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1 — INTRODUCAO

1.1 — O Carrapato bovino Boophilus microplus

1.1.1 - Posicdo sistematica

Os acaros compreendem os artropodes incluidos na Ordem
Acari da classe Arichnida e distinguem-se facilmente dos insetos
por apresentarem, de uma maneira geral, quatro parese de patas nos
estédgios ninfais e adulto. Notdéria nos dcarcs € a reducéo da
segmentac#éo, tlo caracteristica dos demais artropodes. Essa perda
de segmentacio levou os autores a considerar os &caros Como
artropodes altamente especializados e membros de um grupo gue
muito cedo se afastou da linha de évolucéo do Filo Arthropoda.

Og carrapatos sio separados em 3 grandes familias: o8
Nuttalliellida e, que s&oc monotipicos, de importé&ncia apenas
zo0lbgica e com um unico representante, Nuttalliella namagua, due
foi descrito para o sudoeste da Africa; os Argasidae, ou

carrapatos moles e os Ixodidae, ou carrapatos duros.

Boophilius microplus (Canestrini 1887) & uma espécie de

Acaro que encontra-se, dentro de uma classificacéo geral:

Filo - ARTHROFQODA von Siebold & Stannius, 1845

Subfilo — CHELICERATA Heymons, 18062



Classe - ARACNIDA Lamarck, 1802

Subclasse - ACARI Leach, 1817

Ordem - PARASITIFORMES Reuter, 18900
Subordem — MESOSTIGMATA G. Canestrini, 1891
Familia - IXODIDAE Murray, 1877

(Flechtmann, 1873)

Ainda s&o atribuidos, com algumas controvérsias, ao

género Boophilus, cinco espécies: B, annulatus. B. decoloratus
(Eoch, 1844), B. microplus (Canestrini, 1887), B. Kohlsi

Hoogstraal & Kaiser, 1960 e H. geigyvi Aeschlimann & Morel, 1865.
B, Kohlsi é encontrada em caprinos e ovinos da Jordania, enquanto
que B. decoloratus tem como hospedeiros bovinos, antilopes e
eqiiideos nas estepes e savanas da Africa trépico equatorial. B.
geigvi & observado em bovinos da Costa do Marfin. Africa. A,
annulatos, originalmente descrita no Sul dos Estados Unidos é, no
norte da Africa e no Oriente Proximo, fregientemente referids com
o nome de B. calecavabus (Birula, 1895. HOOGSTRAAL (1956),
UILENBER (1965) e ROBERTS (1965), estudando espécies advindas do
Oriente Proximo, da Asia e da América do Sul, concluiram dgue a

pretensa espécie B. fallax., descrita por Minning para espécies

coletadas na Africa é sinédénima de B. microplus. A unica espécie
de FBoophilus admitida para o Brasil é JB. microplus (Pereira,

1982) . Segundo WHARTON (1874), este é um carrapato originario da
Asia e foi introduzido na maioria dos paises tropicais e sub-
tropicais através da importac@o de gado proveniente deste

continente.



1.1.2 - Ciclo de vida do Hpoophilus microplus
0O carrapato B. microplus tem duas fases de vida:

a) Fase de vida livre gue se realiza no solo. Teledgi-
nas ingurgitadas desprendem-se do hospedeiro, por agéo da
gravidade, caindo no solo, onde procuram um lugar abrigado para
fazer a postura de seus ovos, eendo que neste periodo as
condicdes ambientais, tais como a umidade e temperatura, séo
determinantes para fémea iniciar, néo iniciar ocu até interromper
a postura. Iniciada a postura, ela pode perdurar de 15 a 17 dias
e cada fémea pode colocar 3.000 a 4.000 ovos. Terminado o
rrocesso, a fémea morre & denomina—-se quendgina. Quando as
condigdes <climaticae s8o ideais a eclosdo ocorre de 6 a 7 diae
apbs o final da postura. Do ovo emerge wuma pequena larva,
denominada neolarva, gque logo ao eclodir n&o tem condicdes de
parasitar o animal, mas dentro de 4 a 6 dias, j&d o tem e nessa
fase chama-se de larva infestante. Esta é a larva que sobe nos
pastos & procura do hospedeiro e, se o© encontra, fixa-se e
alimenta-se do seu sangue. As larvas podem sobraviver no
ambiente, em condicles naturais, por mais de 200 dias (no Rio
Grande do Sul a sobrevivéncia de larvas ja foil observada até 228

dias).

b) Fases de vida parasitédria. As larvas infestantes,
que possuem trés pares de patas, encontrando o hospedeiro,
procuram o©os locais preferenciais para se fixarem, como seja a
bage da calda, perineo, entrepernas, peitos, tabua do pescogo e
pavilhdo auricular interno. Trés dias apos © inicio da

alimentacdo a larva forma no seu interior um inidividuvo com 4



pares de patas e pasea a se chamar metalarva. A metalarva libera,
do seu interior, um novo individuo - a ninfa. Nova metamorfose,
semelhante a anterior entdo ocorre, surgindo metaninfa. No
interior da metaninfa desenvolwe—-se um novo individuo, agora Ja
sexuado. As metaninfas, portanto, liberam ou um macho chamado
nesndro, ou uma fémea chamada nedgina. Os machos aparecem
primeiro no corpo do animal e quando maduros chamam-se gonandros.
As nedginas passam pelo instar de partendgina, quando estéo semi-
ingurgitadas e ao ingurgitarem-se completamente, chamando-se
teledginas. Nesgte instar desprendem-se do hospedeiro., caindo ao
s0lo e reiniciando o ciclo. A figura 1 resume as etapas do ciclo

de vida de Boophilus microplus.
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Figura 1: Fases do ciclo de vida de B. microplus (C. M.
Ramos, 1976. Investigaciones realizadas en el campo de carrapato.
Ministério do Desarrollo de Agropecuidria. Fac. Cien. Nat. Far.,
Ed. Esp. Univ. Panamd). Setas indicam fases analisadas neste

trabalho.
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1.1.3 - Os prejuizos causados por Boophilus microplus

Og danog diretos que o carrapato B. microplus causa &o
boi residem na depreciagdo do couro e na exanguinacdo; assim, uma
fémea do carrapato remove de 0,5 a 2 mililitrog de sangue por
dia. Considerando que um boi pode ser parasitado por milhares de
carrapatos, perdas diadrias de sangue da ordem de varias centenas
de mililitros sZo comuns. Também, durante a sua alimentacdo, os
carrapatos inoculam toxinas no seu hospedeiro e que VEO
interferir no seu metabolismo. Pela sua presenga interferem com o
comportamento sendo fator de irritacdo dos animais parasitados,
determinando reduc&o na ingestdo de alimentos por parte do

hopedeiro.

Indiretamente esse carrapato também causa prejuizos de
monta pela transmissdo de Babesia bigemina. Babesioses séo
doencas infecciosas, n&o contagiosas, inoculédveis e virulentas
que afetam principalmente mamiferos domésticos e selvagens. O
agente causador da doenca‘ € um sporozoa Babesia que é
obrigatériamente transmitido apdés o ciclo de desenvolvimento no
carrapato (Figura Z). A patologia & caracterizada por parasitismo
primario gue traz como conseqiéncia uma anemia hemolitica podendo
evoluir para um estado de chogue acompanhado por trombose
capilar. O ciclo da Babesia no carrapato é caracterizado pela
possibilidade de infestacdo da progenie por transmissao
transovariana (subgénero Babesia ou Piroplacsma). B. microplus €
responsével também pela transmiss@o da Babesia gvis; causador da

piroplasmose das ovelhas, e da Babesia (Nuttalia) equi causadora

da piroplasmose eqliina.
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Figura 2: Ciclo da Babesia (Piroplasma) bigemina no
gado e Boophilus (Fisher, M. S. Ralph say, R., 1989. Manual of

opi ina : ¥ , p. 360-361).

No gado

1. Esporozoito metaciclico infectivo inoculado pelo

carrapato

2. Trofozoito no eritrdcito

3. Ovaldide binucleado ou trofoblasto amebdide

4. Esquizonte bifido com dois merozoitos piriformes
uninucleados

5. Esquizonte maturo com dois merozoitos pilriformes
binucleados

6. Merozoitos jovens apds dissoclacglo do esquizonte e

P dIE g
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destruicio do eritrécito

7. Trofozoito jovem capaz de infectar outros eritrd-

citos.
Na fémea de Boophilus ingurgitada.

8f. Merozoito ingerido pelo carrapato e desenvol-

vendo-se dentro de um macrogametdcito.

8m. Merozoito ingerido por um carrapato (8m”) desenvol-
vendo-ge dentro de um macrogametdcito por um Pprocesso de

multiplicacdo nuclear e exflagelagdo (8m~ 7).
9f. Macrogameta feminino.

9m. Microgameta filifcorme masculino resultante da ex-

flagelacdo.

10. Zigoto hipotético que penetra em uma célula diges-—

tiva.
11. Trofoblasto em uma célula de epitélio digestivo.

12. Esporoblasto intestinal inicial produzindo blasto-

zoitos.
13. Blastozoitos intracelulares bulbares.

14. Blastozoitos intracelulares em processo de elonga-

¢cdo por fisséo.

15. Blastoquineto vermiforme em forma de clava (“club-

shaped”) Jovem na hemocele; penetram células de wvarios tecidos

——
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(conetivo, geminativo, digestivo, excretor). passando a
esporoblasto secundario produzindo blastozoitos bulbares -

blastoguinetes vermiformes.

16. Blastozoito em um ovocito, gue se desenvolvera na

geragédo seguinte de carrapatos.
Na progénie de fémea infectada de Boophilus.

17. Blastozoito no ovo qQue dara esporoblasgtos e blas-

tozoitos intercolares durante a embriogénese.

18. Blastozoito intercolar em um haembébcito larval (ou
em alguma célula conetiva, digestiva ou excretoral; se

transformaréa em esporoblastos intercalares.

19. Esporoblasto intercalar em um haemécito de uma

ninfa (ou em alguma célula de conetivo, digestivo ou excretor).

Z20-21. Blastoguinetes terminais com tropismo salivar na

hemocele.
22. Blastozoito terminal em uma célula de acido salivar

23. Trofoblasto terminal (inicio do desenvolvimento
socbre ou fora do hospedeiro., resultado depedente da temperatura

externa).

