gafanhotos e outros insetos, uma vez que em H. irritans foi observada uma nitida
NOR nos cromossomos que estavam em metifase meidtica e em M. stabulans na
mesma fase, a presenca da marcacido nido foi constante. Outra consideragio
interessante € que em muitas espécies de dipteros como Drosophila melanogaster,
Drosophila hydei, Ceratitis capitata, Sciara ocellaris, algumas espécies de Musca ¢
outras, a regido organizadora nucleolar foi localizada junto aos cromossomos
sexuais. Desta forma, uma vez que nas espécies por nés estudadas o par sexual nio é
observado, poderia se pensar em alguma relagio entre o local onde as NORs se
encontram com uma possivel fusdo de cromossomos ou local de determinagio do

S€X0.
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3.Banda C

Ha muitos anos, o bandamento C tem sido frequentemente utilizado como um
meio para estudos de variagdes e distribuicdo de heterocromatina nos cromossomos
de espécies relacionadas ¢ tem fornecido informacoes valiosas na interpretacio de
diferengas cariotipicas.

Através dos resultados apresentados aqui para M. stabulans e H. irritans pode-
se perceber que diferentes padroes de bandas aparecem para cada espécie. No
padrio observado para M. stabulans, por exemplo, algumas vezes o método se
mostra positivo somente nas regides centroméricas e em outras somente as
intercalares aparecem.

Admite-se que variagdbes nos resultados podem ocorrer para um mesmo
material, em uma mesma ldmina, quando submetidos a um determinado método de
banda C, em fung¢io do grau de compactacio dos cromossomos e fase da mitose
(SUMNER, 1972). A condensagio cromossomica pode ocasionar uma perda de
resolugao de banda C ou, por outro lado, reunir bandas C intimamente associadas
(JOHN & MIKLOS, 1979). Em certos casos, regides contendo heterocromatina
constitutiva em diferentes espécies requerem condicdes de tratamento diferente para
evidenciar a heterocromatina, como também diferentes tratamentos numa tnica
espécie podem ocasionar diferengas pronunciadas no padrao de banda C (SCHMID,
1978). Como discutido por PIMPINELLI e colaboradores (1976), o tratamento com
a base (NaOH ou Ba(OH)2), que deve ser aumentado conforme a idade da limina,
tem grande importincia na técnica para obtengio de banda C. Se este passo critico
ndo for feito corretamente, tanto metafases sem marcagio positiva como metafases

com alteragOes na morfologia cromossdmica poderao ser obtidas.
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Os cromossomos de Musca domestica mostram um modelo de bandamento C
contendo fortes marcagdes em ambos os lados da constricio centromérica. Estas
bandas procéntricas sdo muito sensiveis a variagdes no procedimento de bandamento
C, mostrando frequentemente marcagoes mais claras nos autossomos ou mostrando
marcacao em apenas um dos lados do centrdomero. Este fendomeno foi também
observado por BEDO (1980) na espécie Lucilia cuprina (Calliphoridae).

Nas Figuras 18 ¢ 19, pode-se perceber claramente que ocorre uma coloragio
diferencial dos centromeros que estido nitidamente marcados. Neste caso, nido foram
utilizados diferentes tratamentos, mas pode ter ocorrido alguma variagio na
temperatura de incubac¢do em bdrio, ou mesmo da temperatura ambiente em outras
etapas 0 que pode ter afetado a marcagio dos centrOmeros nas metdfases
apresentadas nas Figuras 20 e 21. Esta também pode ser uma explicagio para H.
irritans onde em nenhum momento foram visualizadas marcacdes centroméricas.

O padrao de bandas encontrado em nossos estudos é comum entre os dipteros,
incluindo espécies de Calliphoridae (AZEREDO-ESPIN, 1982), Simuliidae (BEDO,
1975), Sarcophagidae (KAUL et al., 1978), Drosophilidae (ABRAHAM et al.,
1983), em que as bandas localizam-se principalmente nas regides centroméricas e
com menor frequéncia também em regides cromossdmicas intersticiais e teloméricas.

Comparagdes entre os resultados de banda C obtidos para os cromossomos das
espécies analisadas com os de ouiras espécies de Muscidae, bem como com os de
outros dipteros, torna-se uma tarefa dificil devido as diferengas na metodologia
adotada pelos diferentes autores.

