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[ Introducao }

A influéncia de mecanismos epigeneticos na organizacao e funcao da
cromatina e em especial a metilacao de DNA rico em CG tem sido relatada
como influenciando a organizacao de cromatina condensada. Esses estudos
envolvem tanto a hiper- e a hipometilacao do DNA, como a hiper- e a
hipoacetilacao de histonas. A ocorréncia de metilacao de DNA em sequéncias
-CCGG- em cromossomos e em cromatina condensada de nucleos interfasicos
pode ser avaliada in situ apos tratamento com enzimas de restricao Msp | e
Hpa Il [1]. Ambas as enzimas clivam a sequéncia -CCGG-, porém a Hpa Il nao
cliva essa sequéncia se a citosina interna do dinucleotideo CG estiver
metilado.

Materiais e métodos

Ninfas de 5°
estadio de
Triatoma infestans
bem alimentadas

1. Digestao enzimatica[2]

Remocao dos
tubulos de
Malpighi e
fixacao em

etanol/acido
acetico
glacial(3:1)

2. Reacao de Feulgen

3. Analise em Microespectro-
fotometro de varredura[3]

[ Resultados j
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Figura1: Nucleos de células epiteliais de tubulos de Malpighi de Triatoma infestans submetidos
a reacao de Feulgen apos tratamentos com Msp | (e,f) e respectivos controles (a, b), e com Hpa ll
(g, h) e respectivos controles (¢, d). Acham-se mostrados nucleos com um (a,c,e,g (seta)) ou
varios (b, d, f, h (seta)) cromocentros. Os tamanhos nucleares variados sao justificados pela
variagao no grau de ploidia verificado para a fase ninfal utilizada.
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Figura 2: Diagramas de dispersao de Sc% vs. AAR para nucleos de tubulos de Malpighi de T.
infestans submetidos a reacao de Feulgen apos tratamento com Msp | (A e C) (pontos vermelhos) e
Hpa ll ( B e D) (pontos vermelhos) em comparacao aos respectivos controles (pontos pretos). Foram
analisados nucleos com varios cromocentros ( A e B) e com um unico cromocentro (C e D).

Tabela 1

Dados estatisticos de Sc¢% e AAR para nucleos de tubulos de Malpighi submetidos a rea¢cao de

Feulgen apos tratamento com Msp | ou Hpa Il.

Fenotipos Nucleares

Um cromocentro varios cromocentros

Sc% AAR Sc% AAR
Tratamentos X S Mdl X S Md X S Md X S Md
Tampao de Msp | 5,97 3.76 5,243 3.86 0,79 3.71° 6.79 524 5217 3,05 0,54 2,994
Msp | 7.31 5.25 5,213 3.72 0,98 3,643 546 535 4,06 355 0.82 3.51b
Tampao de Hpa ll 440 259 3,70~ 3,99 0.60 4,00~ 363 315 282~ 3.75 062 3,76~
Hpa ll 564 305 4,998 360 1,03 3,550 450 394 345 376 0,673.68~

X: media aritmetica; S: desvio padrao; Md: mediana; n= 200. Letras diferentes na mesma coluna
Indicam diferencas estatisticas a p = 0,05 (teste estatistico nao parametrico Mann-\Whitnhey).

{ Conclusoes }

Os resultado indicam que C metiladas nao ocorrem em heterocromatina de T.
infestans, diferindo de observacoes em outros tipos de insetos [2]. Dados de
nosso laboratorio com imunocitoquimica estao de acordo com esses
resultados. No entanto, sequéncias —CCGG- puderam ser discriminadas com
a presente metodologia neste material, porem nas areas de cromatina nao
condensada (eucromatina). Conclui-se entao que metilacao de DNA nao
participe na formacao de heterocromatina de T. infestans.
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