24. Esporocistos terminais produzindo esporozoitos me-—
taciclicos infectivos (1). Relativamente cada estédgio depende da

influéncia da temperatura externa sobre ingurgitamento da fémea.
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1.2 - Estudos citogenéticos em carrapatos

Inicialmente os estudos citogenéticos em algumas
egpéciea de carrapatos foram utilizados para citotaxonomia. Sendo
a classificacdo de carrapatos baseada em estruturas quitinosas,
Eanh 1964, tentou estabelecer entre dez espécies envolvendo cinco
géneros, uma classificacdo mais clara a partir da analise da
citologia nuclear. Neste estudo o autor considerou dois grupos
distintos para as espécies que estudou: os Prostriata., onde
incluiu Ixodes ricinus e Ixodes hexagonus, e os Metastriata, onde
incluiu Haemophysalis leporis palustris, Dermacentor ardersoni.
Hyalomma marginatum, Hyalomma rufipes, Hyalomma excavatum,
Hyalomma dromedarii, Rhipicephalus sanguineus e Rhipicephalus
secundus. A partir da analise de preparacbes de génédas, gléandula
galivar e sistéma nervoso central, Kanh propds que Ixodes ricinus
e I. Hexagonus com complementos dipldoides de 28 e 26 cromossomos
acrocéntricos respectivamente, e ambos tendo mecanismo de
determinacdo sexual XX:XY, possam ser separados dos Metastriata
(com ntmero dipléide de 2n = 21 para machos e 2n = 22 para fémeas
e determinagdo sexual XX:X0. Esta classificagdo baseada em
estudos cromossomicos ndoc foi considerada por Flechtmann, 1973,
embora ela tenha valor para esclarecer a dificil sistematica dos

carrapatos.

Propbs ainda Kanh, 1964, que carrapatos e aranhas com
mecanismo X0 e dez pares de autossomos possam ter evoluido de uma
linhagem comum, enquanto que carrapatos e aranhas com mecanismo
XY e XIXZO repectivamente e doze ou treze pares de autossomos

possam ter descendido de outra linhagem de aracnideos ancestrais.
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Figuras mitoticas e meidticas foram analisadas para cada um

destes carrapatos, porém nac seguenciadamente.

Em I. ricinus (determinacéo sexual XX:XY) o cromossoma
Y &€ bem pegueno € o0 X, segundo o autor, nédo & visivel em metafase
mitbébtica. Um par de cromosgsomos nos complementos mitodticos tem
uma constricdo subterminal. Eseta constricdo né&o seria o}
centrémero, pois todos sdo terminais e evidentes em segunda

metéafase meidtica.

Em I. hexagonus os centrdmeros sio todos terminais & os
cromossomes  sexuals sfo indistingliiveis em mitose. Na meiose um
par de cromossomos maiores, gue comportam-se de maneira atipica

em diploteno. poderiam ser X & Y.

Haemaphysalis leporis palustris (mecanismo de determi—
nacédo sexual XX:X0 e numero cromossdmico 2n = 21 (macho) e
2n = 22 (fémea), como og demais que serdo citados) possul sete
pares autossOmicos com centrdodmero terminal, mas tTrés pares
autossdmicos s&o metacéntricos e maiores. 0 autossomo maior
freqiientemente mostra duas constricdes em metafase mitética. Uma
destas constricdes, provavelmente a mais terminal, seja um sitio
de organizacdo nucleolar da mesma forma que o encontrado em I.
ricinus. Fases meidticas foram estudadas e s&o semelhantes &
outras espécies. Em wum cromossomo wmaior autossdmico ha

invariavelmente associado um volumoso nucléolo.

Hyalomma spp. em mitose possul cromossoma X acrocén-—
trico e maior que os autossdmicos gque também s&o0 todos

acrocéntricos. Estes cromossomos s&o de tamanho semelhante € néo
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podem ser distingiiidos com certeza um do outro pela técnica
convencional utilizada pelo autor. Em meiose de machos, como
descrito para outras espécies, o centrdmero terminal &€ claro. Em
fémeas nic foi localizada meiose e, em preparactes de ovos de
zero a duas horas apos a ovoposicio, fol possivel visualizar
pré-metafase meiotica, onde 0s Cromossomos aparecen extremamente

esticados.

D. andersoni tem citogenética semelhante & Hyalomma spp
diferindo apenas porque o X & maior que o5 autossomos, mas menor

que 0 X de Hyalomma.

Rhipicephalus spp. tem pouca diferenca no tamanho dos

cromossomos € o X ndo é identificéavel em mitose.

As deséricaes de Kanh foram discutidas por Oliver,
1965, onde na introduc&o de seu trabalho coloca gque © mecanismo
de determinacZo sexual XX:XY seria valido para a maioria, se né&o
todos, os carrapatos moles (Argasidae). J& os carrapatos duros
(Ixodidae), segundo o autor, teriam mecanismo de determinacdo
sexual XX:XO. Os machos em ambas as familias s3o invariavelmente
 heterogaméticos e o cromossomo sexual & maior que os autossdmicos
na sua maioria. QO autor segue examinando a citogenética de duas
espécies de carrapatos duros (Amblyomma moreliae e A. limbatum) ,
colocando que os mecanismos de determinacdo sexual entre 08
Ixodidae podem ainda ter uma variabilidade, sendo, no entanto,
pequena. A. moreliae e A. limbatum exibem um tipo de mecanismo de
determinacd@o sexual do tipo X1X1XoX5:X1XoY que pode ter evoluido
do sistema XX:XO através de uma translocacdo desigual reciproca

entre os cromossomos sexual maior e um dos autossdmicos.
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Oliver, 1966, volta a abordar o trabalho de Kanh, 1964,
afirmando gque seria inadequado utilizar os estudos citolégicos
para um sistema de classificacd@o devido &aos poucos trabalhos
existentes e gque a proposta na época era ainda prematura. Ao
analisar uma série de tentativas de elucidar a sistemdtica de
carrapatos, Oliver comenta o trabalho de Goroshchenko (1959,
1962) que tenta resolver algunas das controvérsias de
classificacéo dos Argasidae comparando o8 commplementos
cromossémicos (cariétipos) de espécies conhecidas cltologica-
mente. Aguele autor cita também o esquema de classificacdo de
Argasidae apresentado por Clifford et. al. (1964) que concorda
estritamente com o de Pospelova-Shtrom (1953) para taxas acima do
nivel de género. Os primeiros autores reconhecem unicamente
quatro géneros e os Gltimos colocam as espécies dentro de sete

EENETOS.

Entretanto, Oliver afirma serem insuficientes todas as
tentativas feitas até entBo para resolver 08 problemas
taxonomicoe. Porém nic descarta a possibilidade que a observacéo
Idos cromossomos possa ser valiosa para responder guestdes sobre
. as espécies interelacionadas. Oliver coloca por exemplo que O
baixo ntmero cromossémico (2n = 12) de Ornithodoros gurneyi, por
ele analisado, e o alto ntmero de O. alactagalis (Zn = 32)
estudado por Goroshchenko, 1962, representam os dois extremos dos
numeros cromossedémicos j& analisados em carrapatos. Oliver coloca
ainda que 0. alactagalis poderia ser um tetrapléide de O.
gurneyi, Goroshchenko, 1962, por sua vez sugeriu que 0. nereensis
possa ser um hibrido de O. alactagalis, com dezesselis espécies

cromossémicos, por causa da similaridade morfoldgica e ecolégica
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e o numero intermediario de cromossomos (Z2n = 24 e 28)

apresentados por O. nereensis.

Novamente Oliver, 1988, analisando a cltogenética de
seis espécies de Hyalomma (Ixodidae) egipcios nd@o obteve dados
conclusivos por citogenética que permitiscem diferenciar as
espécies deste género. Salienta ainda que este género possul
vinte autoszomos e dois longos cromossomos sexuals sendo o0
mecanismo de determinagéo do sexo QXX:XOd- Os centrdbmeros es8o0
todos terminais e autor também observou uma migracdc precoce do
cromossomo X em H. anatolicum excavatum durante Anédfase I da

meiose.

Oliver e Bremner, 1968, estudando alguns carrapatos
duros da Australia, utilizam novamente o sistema de classificacéo
Prostriata e Metastriata para fundamentar a sua abordagem. Como
Prostriata estudou Ixodes tasmani, Ixodes holocyclus e Ixodes
cornuatus. Os Metastriata estudados foram Haemaphysalis bremmneri,
H. banerofti, H. longicornis, Aponomma conooior, A. fimbriatum
(= A. szimplex), A. fimbriatum (= A. ecinctum), A. fimbriatum, A.
undatum, A. hydrosauri, Amblyomma moreliae, A. limbatum, A.

triguttatum e, ©pela primeira vez caracterizaram citogenetica-

mente, Boophilus micréplus.

Como Kanh, 1964, Oliver e Bremner., 1968, colocam gue o
mecanismo da determinac®c sexual na maioria das espécies de
Metastriata que foram estudados €& XX:XO0. Os machos 580
heterogaméticos e o cromossomo sexual pode normalmente ser
reconhecido pelo seu tamanho maior. Novamente os autores destacam

que Amblyomma moreliae e A. limbatum, s&o espécies com 2n = 21 ou
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2 e mecanismo de determinacio sexual do tipo 9X1X1X2X2:X1X2Yd{

8]

Os MESMos avtores destacam tambéem gue em Haemaphysalis
longicornis ocorre a reproducéo pela partenogénese obrigatéria e
que os machos s&0 raros em infestacdes naturails & experimentais.
0 mecanismo de determinacio XX:X0 para os Metastriatas occorre na
maioria dos carrapatos deste grupo e provavelmente & uma condicido

primitiva destes.

Esta hipdtese aparentemente € correta, pois s}
complemento cromossdmico 31-33 de H. longicornis evoluiu como um
sistema dos Metastriata e que H. longicornis representa um Ccaso
de triploidia. No entanto Oliver e Bremner destacam gque pela
morfologia dos cromossomos destas espécies dificil de ser
estudada ni&o fol prossivel evidenciar a triploidia e sugerem gque
-esta condicdo tripléide possa ser o resultado de alguns membros
de uma populacéo bissexual dipldide (XK:X0), reproduzindo-se
partenogeneticamente e que, subsequentemente, alguns tornaram-se

triploides.