Em M. stabulans, as figuras da prancha V monstram uma relagio entre banda

C e a constricdo secunddria, constantemente visualizada no braco curto do
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cromossomo II, embora, como muito bem revisado por MELLO (1978), nem sempre
constrigoes, secunddarias representem regides de heterocromatina constitutiva.

ULLERICH (1976), analisando cromossomos de dipteros também sugeriu a
existéncia de uma relagdio entre a banda C intersticial com uma constrigio
secunddria geralmente observada nesta regido cromossomica. Isto ja foi observado
em Chrysomya putoria (ULERICH, 1976), Gryllus argentinus (DRETS & STALL,
1974), no gafanhoto Atractomorpha similus (KING & JOHN, 1980) e em algumas
espécies de anfibios do género Litoria (KING, 1980). Nestes casos, quando a banda
C estd associada a constri¢io secundaria, a heterocromatina intersticial pode ocupar
o espaco correspondente a constricio em si, estar em torno da constri¢io ou ocupar
quase que a totalidade de um brago cromossoémico (KING, 1980).

Como ja discutido, existem alguns casos onde NORs também sido observadas
nas regioes de constrigbes secunddarias e, portanto, banda C, NOR e constrigio
secunddria estariam coincidindo. Fica, assim, dificil decidir quem est4 presente junto
as constrigoes, se estdo juntas ou mesmo lado a lado. Neste caso, é bastante usado o
método onde € feita uma combinagio entre os métodos de bandamento C e de
impregnacao pela prata (TUCK-MILLER et al., 1984). Outra maneira, ainda mais
precisa seria a técnica de hibridizagdo in situ, com sondas especificas de cada
sequéncia que se quisesse identificar.

A andlise do padrido de banda C nos cromossomos mitéticos de M. stabulans e
H. irritans, ao lado do nimero ¢ da morfologia cromossdmica, poderdo fornecer
mais subsidios para os estudos citotaxonémicos do grupo de insetos ao qual
pertencem estas espécies.

Um outro ponto interessante nas espécies por nds estudadas é com relagio ao

par sexual. As espécies estudadas neste trabalho ndo apresentam heteromorfismo em
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qualquer dos cinco pares ao nivel citologico. Nao foi detectada diferenca na
morfologia dos cromossomos, ou seja, nos tamanhos ou razdes de bracos e nos
padroes de bandamentos. Sabe-se que em virias espécies de moscas, incluindo
Musca domestica (EL AGOSE, 1992), Chrysomya bezziana (BEDO, 1991), espécies
do género Parasarcophaga (KAUL et al., 1978), varias espécies de Drosophila,
bem como espécies de mosquitos, como Aedes aegypti (WALLACE & NEWTON,
1987), Anopheles atroparvus e Anopheles labranchiae (MARCHI &
MEZZANOTTE, 1990), os cromossomos sexuais apresentam regides, bragos ou
mesmov cromossomos inteiros, heterocromadticos. Como tal situagio nio foi por nds
encontrada além da existéncia destes dados da literatura, pode-se propor a auséncia
de par sexual nestas espécies. Neste caso o(s) gene(s) para determinacio do sexo
estaria(m) espalhado(s) pelo(s) pare(s)( autossdmico(s).

Se a hipotese de fusio de cromossomos for a correta, a presenga das bandas
centroméricas ou mesmo das intersticiais, poderia ajudar na investigagio e tal

hipétese, através de estudos detalhados dentro deste grupo de Diptera.
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4. Nucleos interfasicos

Numero, tamanho, forma e detalhes estruturais do nucléolo podem variar
amplamente conforme o organismo, tipo celular e estado fisiologico da célula
(GOESSENS, 1979; HOWELL, 1975). Nas células com um alto grau de producio
de ribossomos, os nucléolos sio grandes e complexos enquanto nas células com
baixa atividade sdo, na maioria dos casos, pequenos e de estrutura simples
(SCHWARZACHER & WACHTLER, 1993). Portanto, uma diminui¢io no tamanho
do nucléolo pode ser correlacionada com um declinio na sua fungio (GOESSENS,
1979).

Através dos resultados do nosso trabalho, pode-se perceber que hd diferenca
nos tamanhos nucleolares entre os diferentes tecidos de M. stabulans ¢ H. irritans.
Nas células de ginglio cerebral, por exemplo, onde estio presentes células com
baixa atividade na fase larval estudada, os nucléolos sio menores. J4 nas células
testiculares ¢ do tecido embriondrio, que estdo em intensa atividade de
diferenciagio, os nucléolos sio relativamente maiores. Quando as células politénicas
sdo analisadas, pode-se perceber nucléolos enormes. Estas células politénicas
provavelmente sio provenientes do tecido gorduroso que de alguma forma aparecem
durante o esmagamento de ginglio cerebral. Considerando-se que as larvas nesta
fase estavam em um estigio de pré-pupa e consequentemente, em intensa sintese,
pode-se supor que hd aumento nucleolar com o aumento da atividade celular.

HEITZ (1931) concluiu que o nimero de nucléolos que aparece na telfase é
sempre constante e caracteristico das espécies, assim como o nidmero de
cromossomos. Isto foi confirmado por experimentos feitos com fibroblasto de

galinhas cultivados "in vitro" ¢ em células tumorais Ehrlich. Foi observado que o
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numero de nucléolos ndo varia durante a intérfase, mas o nimero total de nucléolos
que aparece nas células filhas no estigio de teléfase, é normalmente duas vezes
menor que nas células maes.

Contudo, a fusdo de nucléolos poderd ocorrer anteriormente, na teldfase.
Entio, o numero de nucléolos pode ser menor que o nimero de NORs, devido a uma
marcada tendéncia para os nucléolos se fundirem.

ANASTASSOVA-KRISTEVA (1977) encontrou que em virias células
humanas em cultura, o nimero de nucléolos por nicleo varia de acordo com o
estigio do ciclo celular. No final da mitose e inicio de G1, miltiplos nucléolos
existem. Os nucléolos fundem-se gradualmente e no inicio de S hd somente um
nucléolo por niicleo.

A fusao nucleolar também foi demonstrada em células binucleadas de Allium
cepa por GHOSH (1976). SCHWARZACHER ¢ WACHTLER (1993) confirmaram
que em c€lulas com longa intérfase e uma alta taxa de atividade de sintese
ribossomal, os nucléolos t€m uma tendéncia em fundir-se. Estas caracteristicas
talvez possam explicar a presenga de um ou dois nucléolos em nosso material.

Pode-se observar que na maioria das células aqui analisadas, os nucléolos se
encontram mais proximos a periferia do nicleo. Esta localizacio preferencial do
nucléolo, perto do envoltorio nuclear ou em contato direto com este, tem sido
observada em diferentes tipos de células de animais e vegetais (BOURGEOUS et al.
1982; BOURGEOUS & HUBERT, 1988), especialmente naquelas com grande
demanda de ribossomos, tais como células se dividindo ou se regenerando
rapidamente. A posic¢io periférica do nucléolo tem sido afirmada ser em parte uma

consequéncia da posicio das NORs no nicleo ¢ em parte, a expressio de um
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transporte facilitado de pré-ribossomos para o citoplasma (BOURGEOUS &
HUBERT, 1988). Contudo, estas afirmagdes tém sido ainda muito questionadas.

Nos nicleos interfisicos das células testiculares de M. stabulans pode-se
observar uma progressiva fragmentacio ou associacio nucleolar. Este fendmeno
parece que ndo foi ainda analisado para Diptera, ficando assim dificil discutirmos
nossos dados. Os preparados mostram também nucléolos intactos, demonstrando que
o estado fragmentado observado ndo € um artefato da metodologia.

Um processo de aumento do ndmero de nucléolos foi observado em
cromossomos politénicos de muitas espécies de dipteros. Calliphora erythrocephala,
por exemplo, tem um tnico nucléolo grande em células tricégenas, mas nos niicleos
politénicos de ovarios existem miltiplos nucléolos extra cromossomais (RIBBERT
& BIER, 1969). Estes miltiplos nucléolos representam uma amplificagio da
proporcao diploide de copias de genes ribossomais (RENKAWITZ & KUNZ, 1975).

Este processo de fragmentacdo de nucléolos ja foi notado em cromossomos
politénicos de Sciaridae ¢ de Rhynchosciaridae, onde um aumento da politenizagio
resulta na ruptura do nucléolo em pequenos mininucléolos dispersos pelo niicleo
(PARDUE et al., 1970). Fendmeno semelhante ocorre nos cromossomos politénicos
do quironomideo Pseudodianesa branickii, onde os nucléolos relacionados com os
cromossomos sao quebrados pela replicagio de genes ribossomais (ZACHARIAS,
1984).