B. microplus é citado por Oliver e Bremner, 1968,
dentre outros, ocasionalmente como um carrapato gue apresenta
.larvas partenogenéticas. A discussdo do trabalho continua em
torno da gquestdo da variabilidade nos nlGmeros cromossdmicos
relacionado com a triploidia. Quanto a B. microplus o0s autores
destacam ainda um aspecto interessante. Na descricido dos seus
resultados, além de colocarem gue machos deste género e espécie
tem 2n = 21 e fémeas tem 2n = 22 com mecanismo de determinacéo
sexual XX:X0, descrevem todos os cromossomos como cefalobragquiais

(acrocéntricos).
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Oliver e Brinton, 1972, ja fazem uma abordagem
diferente no campo da citogenética de carrapatos. Neste trabalho
nado exploram & citotaxonomia e abordam diferentes aspectos do
aparelho reprodutor como um todo (desde morfologia até aspectos
da espermatogénese) de Dermacentor occidentalis. Um ronto
interessante que destacam &€ o mesmo salientado por Kanh, 1964,
que diz respeito a dificuldade de se descrever os estagios de
profase I em wmeicse usando uma terminoleogia ortodoxa para
Ixodidae. Oliver e Brinton exemplificam estas divergéncias
comparando os trabalhos de Kanh com os de Goroshchenko (196@) que
respectivamente em Hemophysalis lepospalustris e Argas persicus

caracterizam diferentes, figuras meidticas semelhantes.

Esta controvérsia entre o trabalho de Kanh, 18964, e
outrag descricgdes de figuras meidticas e mitdticas ficam eainda
mais evidentes, por exemplo, quando s&o comparadas com as figuras
obtidas por Newton et. al., 1972, para Boophilus annulatus e B.
microplus. O gque é descrito em B. annulatus como uma diacinese em
divigtes noe espermatdocitos, é destacada por Kanh em uma figura
semelhante como profase II em Ixodes ricinus. Newton et. al. em
1972, por sua vez, descrevem que a configuracdc dos cromossomos
no estéagio de profase II de B. microplus é muito semelhante a B.
annulatus. Também confirmam a primeira observacédo de Oliver e
Bremner, 1968, gue o numero cromossdmico neste género € de 21
para machos e 22 para fémeas. No entanto, um ponto em Que
discordam de Oliver e Bremner seria no que se refere ao tamanho
do cromossomo X em meiose; os primeiros colocam que © Cromossomo
X em meiose de machos em B. microplus Autralianoc é de trés a seis

vezes malior que os autossomicos tanto para machos como para
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fémeas e que o autossdmico maior possul cerca de duas vezes O
comprimento do autossdmico menor. Estes resultados n8o foram
observados em B. microplus Mexicano e Newton et. al., 187Z,
atribuem estas diferencas & técnica utilizada e nd&o & fatores
geograficos. Em fémeas, neste trabalho, nfo foram observados
figuras meiéticas. No entanto, o cromossomo sexual era geralmente
1.5 a 4 vezes o comprimentoc do cromossomo maior e menor,
respectivamente, em mitose. Em andfase mitdtica foram observadas
como comung conexdes de cromatina que aparentemente consistem de
divis%o incompleta do cromossomo X e em metédfase meldtica
observaram a migracdo precoce de X. No final, uma vez dgque 08
resultados apresentados para B. annulatus foram muito semelhantes

ao0s de B. microplus, os autores concluem se difieil a

diferenciacido destas duas espécies pelo caridtirpo.

Oliver et. al., em 1974, retomam a discussao
taxonbmica, a partir da citogenética, para nove espécies de
Haemophyvsalinos da Asia. Um aspecto importante gue &€ citado neste
trabalho (além dos demais que Jja& foram analisados anteriormente)
seria o fato de nos Acari os cromossomos supranumerarios serem
raros. Os autores referem-se & uma primeira investigacé&o deste
assunto feito por Oliver e Bremner, 1968, onde encontraram 1 a 5
cromossomos supranumeridrios por célula em algumas espécies de

Aponomma fimbriatum.

Em 1977, Oliver e Osbur, tornaram a abordar, né&o
somente a citogenética, mas aspectos da maturacdc das gbnadas
durante o ciclo de vida dos carrapatos Otobius megnini e Otobius

lagophilus. Este processo de maturacio tem sido muito investigado
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ém carrapatos, pois esta diretamente associado com ¢ inicio e
guantidade de alimentacdo e com o desenvolvimento do processo

meictico.

Qutros trabalhos (como por exemplo, Oliver, 1985 e
Hayashi, 1986) tratam da citogenética de outras espécies de
carrapatos, mas basicamente abordam o gue j& foi comentado até
agora de uma maneira geral, acrescentando apenas poucas

informacdes novas que sdo especificas demais para serem

discutidas nesta discsertacido.

1.3 - Estudos citogenéticos em carrapatos com bandea—

mento

Oz trabalhos envolvendo técnicas de bandeamento para
carrapatos, s&o relativamente poucos, sendo que, em B. microplus
o trabalho mais recente, citado em bibliografia € o de Hilburn
et. al., 1989, onde, por técnicas de bandeamento NOR, localizaram
em B. microplus e em B. annulatus, um par de NORs acrescentando
que entre hibridos destas duas espécies o numero reduz para uma

tnica NOR.

Outra tentativa de melhor caracterizacdo do cariotipo
de carrapatos também foi realizada por Gunn e Hilburn, 19889,
utilizando técnicas de bandeamento. Na introduclio deste trabalho
os autores colocam que devido a alta semelhanca entre cariodtipos
de carrapatos Metastriata, técnicas para coloragio diferencial
s40c necessarias para esclarecer questes da homologia dos
cromossomos entre géneros de espécies. Gunn e Hilburn colocam

também que a maioria das técnicas de citogenética em acarinos
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teriam esido utilizadas até ent3co para analise de nacleés
meidéticos e eventos de espermatogénese. Isto resultou na
descricéo dos numeros dipldides baseados em figuras meioticas e,
ocasionalmente, mitéticas, sendo limitadas as investigacdes
preliminares em machos. O sistema de determinacédo sexzual tem sido

detectado pela falta de pareamento do cromossomo X.

Ainda neste trabalho de 1889, Gunn e Hilburn, descrevem
o caridtipo do carrapatc Rhipicephalus sanguineus com técnicas de
bandeamento C e NOR, Jjustificando a escolha desta espécie para
testagem de bandeamento, por ser de facil manutencéo em
laboratério, por possuir o cariotipo representativo para maioria
dos Metastriata (2n = 21 para machos e 2n = 22 para fémeas) & ser

a espécie mais amplamente distribuida no mundo.

Pelo bandeamento C, Rhipicephalus sanguineus mostrou
que todos os autossomos eram acrocéntricos e o cromossomo X era
distintamente subtelocéntrico com uma muito peguena zZona
eucromatica no braco curto (12% do total do cémprimento dos
cromossomos). A falta de resolucdo das bandae em estudos prévios
foi atribuida ao grau de espiralizacdo diferente dos cromossomos
durante a mitose. Gunn e Hilburn relataram resultados semelhantes

em um trabalho de Zhou et. al.. 1986, com Dermacentor silvarum -

o primeiro trabalho de bandeamento em carrapatos - onde as bandas

(81

Cs também limitaram-se as regides centroméricas.

A coloracdo com prata produziu em Ripicephalus
sanguineus um padr&o idénticeo ao da técnica de banda C, sendo a
inica diferenca gque a regifio  organizadora de nucléolo (gque

estaria logo abaixo do centromero do par de autossomos maiores)
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foram mais fortemente coradas com bandeamento C ou coloracdo em
préta, sendo gque, este resultado ocorreu porgque as regides
centroméricas teriam uma classe particular de proteinas
semelhantes as encontradas em NORs. A presenca de um unico par de
NORs foi confirmada pelos autores com coloracbes posteriores em
nacleos interfasicos de machos e fémeas onde apareciam wuma  ou

duas regifies distintas coradas com prata.

Finalmente Gunn e Hilburn coclocam gque espécles gue
contém heterocromatina em ocutros sitios que ndo os centrdmeros e
NORs podem ndo mostrar idénticos padrdes de banda C e coloracéo

com prata.

Em 1990, Gunn e Hilburn tornam a aplicar técnicas de
bandeamento em carrapatos. Desta vez analisam cinco espécies do
género Dermacentor utilizando bandeamente C e NOR, pois como 08
cromossomos entre as espécies analisadas s&o semelhantes nos
tamanhos, morfologia e numero dipléide, diferencas importantes so

podem ser feitas por técnicas de bandeamento.

Q0 cariétipo de outras espécies de Dermacentor norte
americanos que foram analisadas em outros estudos demonstraram 20
cromossomos autossdmicos e dimorfismo sexual XX:X0 com o© macho
como o0 sexo heterogamético. Cromossomos autossdmicos e X tém sido
descritos como tendo centrdmero terminal, com excecfo de um par
de cromossomos em D. variabilis como estudado por Homsher et. al.
(1988). 0Os tamanhos dos autossémicos, dentro de uma gradacdo
continua, tinham o cromossomo maior em torno de duas Vezes O
comprimento do menor. O cromossomo X era o malior elemento

cariotipico, geralmente 25 a £0% mailor que ¢ maior autossomo.
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Gunn e Hilburn discutem aue a primeira tentativa para
produzir diferencialmente regites coradas nﬁs cromossomos  usando
a técnica de bandeamento C de Sumner (1972) produziu poucas novas
informacdes (Zhou et. al. 19886). As tnicas coloracbes
diferenciais em bandas C em cromossomos de D. silvarum, (especies
Asidticas) foram observadas em torno dos centrémeros posicionados
telomericamente. Adicionalmente, Zhou et. al. (1986) estudaram a
presenca de cromossomos supranumerdrios em algumas células, sendo

easte o Tnico estudo neste sentido realizado para este género.

Investigac®es prévias de cromossomog de D. albipictus
(Oliver e Osburn, 1872) n&o identificaram variacdo no Cromossomo
X e as investigactes indicarsam gque todos o©s Cromossomos eram
acrocéntricos, ou pelo menos aparentemente desta forma; a
determinacio precisa da bosicéo do centrémero ndo seria possivel
em figuras meidoticas por causa do nivel de condensac&o, o0 gqual

pode obscurecer bracos eucromaticos muito curtos.

Al

A ocorréncia de variac8o no cromosgsomo X € O namero de
NORs ativas por sua vez, podem indicar algumas diferencas entre
populactes de D. albipictus, resultantes de _alteracﬁes que
.surgiram em laboratério. Futuras investigacdes de populacbes de
D. albipictus s&o necessarias para determinar a natureza e

extensio destas variacdes.

Espécies com um hospedeiro de D. nitens investigadas
por Gunn e Hilburn possuem um distinto cariétipo revelado por
banda C. Dois pares autosstmicos (par 1 e B8) possuem centrémeros
subtelocéntricos. Adicionalmente, a presenca de NORs no braco

curto do par subtelocéntrico menor foi tGnica. O cromossomo X era
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semelhante ao X subtelocéntrico identificado em D. albipictus e
isto nio foi oheservado em algumas outras espécies de Dermacentor
com trés hospedeiros. Gunn e Hilburn (1889) estudaram um
cromossomo X subtelocéntrico para R. sanguineus., um carrapato com
trés hospedeiros, indicando gue um cromossomo X subtelocéntrico

pode ser comum na subfamilia Rhipicephalinae.

Dentre as espécies de Dermacentor com trés hospedeiros,
Gunn e Hilburn colocaram gque D. occidentalis caracteriza—-se por
ter uma banda de heterocromatina de coloracdo clara no par 9. O
tnico par de NORs provavelmente corresponde as bandas fortes de
heterocromatina evidenciadas também no par 9. A exata
determinacdo da localizac8o da NOR no cromossomo ndo fol possivel
devido a variagdo na condensacio dos cromossomos em diferentes
preparacdes. No entanto, a presenca de uma constricdo séoundéria
em metéfase mitotica estd freqiientemente associada & presenca de
NORs, facilitando a localizacgdo das mesmas.

1

Os estudos em D. andersoni neste trabalho de Gunn e
Hilburn confirmam estudos anteriores de Kahn, 1964 e Oliver 1972,
05 gquais indicaram gue todos 08 CcromosSsomos Sa0 agrocéntricoa e o
bariétipo consiste de 20 autossomos com sistema de determinacéo
sexual XX:X0. Os padrdes de banda C indicaram algumas diferencas
entre D. occidentalis e D. andersoni. A Gltima possui bandas
heterocrométicas nos pares autossdmicos 1 (banda relativamente
clara) e 9 (uma banda escura) que foram discutidas anteriormente
em D. occidentalis. Dois pares adicionais de autossomos (3 e 7)
tem bandas heterocromdticas claras préximas aos centrdmeros. D.

andersoni foi a tnica gue apresentou guatro pares autossémicos
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com bandas de heterocromatina presentes. O unico par de NOR
presente estaria no par ntmero 9 onde a heterocromatina esté
corada mails intensamente, como discutido anteriormente para D.

occidentalis.

A Gltima espécie de trés hospedeiros estudada por Gunn
e Hilburn foi D. variabilis. Esta espécie apresentou o cariétipo
com banda C semelhante &4 D. andersoni. A unica diferenca entre as
duas espécies foi no par maior de autossomos no gqual em D.
variabilis, nao apresentavan uma banda consistente de
heterocromatina corada em tom mais claro proxima ao centrémero.
As NORs sZo mostradas nos pares de autossomos qgue exibem & banda
de heterocromatina corada de forma mais escura (par 9) como nas
outras duass espécies de trés hospedeiros. 0 cariétipo de D.

variabilis mostrou-se todo acrocéntrico.

A espécie asidtica analisada por Gunn e Hilburn,

D. silvarum, apresentou banda C restrita a regifio centromérica de
1

cada cromossomo acrocéntrico. D. silvarum e D. albipictus podem

ser, portanto, aparentemente idénticos, sendo gque ambos possuem o

X acrocéntrico.

Porém, D. albipictus apresentou tracos polimérficos em
X, Ja que alguns individuos possulam este cromossomo subtelocén-—
trico. Os autores destacam que a espécie gue teria o cariétipo
mais identificével seria D. nitens que apresenta dois pares
autossdémicos subtelocéntricos (1 e 9) e um cromossomo X subtelo-
céntrico. D. albipictus e D. nitens, teriam, portanto, caracte-
tisticas comuns que poderiam associar as duas espécies, tals como

a condicdo subtelocéntrica do cromossomo X, que foi polimdérfica

- UF.
SBioree, O

Ehiciag
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e D. albipictus, e a falta de material heterocromético associada

com NCORs.

Para finalizar, Gumn e Hilburn comparam os seus
resultados obtidos com os anteriores, no trabalho de 1889 para
R. sanguineus, destacando que o= caridétipos sic muito semelhantes
gsendo gue a Unica heterocromatina adicional notada em R.
sanguineus fol associada com NORe e ocorreu no par autossomico
maior. Aseim, a posicdo NORs & definitivamente diferente do que

foi visto em Dermacentor.

Pela ané&lise dos caridtipos de Dermacentor feitos até
entdo., Gunn e Hilburn concluem gue um caridtipo primitivo para
este género teria autossomos acrocéntricos e abundante., ou
totalmente, eucroméaticos. Rearranjos & heterocromatinizacido em
elementos destes caridtipos basicos resultariam subseglientemente

nos cariotipos distintos de diferentes espécies.

Em 1991, Gunn e Hilburn, utilizaﬁdoﬁse de técnicas de
bandeamento, tentam detectar alteracdes cromossmicas ocorridas
em trée linhagens de laboratdérioc do carrapato Amblyomma
~cajennense. Os dados obtidos indicam claramente a presenca de
" variacdo aneuploide e rearranjos cromossdOmicos em algumas
linhagens produzidas. O nimerc cromossdémico diplédéide de 21 (20
autossomos € um Gnico cromossomo X) para machos normais concorda
com o0 estudado por Oliver (1982) para A. cajennense. As
alteragdes nos numeros cromossOmicos ndo sdo devidos & ocorréncia
de cromossomo supranumerario (ou B), como ¢é demonstrado pela

auséncia de cromossomos heterocromaticos. Os autores também

descartam a possibilidade de fissdo céntrica, ndo disjunca
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meidética ou ainda a segregacio meidtica asberrante nas translo-
cagtes heterozigdticas, pelas evidéncias aque observaram nos

diferentes linhagens de carrapatos.

Gunn e Hilburn atribuem, entéo, gue as variantes
aneupldéides na linhagem M6 seriam resultantes de uma perda de
cromossomoe de um estado tripldide (a M6 possul 2n variando de 21
a 24), estado este gue poderia ter surgido por diferentes causas
(isto &, a fusido de um esperma hapldide com um ove dipldide, a
fusdo de produtos de trés clivagens nucleares, a fusdo de um
nucleo polar com uvum nacleo de ovo fertilizado ou a fusdo de um
ovo hapléide com um odcite dipldide). Considerando gue configura-
¢bes meidticas normails sdo produzidas pelo tripldide, os gametas
resultantes podem exibir variac3o aneupldidica considerével bem

como alguns gametas hapldéides normais e dipléides.

Triploidia em carrapatos foi estudada unicamente em H.
longicornis (Oliver & Bremner 1968, Oliver et. al. 1973) e
aparentemente depende da partenogénese gque ocorre‘em espécies que
mantém o estado tripldide, sendo que a polipleoidia (3n) seria
invariavelmente associada com partenogénese obpigatéria nesta
espécie de carrapato. O alto nivel de aneupldides e tripldéides em
H. 1longicornis pode ser devido & eventos de n&@o disjuncdo os
quais podem ser perpetuados mediante reproducdo partenogenética.
Assim, a evolucio de tripléide para dipldide pode ser um processo

gradual dependente da ocorréncia de partencogénese seguido pela

acumulacdo de cromossomos adicionais através da néo disjuncéo.

A formacZ3o de um tripldide & um fato seguido pela perda

de cromossomos mediante eventos de alteracdo ou em raras
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insténcias de reproducdBo sexual. Isto & visto por Guann e Hilburn
como a explanac3o mais parcimoniosa para a origem de triploidia e

de uma unica populacBio aneuploide insular mna linhagem M6

Para explicar a origem dos cromessomos despareados
observados na linhagem MB e M7, os autores sugerem gque tenham
ocorrido eventos de translocacfo enveolvendo og autossomos malior e

menor, eventos estes visiveis em bandeamento NOR. FPorém, devido a

outros diferentes padrdes de bandeamento obtidos, outras
modificacdes estariam tambén envolvidas o despareamento
cromossémico. Estas modificactes poderiam incluir: a heterocro-

matizacdo de uma malor parte de um sutessomo pequeno, Como
indicado por preparacdes de bandeamento C de linhagens M6 (mas
ndc en M7): a duplicacio da NOR (ou a adic@o de alguma outfa
estrutura que se cora em prata) no autossomo unido; e a adicdo de

regido de banda G ndo corada entre o centrdmero original do

autossomo menor e a NOR.

A ocorréncia destes cromossomos despareados unicamente
em estados heterozigéticos indicam que estes s8o de alguma Tforma
seletivos ou fatores meidticos que atuam sobre este rearranjo
cromossomico. Morfologicamente, os CTOmMoOSsS0IMos despareados
aparentam ser dicéntricos, pois Gunn e Hilburn observaram em
bandeamento C que ambos os centrdmeros estdoc presentes. Os
autores Jjustificam que estes cromossomos dicéntricos segregaram

normalmente pois teriam apenas um centromero funcional.

Finalmente, Gunn e Hilburn concluem a discussic de seu

trabalho, indicando que a linhagem M3 (com n® cromossdmico normal
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. "

de 2n = 21) pode ter sido a iniciadora das alteractes mantidos
por dois individuos dipldides ou poderia incluir alguma variagdo
aneupldide que foi subsequentemente perdida. A manutengdo da

225

variacio aneupldide na linhagem M6 (com 2n variando entre 2y
23 e 24) pode sugerir gue a linhagem M3 originou-se do cruzamento
de dois individuos dipléides normais. A linhagem M7 (2n = 21)
podem ter resultado do cruzamento de um NWRErOC dipléide normal
com individuo dipléide heterozigoto de cromossomo translocado. A
linhagem M6 por sua vez, pode ter se originado pelo cruzamento
com um  individuo gque possuia trés cromossomos extras com  um
individuo dipléide aue foi heterozigoto para o CTOMoOSS0mo

translocado.

1.4 - Objetivos deste trabalho

Em face do exposto nesta introducdo e tendo em vista
que a pesguisa citogenética em carrapatos, especialmente em
Boophilus microplus,: pode trazer informacles I1mportantes que

suxiliem no controle das infestac®es deste organismo, o presente

'trabalho tem como objetivos:

1) Caracterizar o comportamento dos cromossomos mitéti-

cos em machos e fémeas.

2) Caracterizar o comportamento dos cromossomos meidti-

cos em machos.

3) Estabelecer, através de técincas convencionais de
coloragcdo, a variagdo no nimero cromossdmico de cepas de B.

microplus que infestam os rebanhos gauchos.
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4) Estabelecer através de técnicas de bandeamento, C, G
e NOR, o cariétipo de B. microplus, na tentativa de identificar

cada par com precisio.



2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Obtencd@o das amostras

Amostras de carrapatos do género e espécie Boophilus
microplus (Figura 3) foram obtidas a partir de bovinos infestados
experimentalmente na Faculdade de Veterinédria, por gentileza do
professor Dr. Luiz Shozo Ozaki e colaboradores, do Centro de

Biotecnologia da UFRGS.