E interessante comentar que apesar destes modelos de fragmentagdo nucleolar
tratarem de cromossomos politénicos, .poderiam ser comparados com os do nosso
estudo, pois nos dois casos as células estdo em interfase e portanto, estd ocorrendo

transcrigao.
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5. CEC

A variante do método de CEC foi proposta para visualizar o nucléolo e suas
mudangas estruturais ao nivel da microscopia de luz, gragas a diferente resposta ao
método apresentado por RNA em comparagio ao DNA (MELLO et al, 1993). O
uso desta variante nos nucléolos de células politénicas de M. stabulans, foi proposto
com a intengo de se destacar as regides ricas em ribonucleoproteinas e compari-las
com as regides AgNOR positivas, detectadas pelo método de impregnacgio pela
prata, visando-se estabelecer uma relacdo que expressasse alguma particularidade
funcional destas células quanto a atividade transcritiva de tDNA.

Contatou-se que a drea AgNOR positiva ¢ significativamente maior que a
evidenciada pelo método de CEC.

Nossos dados mostram correlagio positiva das dreas nucleolares com a
espessura dos cromossomos politénicos dos mesmos nicleos, que poderiam estar
representando alteragdes de politenia com o passar do desenvolvimento.

Através de andlises estatisticas ficou claro que ndo ha diferenca significativa
para espessura dos cromossomos entre os dois métodos, ou seja, isto demonstra que
a idade da larva ndo esta influenciando e que as espessuras e, portanto, o aumento da
politenia ndo variam entre os dois métodos, apesar do aumento das 4reas
nucleolares. Isto mostra que realmente a area nucleolar foi demonstrada ser diferente
em fungio dos métodos utilizados, ou seja, CEC ¢ AgNOR reagem com contetidos
diferentes. Os métodos ndo evidenciam estruturas nos cromossdmos € sim no
nucléolo, jd que houve aumento igual de espessura dos cromossomos nos dois

métodos.
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As diferencgas nos valores de area entre proteinas AgNOR positivas ¢ rRNA
demonstram neste sistema em particular, maior conteddo destas proteinas ocupando
as areas nucleolares. Parte das proteinas evidenciadas poderiam estar diretamente
relacionadas a atividade transcritiva de tDNA ou representar uma forma de estoque,

como discutido por SCHWARZACHER & WACHTLER (1993).
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* A espécie Muscina stabulans apresenta cariétipo 2n=10, sem par sexual,
sendo os pares I, I, Ill e V metacéntricos e o par IV, submetacéntrico. Existem duas
constricoes secunddrias no braco longo do cromossomo I e uma no brago curto do
cromossomo II.

* Haematobia irritans mostra um conjunto cromossémico com 2n=10, também
sem par sexual, sendo os pares I, II e V metacéntricos ¢ os demais submetacéntricos.
Apresenta uma constri¢do secundaria no brago curto do cromossomo II.

* O método de impregnacdo pela prata se mostrou inespecifico para
cromossomos mitéticos das duas espécies, confirmando assim os raros dados da
literatura para outros dipteros. Foi, no entanto, eficiente para nucléolos de nicleos
interfasicos, detectando nicleos com um ou dois nucléolos, sendo estes tltimos
encontrados com menor frequéncia.

¢ Nos cromossomos meidticos das duas espécies o método de impregnacio
pela prata detectou marcagio em um dos cromossomos: no par I de H. irritans € no
par Il de M. stabulans.

* A espécie M. stabulans apresenta banda C positiva nas regides centroméricas
de todos os pares, além de uma marcacio intercalar no braco curto do cromossomo
I1, coincidindo com a regido de constri¢io secunddria.

e Com a andlise dos nucléolos de cromossomos politénicos através dos
métodos AgNOR e CEC, pode-se supor que ha maior quantidade de proteinas do
que RNA sendo detectados. Desta forma, parte destas proteinas poderiam estar
diretamente relacionadas a atividade transcritiva do rDNA ou representar uma forma
de estoque.

* A analise morfoldgica dos cromossomos para as duas espécies, quando
comparada com a de outras espécies do grupo, poderd fornecer subsidios para o
entendimento da diminui¢do do nimero de cromossomos de 12 para 10, bem como
contribuir para estudos relacionados a evolugio do par sexual dentro da familia
Muscidae.
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