As cepas obtidas encontram-se na tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacioc das amostras de B. microplus estudadas.

Data da M® individucs Estigio dos M® individuos + Estdgio das
coleta masculinos machos femininos fémeas
MARCO/?3 ia Gonandros i@ Ninfas
MAID/93 2 Hinfas 6 Ninfas
JULHO/93 - - 12 Hedginas

e amostrazs de MARCO/9E foram utilizedas para estudos
e ciltogenética convencionals as  amostras de MAIGOE  foram
utilizadas para bandeamento C3 as amostras de JULHO/93 foram

utilizadas para bandeamento G = MNOR.

EBLIOTECA .
s =2 SETQ .
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Figura 3. Boophilus microplus. Individuos em fases de
Metalarva (3A), Ninfa (3B) e Nedgina (3C). Macho Neandro (3D) e

Gonandro (3E).
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2.2 - Técnicas de citogenética

2.2.1 — Técnica convencional

Pars EXEeCUcao das técnicas de citogenética 08
carrapatos foram dissecados sob estereomicroscédpico em soro Beadle
Ephrusegi (19386) e as gonadas transferidas para lamina gelatinada
(que permite malor adesic do material) com solucdo hipotdnica de
citrato de s&dio 9% por dez minuteos. Este procedimento serve para
abrir o8 nuaclecos e separar mais os cromossomos. Logo apds
tecido foi fixado em etanol - acido acéticeo 3:1 por trés minutos
e o esmagamento ('"sguash") foi feito com orceina acética. a 3%.
As laminas prontas eram lutadas e levadas ao microscopic para
observacido e fotografia. A partir das fotomicrografias obtidas,
os caribétipos foram montados tanto para ntcleos mitoticos como
meidticoe (n e 2n), uwtilizando-se como critérios o tamanho dos
CromossSomos e localizacdo do centromero para ordenamento dos

mesmos.

2.2.2 — Técnica de bandeamento C

Génadas de oito ninfas de infestagdes de MAIO/93 foram
usadas para bandeamento C a partir da técnica descrita por Gunn e
Hilburn, 1989, com modificacdes para tempo de exposicido ao

hidrozido de bario e coloracao Giemsa.

A técnica de bandeamento C-é resultante da extracao
seletiva dos DNAs que nac s&o das regides de banda C (Comings et.
al., 1973; Comings, 1978) seguida pela coloracdo com Giemsa das

regides que resistiram & remocdo, coloracidoc esta que ocorre
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Eracas A& interactes idnicas nos grupos fosfatos do DNA
remanescente (Comings, 1975; Comings e Avelino, 1875). Comings

(1878) hipotetizou gque a extracio preferencial de DNA =6 das

(m

possa ser devido a compactacio

L'

regites gue nfo sac de bande
fechada do DNA gue protege a heterocromatina da destruicio pelo
hidrd=zido de bario ou sais. A compactacido fechada pensa-se ser
devido a proteinas histonicas e uma falta geral de proteinas
ndo-histonicas, que s&o geralmente indicativos de regides de
cromatina ativa. Portanto, a técnica de banda C & DHNA dependente

e ndo & relacionada & presenca de proteinas especificas a nio ser

ag proteinas envolvidas na reacio de coloracio.

Apds a diessecgdo e tratamento com solugdo hipoténica, a
fixacido do tecido foli feita com 1 parte de &gua destilada. O
"squash" foi feito com laminula (também em lamina gelatinada) e a
lamina foi levada para camara de 4°C por 24 horas. Depois disso a
lamina era retirada em nitrogénio liguido e colocada por 15
minutos em temperatura ambiente em fixador Carnoy (6 partes de
metanol: 1 marte de Acido acético). Apds este tempo as léminas
eram imersas em solucio de acido cloridrico por 45 minutos &
temperatura ambiente, lavadas em agua destilada e secas ao ar. O
tratamento com &dcido cloridrico foi feito para retirar o excesso

de proteinas gqgue poderiam interferir no sucesso da técnica.

O passo seguinte consistiu em acertar o tempo adegquado
de exposicdo a0 hidrdoxido de béario (que retira as regifes né&o
heterocromaticas), gque para Boophilus microplus ficou determi-
nado; como sendo o ideal, de um minuto. O banho foi feito em uma

solucdo de hidroxido de bario a 5% sujeito a temperatura de 50°C.
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Apés este tratamento, as laminas eram lavadas em &agua
corrente, &gua destilada e incubadas em soluc8o de SSC 2x a 60°C
durante wuma hora. Novamente as laminas eram lavadas em agua
destilzda e coradas na seguinte solucdeo: Dml de Giemsa S%, Zml de
solucdc tampdo fosfato de pH 6.8 e 90ml de &asua destilada por 15
minutos. 0O excesso de corante era retirade em agua destilada
corrente e as laminas eram entédo levadas ao microscdpio para

cbhservacio & obtencido de fotomicrografias.

2.2.3 - Téenica de bandeamento G

Génadas de seis nedginas de infestactes de JULHO/93
foram utilizadas para bandeamento G a partir da técnica descrita
ror Beabright, 1971, com modificacdes na fixacgdo € no tempo de

—

exposicdo & tripsina.

A técnica de bandeamento G baseia-se no fato de qgque a
interacfo DNA-proteina, sendo diferente, produz locals preferen-—
ciais de atague para a enzima tr&psina no cromossomo. Estes
locais preferenciais obedecem para cada cromossomo um padré@o

relativamente uniforme, o que permite identificar pelas bandas

resultantes, quais os pares de cromossomos que sdo homdblogos.

Apbs a disseccdo o material fol transferido para lé&mina
limpa e ndo gelatinada, onde também passou pelo tratamentc com
solugdo hipotdnica e fixacdo com 1 adcido lético: 1 &cido acético:
1 &gua destilada, sendo feito o "sguésh“ como descrito para
bandeamento C. Apds um periodo de 24 horas em qQue permaneceram em
camara de 4°C as laminulas foram retiradas em nitrogénio liquido

e colocadas em um banho de solucdo tampdo fosfato (pH 6,8)
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durante 5 minutos. Este procedimente foi feito para evitar gque

variacbes no H, possam interferir na aclo da enzima, © gue

b

produziria alteragio no padrio de bandas. Feito isto as léminas

!1t
(M

foram mergulhadas em solugdo de tripsina por um tempo determinado

para o pressnte trabalho.

Para o carrapato B. microplus, foram testadas solucdes
da enzima a 2% e 1% durante tempos de exposigéo gue varlasram de 1
segundo & 1 minuto, na tentativa de se estabelecer o tempo
adequado. Depois da exposicido a tripsina, as laminas eram lavadas
em alcool 986% e agua destilada. A coloracdfo foi feita com a mesma
solucédo de Giemsa-tampio utilizada para bandeamento C, por 12
minutos. O excesso de corante fol retirado em &agua destilada
corrente e ag laminas foram observadas e fotografadas el

microscéoplo.

2.2.4 — Técnica de bandeamento NOR

Seis nebdginas da mesma infestacdo de JULHO/93 foram
utilizadas para bandeamento NOR, aplicando a técnica descrita por

Howell, 1977, com modificactes na fixacio do tecido.

A técnica de bandeamento NOR consiste na coloracdo com
prata da regidc organizadora de nucléclo. A prata atuaria
ligando-se & proteinas antes que ao DNA ou ENA (Howell, 18977;
Schwarzacher et. al., 1978). Da mesma forma um procedimento de
bandeamento Giemsa gque seja especifiéo para NORs (Matsuli e
Sasaki, 1973) tem mostrado envolver coloracdo de proteina
(Matsui, 1874). Buys e Osinga (1880) determinaram que a prata

liga-se especificamente & grupos sulfidril e disulfidril das
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proteinas &cidas. Atualmente, duas (Lischwe et. al., 1978) ou 3
(Hubbell et. al., 1979) proteinas foram identificadas como
proteinas da NORs que se coram com prata. Fol hipotetizado que a

funcdo destas proteinas estaria relaclconada com a transcricdo ou

0 material foi preparado sobre lamina gelatinizada,
também passando pelo tratamento com solucgdo hipoténica, fixaclo e
“squash' em 1 &cido latico: 1 &cido acético: 1 Agua destilada.
Apde periocdo de 24 horas em camara de 4°9C, as laminulaz foram

retiradas em nitrogénic liguido e mergulhadas em fizador

(T

(6 metanol: 1 acido acético) por 15 minutos. As léminas eram
secas ao ar e colocadas em solucd3o de Agua destilada € nitrato de
prata a B5O0% por 3 horas a 379C. As laminas eram sSecas o ar e
coradas com a mesma solucBo Giemsa-tampdo utilizada para
bandeamento C, por 5 minutos. Apbs o excesso de corante ser
lavado em &gua destilada, s&ss laminas estavam prontas para

cbservacdo e fotografia em microscodpio. 1

As laminacs de bandesmento C, G e NOR foram tomadas
permanentes com Entellan (Merck) permanecendo em cémara de 17°C

para secagem por 48 horas.



3 — RESULTADOS

3.1 - Cromossomos mitoticos

n

As figuras mitoticas detectadas através de preparacdes

com ‘téecnica convencional, tanto em machos como em fémess, en

estagio de Ninfa, foram as seguintes:

a) Profase (Figura 4A). Percebe-ge claramente neste ma-
terial que as cromatides irmés ja est&o em um estado de contracéo
consideréavel e o nucléolo Jja desapareceu,
~N

Figura 4A: Préfase mitética obser-

vada em gdénadas de macho de B.

microplus em estagio de ninfa.

Barra = 19 Pm-

b) Metafase tardia (Figura 4B). Observa-se nesta metéa-
face que J& ocorreu a divis8o da regiéo centromérica das

cromatides irmd3s, estando os cromossomos prontos para o inicio da

migracio para os polos opostos da célula.
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y e o Figura 4B: Metafase mitética tardia
- ; o ‘o R 1 '\\\;,
\fig,n;; com gonadas de macho de B. micro-
= g '\‘.‘-.‘ =

rlus em estagio de Ninfa. Barra =

_— 4B 19 jan.

¢) Anafase (Figura 4C). Nota-ze claramente na anafase
como na anéfase tardia (Figura 4D) a movimentagio dos cromossomos

para polos opostos da célula.

R A Figura 4C: Anafase mitdtica em g6-
o . ) nadas de macho de B. microplus em

estégio de ninfa. Barra = 190 .

= 1) A 4C
€,
-
& e Figura 4D: Anafase mit6tica tardia
i, Tl em gonadas de fémea de B. microplus
L it it e .
fo em estéagio de ninfa. Barra = 10 Jm.
' 4D

d) Teléfase (Figura 4E). Terminada a migrac@o dos cro-
mossomos, a célula comega a se reorganizar e como fica bem claro
nas figuras, este processo resultou em dois novos nucleos. Na

figura 4F observa-se uma desespiralizac&oc das crométides num

+ SETORIAL B®

TD DBE Rino i~
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estigio mais avancado e, em vista desta cbservacio, prode-se dizer

que j& se trata de uma teldéfase mais tardia.

& Figura 4E: Teldofase mitdtica em gd-

L :
P adpla nada de macho no estégio de ninfa.
- -
ta ) : Barra = 1@ .
4E .=
L T : P
2 gt Figura 4F: Teléfase mitdtica tardia

i

¢

,g%y, L % em gbnada de macho no estagic de
(Y 5 >
- {‘-‘ - I"“\" ‘

P s ninfa, onde observa-se desespirali-

F TS

- € 3
- ~ - + “
S;a>~ » V. zacio dase cromatides male avancada.
-, -
LY

.. ‘k gog | ==
Jy?; a0 2 Barra 1@ Pm.

Em uma preparacdo de gdénada de fémea em estagio de
ninfa foi possivel chservar uma ponte entre o8 Cromossomos X
durante a anafase mitética (Figura 5). Ndc foi detectado nenhuma

migracéo cromossomica andmala em mitose.

. Figura 5: Anafase mitotica onde se
ot } m . % observa uma ponte (seta ) entre os

cromossomos X. Barra = 1®‘Pm.
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3.2 — Cromossomos meidticos

As figuras meidticas detectadas em testiculo de macho
adulto de B. microplus, preparadas por técnica convencional, S&o

presentadas e descritas a seguir:

iy

- Leptétenc (Figura BA). Fol possivel verificar no

material analisado, o inicio da espiralizacio das cromatides.

— Zigdéteno {Figura 6B). Os cromossomog homélogos

se encontram pareados, mas as cromatides ainda continuam

I

agora J

em proceso de espiralizacédo.

- Paguiteno (Figuras 6C, 6D, 6E). Os crombmeros Jja

sdo visiveis e a espiralizacio dos cromossomos & cada vez malior.

- Diplétence (Figura 7A). Observa-se pontog de
crossing-over visiveis atravées de quiasmas; Jja& é possivel notar

umn inicio de repuls&o entre os homdlogos.

— Diacinese (Figuras 7B e 7C). Oz cromossomos de-—

monstram espiralizacido maxima e terminalizacdo dos quiasmas.
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Figuras 6 e 7: Fases de Profase I em testiculo de macho

(gonandro) de B. microplus. 6A, Leptéteno (seta); 6B, zigdteno;
6C, paquiteno inicial, 6D e BE, paguiteno (setas indicam os
crombmeros); TA, dipléteno; TB e 7C, diacinese. Os esguemas &0

lado das figuras s&oc de Guerra (1888).



45

Teléfase 1 (Figura 8). Foucas, entre muitas celulas

esticulo de macho adultoc (gonandro) de B.

m
(B
=
0
1'11
o,
D.‘
m
&
m
o

arn

microplus, estavam em Teldfase I.

Figura 8: Teléfase da melose I em

o Ry i macho adulto (gonandro) de  B.
vk O
¢ fw_‘ ;,‘ microplus. Seta indica as duas
o | .
i \ %q‘ﬂ ; cromatides irm#s unidas. Esguema de
I8 . f . -‘ i
\ 5 i ‘mf.-n u-'.‘—"'-‘
A L Guerra (1989).
BNz ﬂH
8

Meiose II (Figuras 9 e 10)

Metéfase 11 (Figuras BPA & 9B). Observou-se nos

nicleos metafédsicos o posicionamento tipico em placa metafasica.

Anafase II (Figuras 10A e 10B). Os cromossomos
apresentam-se com as cromédtides irmés j& separadas, mas ainda nio
s3o bem visiveis o direcionamento da migracg8o para polos opostos

da célula.

Teléfase I1 (Figuras 10C e 10D). Os cromossomos Jj&
se apresentam em processo de desespiralizacdc. Na telofase tardia
(Figura 10D) s#%o mais visiveils os dolis nucleos que se originaram,
um mais abaixo com os 11 cromossomos viéiv&is e outro mais acima

onde s6 aparecem no campd 6 Cromossomos.

Metéafase I, Anafase I e Préfase II ndo foram detectadas

nos ntcleos meidéticos analisados.
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Figuras 9 e 10: 9A e 9B, metéafase de meiosge II em gb&-
nada de macho adulto (gonandro) de B. microplus; 10A e 10B,
anéfacse de meiose Il (seta indica nicleo anafasico em 10A); 1@C,

teldofase de meiose II; 10D, teldfase tardia em meiose I1.

Esquemas de Guerra (1989). Barra na figura 9 = 10 Jam .



47

3.3 - 0 cariétipo de B. microplus

Com a téecnica convencional vutilizada, obteve-se o
namero cromossomice para B. microplus como sendo de Zn = 22 para

machos (Figura 11). Nacleocs meidticos

[~
[
go!
IWEl
B
!_11

fémeas e In =
também foram analisados, verificando-sze que o antumero cromossomico

era de

=
I

19 (Figura 12) oun = 11 (Figura 13), conforme o

cromossomo X estivesse zusente ou presente.

0 gsistema de determinacio sexual para B. microplus &

wn

XXO:XDO, sendo  que o cromossomo X em nacleos mitdticos tem o
dobro do tamanho do autossomo maior. Em nltclecs meidticos esta
distincio de tamanho entre o X & os cromossomos autossdmicos néo
& btao evidente, ficando o cromossomo sSexual guase do mesno

tamanho que o autossomo maior.

" " 'if" b1 %) 6% s M 0" “
4 2 3 4 5 6 7 8 a 10 x X

Joum
S '*"‘{‘.
2n=22 e %oty %
s ”~

10pm

11
Figura 11: Cariétipo de B. microplus montado a partir
de nGcleos mitdticos de gonada de fémems em estédgio de Ninfa,
preparado por técnica convencional onde 2n = 22. Observar cons-

tricdo em um autcssomo do par numero 3. (seta)
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Figura 12: Caridétipo de B. microplus montado a partir

do nucleo meidtico de gdnada de macho adulto (gonandro) preparada

por técnica convenciconal, onde n = 10.

v
1 2 3 4 5 8 9 10 X
‘IOHmI
n=1
]
.. :
[ %% .8
» L]
. -
! )

13

Figura 13: Caridétipo de B. microplus montado a partir

de nucleo meidtico de gdnada de macho adulto (gonandro) preparada

por técnica convencional, onde n = 11.
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Guanto a posicao do centromero, ohservou—s2 qgue e€m

&0 metacén—

(]
)]

naclecs meidticos & bem claro que 08 cromosSsom

o

tricos, inclusive o X, havendo, porém, um autossomo (o de n® 19)
que apresenta-se acrocéntrico: Em nmaclecos mitdticos a posicdo do
centromerc ni&o é clara, sendo no entanto. constants a presenca de

uma constrici@o eztracentromérica em um dos  aubtossomos - do par

numero 3. (Figuras 11 & 145

G Figura 14: Naeclso mitdtico obtido

i

\ ' \’ ’ .":3, de ginada de fémea sm estagio d
~ ‘ v » % npinfa preparada por técnica conven-—
cional. Observar a constricdo (seta

fina) em um dos autossomos maliores

'
r

;
-

' 4 ‘b e os cromossomos X evidentes (seta
14
grossa). Barra = 10 Jme

Nao foil detectada variac8o no nlmero cromossdmico nas
cepas de B. microplus analisadas. No entanto, em apenas um
individuo, localizou-se nicleos polipldides com nGmero cromossd-
mico em torno de 44 em gonada de fémea em estédgio de ninfa.

(Figura 15)

AN B P SN TN T Tt T oY O S S AT
AR - O e o0 T R
T by sy mmrdle

» Figura 15: Nucleo polipléide loca-
lizado em gonada de fémea em
e estazio de ninfa com nlmeroc cromos-—

sémicoe em torno de 44. Barra = 10
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3.4 - Bandeamento C

cnica de bandeamento C observou-se que, em B.

HE

Por  ti

5

microplus, os cromossomos apresentaram blocos de heterocromatina.

Oz pares numero 1, 4, 5, B, 8 e 8 evidenciaram

marcacdes fracas em um dos telomeros do cromossomo. Os pares
nimero 2 & 7 apresentaram uma banda peguena, mas bem corada em um

dog teltmercs. O par mumero 3 apresentou uma banda maiocr que
ocupa metade da cromatide e o par 190 apresentou duas bandas, wma

préovima ao centromero e outra no centrdmero.

0 cromossomo X. apresentou uma banda em  um dos

telémercs (Figuras 16 e 17).

A presenca de heterocromatina em B. microplus nos
telémeros em maioria, foi observada também em bandeamentoe C
realizado em nucleos meidticos, gue demonstraram marcacio

evidente nestas regides (Figura 18).

'3 Figura 16: nacleo mitético de fémea
L B
' x5 ra em estégio de ninfa de B. microplus
i * ~ r ' .
S L - obtido por técnica de bandeamento
!r_‘ h-?. \ﬁ‘:\
S i e * C. BSetas grossas indicam as duas
: Bx - .F‘ - 'N . 3
o e = = S Soa O as fins
| SN Hﬁk\gﬁ& bandas Cs do par n- 1@. Setas finas
indicam as bandas maiores do par
= =] B

16 o
n”® 3. Barra = 1@ Pm.
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Figura 17: Caridtipo de B. microplus obtido a partir de

técnica de bandeamento C.

‘ -‘.“"w.

18

Figura 18: NiGcleo meidtico de testiculo de macho adulto
(gonandro) de B. microplus, obtido por técnica de bandeamento C.
Setas indicam regiZo heterocromética predominante nos telbmeros.

Barra = 190 Jm.
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6] estabelecimento dos pares cromossomicos Toi
facilitado pelo bandeamento C, sendo possivel observar gque néo
havia polimorfismos entre os pares e o mesmo padr3c de bandas
repetia-se para Iindividuos diferentes, mesmo sendo de outras
cepas. Em algumas preparacdes, no entanto, verificou-se que

haviam bandas difusas. Uma vis&o esquemética do bandeamento C é

dado pela figura 19.

[SQUEMA DE BANDEAMENTO C EM Boophlius microplus

0 0 @8 9 6 oo
| 2 3 | ; 5

P o

B Fﬂ? 9 ﬁﬁ =

XX
. marcacéo forte

mercacdo Iraca RS R ST TR TN FIG.19

Figura 19: Vis&o esquemética dos cromossomos de B.

microplus obtidos por-técnica de banda C. Barra = 10 Pm.
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3.5 — Bandeamento NOR

Em preparacbes de macleos mitdticos através de técnica

il

com coloragédo por prata verificou que em um dos cromossomos X
em um dos cromossomos de um par autossomico haviam bkandas para

regigo organizadora de nucléolo (Figura 20).

g £ Figura Z0A: Preparacio de gdodnada de
Y
i fémeas em estiagio de ninfa de B.
. “‘-’ -
l $ microplus obtidas por bandeamento
' NOR. Setas indicam marcacdes em um
L) g
~, ‘ autossdimico malor e em um dos
. ' b [ 3
-3 - - "ﬂ_ e ey
s M 4 . cromossomos X. Barra = 1¢ um.

Figura Z0B: Outro ntcleo obtido por

-
-

bandeamento NOR. ©Setas indicam

marcacdes. Barra = 10 jmn.

——’ 208 |
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3.6 - Bandeamcnto G

Em preparactes de nucleos mitdticeos através de técnica
de bandeamento G nio obteve-se um padrio esperado de formacdo de

bandas que permitisse o reconhecimento dos pares. Para os

diferentes tempos de exposicido a4 tripsina utilizados oS
Cromossomos apresentaram-se sempre totalmente corados, né&o

havendo um padré&o entre os pares (Figura 21).

Figura Z21: Bandeamento G com expo-

sicdo & tripsina  em diferentes

concentracées e tempos.A - tripsina
a 0,02% em 1@ segundos; B - tripsi-
na a 0,02% em 5 segundos; C - tri-

psina a 0,01% em 1 segundo.ﬂanaiopm

OFRcs
BMBLIOTECA SETORIAL p@
WSTITUTO 0k BiociEmgieg



4 - DISCUSSAO

Através deste estudo realizado nos cromossomos do

I

carrapato bovino B. microplus, foi possivel esclarecer e at
mesmo reformular idéias gue ja haviam sido propostas em relacdo a
este organismo. Da mesma forma também foi possivel estabelecer
comparagdes interessantes entre B. microplus e cutras espécies de

carrapatos no campo da citogenética por técnica convencional.

Nos estudos com bandeamento, muito pouco realizados em
carrapatos, especialmente em B. microplus, dados novos foram
trazidos podendo estes ser de grande utilidade para melhor
conhecimento e controle deste organismo.

4.1 - Figuras meidéticas e mitoticas

A dificuldade que Oliver e Brinton, 1972, e que Kanh,
1964, encontraram para descrever estdgios de Préfase 1 em
Ixodidae utilizando uma terminologia ortodoxa, fol encontrada
também para B. microplus em nosso estudo, quando comparado com
figuras de Proéfase I analisadas em outros carrapatos € para o

rroprio B. microplus em estudo anterior.

0 que Kanh denomina para uma determinada configuracéo

cromossomica em I. ricinus como sendo segunda Préfase e segunda
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Metéafase. no estudo por nés realizado em B. microplus, configura-
cthes muito esemelhantes receberam a dencminagio de Teldofase I1
tardia e Teléfase II (Figuras 10C e 10D) respectivamente, devide

ao fato das crométidesg ja estarem separadas e em inicio do

Também comparando os nosso dados com os do trabalho de
Newton et al., 1972, para ¢ género Boophilus, o gue ¢é descrito
por estes autores para B. microplus como sendo uma Diacinese em

Préfase I da Meiose, nos descrevemos como uma Anafase II (Figuras

m

10A 1@B) da Meiose pelo fato das cromatides apresentarem-se
separadas. Na figura de Newton et al. n#o ha evidéncia de
terminalizacio de quiasmas (o gue caracteriza este estagio) e o

proprio gran de espiralizacio dos cromossomos descarta &

rossibilidade de ser uma Diacinese.

As fases Metafase I, Anéafase I e Préfase 11 ndo foram
detectadas nos nucleos meibéticos aqui analisados, provavelmente

por serem estégios muito rapidos.

A deteccdo de figuras mitéticas (Figuras 4A, B, C, D, E
e F) e meiéticas abundantes (Figuras 6, 7, 8, 9 e 10) em B.
microplus s6 foi possivel em estdgio de Ninfa e de machos
adultos. Foi cobeservado no nosso trabalho como no de Oliver e
Osburn, 1977, para O. megnini e O. lagophilus, uma relacao entre
periodo de inicio, quantidade de alimentac&o e desencadeamento
dos processos de divisdo celular em B. ﬁicroplus. Este achado foi
confirmado pelo fato de que em ovos e larvas infestantes
analisadas ndo localizou-se divisdes celulares, sendo que stes

correspondem aos periodos onde [a) carrapato ainda né&o
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alimentou—ge.

Da meesma a assoclacio entre fase alimentar e divisdes
celulares foi verificada em Nedginas Jovens gque apressentavam

processc de
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poucos nucleos
alimentacio ja estd 2m estiagio mais avancado e um claro declinio

no ntmero de placas metafédsicas, ou outras fases, foi detectado.

Parece existir um periodo ideal para divisdes havendo,

rortanto, certamente, relacZio intima deste fato com os processcs

-

metabblicos que & desencadeiam ao inicic do engurgitamento.

o

Essas observagdes, entretanto, precisam ser guantificadas, o que

serd feito em trabalho posterior.

4.2 - Configuractes e ntmeros cromossoOmicos

Como discutido por Oliver, 1965, para a maioria dos
carrapatos Metastriata (ou Ixodidae), também chamados carrapatos
duros ("hard ticks"), fol confirmado o nimero de cromosSsomos para
B. microplus como sendo de 2n = 22 para fémeas e 2n = 21 para
‘machos com mecanismo de determinacio sexual do tipo XXQ:XOd‘

(Figura 11).

Porém, pontos de divergéncia surgem guanto &
localizacdo do centromero observado no presente trabalho € no
realizado por Oliver e Bremner, 18968, para B. microplus e outras

espécies de carrapatos.

No trabalho que realizamos, a analise de nucleos
meidticos e a montagem do caridtipo a partir destes, revelaram

claramente a configuracido metacéntrica dos cromossomos, inclusive
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o X, com excecdo do cromossomo nunero 19, gque s mostrou
acrocéntrico (Figuras 12 e 13). Este dado diverge do descrito por
Oliver e Bremner que, mesmo observando preparacdes de ntcleos
meicticos, classificam os cromossomos de B. microplus como

acrocéentricos.

o

o do centromeroc nao

e

Em cromossgomos mitdticos a posic
ficou evidente para nés (Figura 11). Gunn e Hilburn, 1991,

obtiveram também esta auséncia de clareza para localizac8o de

-

orio

ct

centréimercs em cromoesomos mitdticos de linhagens de abora

tica

L
i

de Amblyomma cajennense, demonstrando ser esta caracter

propria de cromossomos mitéticos de carrapatos.

A técnica de bandeamento C, entretanto (como seréa
discutido mais adiante), contribuiu para, de certa forma,
reforcayr a idéia de gque seria possivel que cromossomos mitdticos
de B. microplus poderiam ser metacéntricos. Esta idéia contraria
o que ja foli descrito anteriormente por Oliver e Bremner, 1968,
também para B. microplus e outras descricbes para a maioria dos
carrapatos onde 08 cromossomos mitoticos séo tidos Como
acrocéntricos. As configuracdes das figuras 16, 17 e 18 séo

bastante elucidativas a este respeito.

Os cromossomos autosgsdmicos em meiose apresentam pouca
diferenca de tamanho entre si (Figuras 12 e 13), mas em mitose
observou-se que havia uma diferenciacdoc, principalmente em
relacdo a0 cromossomo X. Os autossoﬁos maiores em nacleos
mitéticos demonstraram manter um padrio em torno da metade do
tamanho do X e sempre um autossomo do par nlmero 3 apresentava

uma constric3o subterminal (Figuras 11 e 14). Esta constricéo

=

—r _ =a
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tzmbém foi observada por Kanh. 1964, para Haemaphysalis leporis

palustris e para I. ricinus, sendo gue este autor descarta a

possibilidade desta constrici&o eser um Cen trimerc, pols nos
carrapatos que ele analisou a regifo centromérica era bem
evidente. 0 eignificado desta contricéo sera discutido mais

adiante no item bandeamento NOR.

Diferentemente do gue Kanh, 1964, analisou em figuras
de Metadfase mitotica para I. ricinus (segundo o auter, Prostriata
com mecanismo de determinacBo sexual XX:XY, onde destaca a
dificuldade em discernir o cromossomo X dos demais autossomos),
em B. microplus o cromossomc X é bem vieivel em Metafases
nitéticas sendo reconhecido pelo seu tamanho duas vezes malor que

o maior cromossomo autossdomicoo (Figura 14).

H& uma diferenca visivel, como também em D. andersoni.
no tamanho do X por nds encontrado, quando comparado com 08

demais autossomos.

Em relacBio ao tamanho do cromossomo X em nucleos
meiéticos nossos dados concordam com os de Newton et al. 18972,
que observaram pouca diferenca do cromossomo sexual em relacé&o

aos autossomos (Figura 13).

Em figuras meidéticas Oliver, 1968, para o carrapato H.
anatolicum excavatum, e Newton et al., 1972, para B. microplus,
detectaram a migracio precoce do cromossomo X em Metadfase
neiética. Em nossas preparacdes de B. microplus ndo detectamos
este comportamento do cromossomo X (Figuras 9A e 89B), mesmo

porque foram poucas placas metafésica detectadas, dentre os
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miitos niclecs examinados.

Em algumas preparacdes para cromossomos mitdticos,
observamos como Newton et al., 1972, pontes entre o cromossomo X
(Figura 5) em Andfase mitotica, mas isto parece néo influenciar
na segregacio nermal dos cromoseomos, visto gue ndoc  foram
encontrados individucg com cromossomos supranumerdrios. Oliver et
al., 1974, destacam no seu estudo a raridade de cromossomos

supranumerarios em Acari.

Apenas um individuo com nGclecs polipldides foi
detectado dentre todos os 40 avaliados (Figura 15). Poliploidia
em B. microplus foi relatada anteriormente num trabalho de Oliver
= Bremner, 1968, como sendo conseqléncia de repreoducdo
partenogenética ocasional em condigdes naturais. Em nosso
trabalho n&c temos elementos para sugerir a causa da poliploidia,
ja que as linhagene estudadas foram mantidas em condicbes de

laboratério.

4.3 — Bandeamento C

A técnica de bandeamento C foi fundamental neste estudo
para determinar com malor clareza os pares Cromossdmicos.

Diferentemente dos objetivos dos estudos de técnica de

T

bandeamento reslizadog até entZo e analisados na introduc&o deste
trabalho, visamos uma comparagio entre o8 CromosSsomos dos
individuos da mesma espécie e ndo comparacdes citotaxondmicas. No
entanto, os resultados relatados em outras espécies de carrapatos
sem duvida auxiliam no sentido de obtermos paré&metros coerentes

para a analise dos ncssos dados.
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Analisando o que =& obteve para B. microplus
verificamos gque existe uma grande probabilidade de gue a maloria

das regides heterocromaticas reveladas pelo bandeamento C estejam

m

nas regides teloméricas & nao centrométricas, como relataram Gurr

e Hilburn, 1989 e 1990, para as espécles de carrapatos estudadas.

Esta afirmacio parte do principio de gue comparando-se

m

ag marcacgoes de bhandeamento C em cromossomos de nacleos meidtico
(Figura 13) que s&o, sem davida, metacéntricos., ndo havia nestes
regiio heterocromatica nos centrémeros, mas somente nos
telémeros. Supondo-se que esta regifo heterocromatica mantenha-se
relativamente conegervada ao longo dos processos de divisao
celular as marcacbes obtidas em cromossomos mitoticos (Figura 16
e 17) poderiam ser, portanto, teldmercos. Gunn e Hilburn, 1988,
colocam que é€ possivel a existéncia de heterocromatina em outros
sitics gue ndo no centromero (ou ainda na regi&o de NORs), mas
nédo apresentam nenhuma evidéncia experimental neste sentido em

carrapatos.

Para B. microplus o bandeamento C foi diferente do
padrao obtido por bandeamento NOE (gque serad discutido mais
.adiante), ndo concordando com o gue Guan e Hilburn, 19388,
observaram no carrapato Ripicephalus sanguineus. Estes autores
encontraram coincidéncia entre regifes marcadas por bandeamento C
e NOR. No entanto, em um ponto nosso trabalho teve concordéancia
ao doe autores citados: a regiio de provavel HNOR, que encontramos
no par 3 foi também corada por bandeamento C, mas ndc havia
marcacao mals intensa nos pontos coincidentes. Acueles autores

Justificam o excesso de marcacdo pelas duas técnicas no mesmno

S e e
Sl M
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local, como devido ao fato de que alguma classe de proteinas

existentes no centromero serem semelhantes as da NOR.

As duas bandas obtidas no par ntmero 190 (Figura 16) em
algumas rpreparacies apresentavam uma maéa resolucdo sendo dificil
de ser analisadss. Também ocorreram algumas variagdes nos
tamanhos das bandas, sendo que este fato se deve, segundo ¢ que
Gunn e Hilburn, 18980, relataram em D. occidentalis aoc grau de

espiralizacéo diferenciada dos cromossomos.

Os padrdes de bandas Cs obhtidozs em B. microplus para os
demais autossomos € para o cromosso X, partindo-se do principio
gque s&o todos metacéntricos, nio coincide com as demais espécies
J& sanalisadas na introducio deste trabalho. Isto evidencia,
portanto, gque a técnica de bandeamento C revela aspectos muito
particulares dos cromossomos de cada espécie. Tanto isto parece
ser verdadeiro que Gunn e Hilburn, 1990, utilizando técnica de
bhandeamento C, &além de outras, descreveram el Amblyomma

R
cajennense diferentes aspectos envolvidos na variacédoc do namero

- cromossdmico em linhagens de laboratdrio, detectando quais os

Cromossomos supranumerarios em nicleos com nuneros aberrantes.

4.4 - Bandeamento NOR

Para B. microplus, como descrito por Hilburn et al.,

1989, foram localizada um par de NORs (Figuras 20 e 21).

Umna das marcacdes, presentes em um dos autossomos
maiores, provavelmente coincide com a regido gque mostra uma

constricioc subterminal em wm dos autossomos do par 3 em
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preparactes convencionais (Figuras 11 & 14). Relacio entre esta
conetricido e HNORs j& foi relatada anteriormente (Kanh, 1864; Gunn

e Hilburn, 189@) para outros carrarvatos.

Diferentemente das demails espécles de carrapatos
estudados pro Gunn e Hilburn. 1889, 1992 e 1881, B. microplus
apresentou marcacio para NOR em um dos bracos de um cromossomo X.
Esta marcacac coincide com alsgumas de banda C, sem no entanto,
estes pontos comuns serem wmals intensamente corados nesta
técnica, como relatado para D. andersoni (Gunn & Hilburn, 1880)
que apresentava em banda C uma coloracdco mals intensa & presencga
de heterocromatina adicional associada a Regldc Organizadora

Nucléolo (NOR).

Se isto for verdadeiro o resultado obtido em B.
microplus, com marcacgdc coincidente de NOR & regi@o heterocro-
matica no par 3 e no cromossomo X podem indicar esta associac8o.
Esta possivel asceccliacdo entre NOR e heterocromatina também &,

5

interessante no sentido que reforca a idéla atual de gue regibes

heterocromaticas também possam eventualmente transcrever.

N&c foi cbeservado em B. microplus a associacdo entre
"NOR e nucléolo no estagio de Nedgina analisado. Suporte a esta
observacioc vem da proposta (Garcia et al., 1991) de gque o
nucléolo em B. microplus esteja intimamente associado a um
processo de rapida sintese proteica durante a& vitelogénese nos
ovocitos. Este processo ocorreria a partir de uma amplificacéo de
RHA que provocaria alteracbes detectédveis no aspecto do nucléolo

em estédgios sucessivos da vitelogénese.
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Provavelmente o nucléolo nZo tornou-sze evidente nas

1

preparacdes analisadas no presente trabalho devide ao fato de aque

a amplificacio, ou até mesmo a estruturacdo nucleclar néo

estivessem ocorrendo nos estagios analissdos.

4. 5 — Bandeamento G

Cs resultados obtidos através das concentragles e

tempos de exposic3o A tripsina usado no nosso material n8o foram

conclusivos, pois nio se obteve padrdes claros de bandas, como
encontrado pPaTra outros organismos apesar de exaustivas
tentativas.

Embora novas concentracdes e tempos possam ser

utilizados para estudos posteriores nossa experiéncia com ©

material nos permite propor como mais promissores o usc de

técnicas tais como as gue utilizam coloracdes por fluorocromos

(cromomicina Ag, que revela regies ricas em GC, e DAPI, aque
Al

localiza regiBes ricas em AT) e as que exploram os padrbes de

bandas gerados por endonucleases de restricdo como Alu (padrdes

semelhantes a bandas C) e Hae III (padrdo semelhante a bandas G).

Com o uso das técnicas acima mencionadas, além da de
Acridina orange, até o momento n&o aplicadas a Boophilus, estamos

precisos sobre o seu cariétipo dos gue oferecidos pelas bandas G.



5 — RESUMO E CORCLUSSES

Vigando contribuir para o conhecimento do caridtipo de
Boophilus microplus e assim obter informaces scobre sua bioclogia
bédsica que possam auxiliar no contrele das infestacBes por este
organismo em gado, no presente trabalho foram estudadas as

conetituicBes cromossdmicas de 40 individuos de ambos 08 sexos

nas fase de ninfa, neandro, gonandro e nedgina.

Foram utilizadas técnicas de coloracdo convencional, de

bandeamento C, G e NOR.

Com a técnica convencional utilizada obteve-se a
confirmacdo do numero cromossoOmico de 2n = 22 com determinacéo
sexual do tipo XX:X0O. Observou-se que o caridtipo de B. microplus
& constituido de nove pares metacéntricos, inclusive o X, e de um
. acrocéntrico, apesar da constatacdo de outros autores de serem

eles todos a&acrocéntricos. Nas preparacbes para CromosSsomos

mitéticos a posicio do centrbémero nédo € evidente; no entanto,

wm

para cromossomos meioticos, observou-se com clareza & LA
posicdo. Esta caracteristica parece ser propria de Cromossomos
mitéticos de carrapatos segundo observacdes feitas para o gE&nero

Amblyomma.

Nas figuras meiéticas em testiculo de macho adulto
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(gonandro), nio foi détectada a migracéo precoce do cromossomo X,
descrita por outros autores. em placa metaféasica, uma  vez  que
elas foram raras nas preparacdes obtidas. Metafase I, Anafase I e
Profass II =280 de dificil deteccdo provavelmente por se

constituirem de estagics muito rapidos.

Por bhandeamentc C, o8 pares apresentaram pouca
quantidade de heterocromatina, predominando uma banda nas regiiss
teloméricas. O cromossomo sexual possul uma banda muito pequena
em apenas um dos teldmeros. O par numero 3 apresenta uma banda
maior que ocupa metade da cromatide e o par 10 (que & acrocén-—
trico) apresenta duas bandas, uma prixima e oubtra no centromero.
0O estabelecimento dos pares foi facilitado pelo bandeamento C,
gendo posgesivel verificar gue nao havia polimorfismos entre eles e
@ mesmo padrio de bandas repvetia para individucs diferentes,
mesmo sendo de outras cepas. BEm algumas preparacdes as  bandas
eram difusas, da mesma forma que outros autores encontraram,
atribuinde esta diferenca a graus de condensacio diferentes dos
CromosSsomos. Diferentemente dos trabalho Ja descritos com
bandeamento em carrapatos, a presenca de heterocromatina foi
indicada em B. microplus na maioria dos pares, para as regides

teloméricas e ni&o apenas para os centromericos.

Por bandeamento NOR, um dos cromossomos X € um
cromossomo de um par autossdmico demonstraram banda para a Eegiédo
Organizada de HNucléolo (NOR). Uma fregliente constricéo em

ca havia sido descrita para Haemaphysalis leporis

[

Metéafase mitot

palustris, sendo que uma destas constricdes, provavelmente a mais

terminal, seria wum sitioc de organizacido nucleclar. Em B.
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nstricdo & quando foi realizada

0

microplus observou-se esta c

i

coloracédo & has

: de prata caracterizou-se uma regifio NOR em um
braco de um autossomo maior, provavelmente o mecmo do par
Também em um dos cromossomos X houve caracterizacio de uma banda

NOR.

Para bandeamento G n&o obteve-se o padrio egperado de
formac&o de bandas que permitisse um reconhecimento dos pares,
mesmo sendo testadas concentractes e tempos diferentes de
exposicdo & tripesina. Desta forma, sugerimos ao invés de novas
tentativas com tripsina, o uso de endonucleoses de restricd@c, de

fluorocromog e de acridina orange rara melhor resolucio da

estrutura cromossdmica de Boophilus microplus.
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