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INTRODUGAO



Cromossomos Politénicos como modelo para estudos

citogquimicos de complexos nucleoprotéicos "in situ®.

Os cromossomos gigantes do tipo politénicos constituem um
bom modelo para estudos das altera¢des na supra-organizacdo e
composigdo cromatinica associadas a expressdo génica, ao nivel de
microscopia de luz. Essas alteracdes ocorrem ao longo do
desenvolvimento, com a diferenciacdo, em resposta a horménios e a
diversos agentes estressantes (ASHBURNER, 1978; revisdo
KORGE, 1987) .

Estes cromossomos, inicialmente estudados nas gléndulas
salivares de Chironomus por BALBILANI, KORSCHELT e CARNOY nos anos
de 1880, e redescobertos por E.HEITZ e H.BAUER em 1933 (WHITE,
1977), ocorrem principalmente em glédndulas salivares de larvas de
dipteros, embora possam ser encontrados em outros tecidos somdticos
destes insetos (RUDKIN, 1972), e em outros organismos, como
ciliados (ALONSO & PEREZ-SILVA, 1965), colembolideos (CASSAGNAU,
1968) e mesmo plantas (NAGL, 1969; CAVALHEIRA & GUERRA, 1991).

Os cromossomos politénicos resultam de sucessivas
replica¢des sem separac¢do das cromdtides (RUDKIN , 1972), sendo
constituidos por dezenas a centenas de filamentos distribuidos
paralelamente entre si e ao longo dos guails existe uma variacao na
guantidade de DNA e de proteinas histdnicas. As regides de maior
concentracgdo de DNA e histonas sdo denominadas de cromdmeros e as
regides de menor concentra¢do, de intercromdmeros. 0s cromdmeros,

de cromossomos homdélogos, geralmente pareiam entre si formando
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bandas transversais continuas, e & justaposicio de inte;crom@meros
correspondem as interbandas. O padriao de bandas e interbandas ao
longo de um cromossomo politénico é uma caracteristica especifica
de sua organizagdo, permitindo que bandas individuais sejam
reconhecidas (BEERMANN, 1972).

Algumas regides dos cromossomos politénicos de dipteros
se expandem no decorrer do desenvolvimento larval. Essas alteracdes
morfolégicas sdo geralmente reversiveis e denominadas de pufes. Os
pufes sdo decorrentes da descondensacdo de bandas e/ou interbandas
e énvolven:intensa atividade de transcri¢do. A formacdo de pufes é
a expressdo morfoldgica detectdvel da ativacdo de genes presentes
nessas bandas e/ou interbandas (BEERMANN, 1954; 1956; 1972). O
padrdo de pufacdo varia conforme o tecido e o érgdo considerado,
refletindo diferentes padrdes de atividade génica (BREUER & PAVAN,
1955; BEERMANN, 1956; AHSBURNER & BERENDES, 1978; revis3o KORGE,
1987). ‘Segundo BERENDES (1968), o} fenbmenoc de pufacdo
caracteriza-se por aumento localizado de proteinas ndo histénicas,
desespiralizagdo de DNA e sintese e estocagem de RNA
recém-sintetizado antes de ser liberado do sitio cromossémico para
0 nucleoplasma.

Além dos pufes envolvidos em sintese localizada de RNA,
um outro tipo de pufe vem sendo descrito exclusivamente para
cromossomos politénicos de dipteros da familia Sciaridae (BREUER &
PAVAN, 1955; GABRUSEWYCZ-GARCIA, 1964; SIMOES, 1970; SAUAIA, 1971;
AMABIS, 1974). Neste tipo de pufe, descrito pela primeira vez em

cromossomos de Rhynchosciara americana (BREUER & PAVAN, 1955; PAVAN
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& BREUER, 1955), denominado de pufe de DNA, ocorre uma replicacao
extra e localizada de DNA, também denominada amplificacdo génica.
O DNA extra permanece apds a regressdo do pufe (PAVAN, 1965).
Segundo pesquisas em diferentes sciarideos, este DNA amplificado
codificaria a transcricdo de mRNA responsdvel pela sintese de
algumas proteinas especiais, como as da secrecdo salivar do inseto
em época especifica de seu desenvolvimento larval (WINTER et alii,
1977a, b; De TOLEDO & LARA, 1978; WINTER et alii, 1980; GLOVER et
alii, 1982; LAICINE et alii, 1984; ZAHA et alii, 1984; MILLAR et
alii, 1985; LARA et alii, 1991).

As variagdes em composigcdo quimica ao longo dos
cromossomos politénicos, em diferentes espécies, tecidos e sob
diferentes situac¢des fisioldgicas, tém sido demonstradas através de
varias metodologias, entre as quais se incluem métodos
citoquimicos. Estes métodos, que evidenciam DNA, RNA e proteinas,
tém possibilitado apontar regides cromossdémicas apresentando tipos
especiais de DNA, de proteinas ndo histbnicas e de complexos
DNA-proteina, bem como niveis de transcricdo e amplificacdo génica,
tais como o0s achados de FICQ & PAVAN, 1957; VIDAL, 1975; 1977;
MELLO & VIDAL, 1979; 1980a; BUSEN et alii, 1982; ELGIN et alii,
1988; AMABIS et alii, 1990; GORAB et alii, 1991; CUNHA & AMABIS,
1991; ANDRIOLI & AMABIS, 1991.

Muitas observacdes 3jad foram realizadas em Cromossomos
politénicos, fazendo-se uso de métodos de basofilia relativamente
simples, como em trabalhos cldssicos de BEERMANN & BAHR (1954) e de

PELLING (1966). Mais recentemente, novos métodos de basofilia
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desenvolvidos por VIDAL e colabora@ores qguando aplicados a
cromossomos politénicos, evidenciaram exclusivamente d&reas de
sintese localizada e/ou actimulo de RNA (VIDAL, 1979) e algumas
diferencas em composigdo nucleoprotéica ao longo dos Cromossomos
(VIDAL, 1975).

Dentre os novos métodos de basofilia desenvolvidos,
aquele gue possibilita a determinacdo da concentracdo critica de
eletrélitos em cromatina (VIDAL & MELLO# 1989; MELLO & VIDAL, 1989)
ndo foi ainda utilizado em estudos de cromossomos politénicos. A
aplicacdo deste método, em células epiteliais de tdbulos de
Malpighi de Triatoma infestans e hepatécitos de ratos permitiu a
distingdo entre complexos nucleoprotéicos de dreas heterocromiticas
e eucromaticas, avaliacao da participacédo de RNA nas
caracteristicas espectrais da basofilia de &reas eucromdticas e
suas altera¢les em fungdo de diferentes estados funcionais do
organismo (MELLO & VIDAL, 1989; AMARAL & MELLO, 1989).

Tal metodologia, se aplicada a estudo de cromossomos
politénicos, talvez pudesse discriminar regides contendo
diferentes complexos DNA-proteina, localizar sitios envolvidos em
intensa sintese de RNA e informar modificacdes nos complexos
nucleoprotéicos seguindo-se a formacdo de pufes especificos. Além
disso, se fossem considerados cromossomos de sciarideos, pufes de

DNA poderiam ser também analisados.



Basofilia Metacromdtica e Concentracédo

Critica de Eletrdlitos (CEC)

A basofilia resulta de interacdes eletrostdticas entre
moléculas de um corante catibnico com grupos anidnicos de um
substrato. Dentre os corantes mais utilizados em estudos de
basofilia nuclear destaca-se o azul de toluidina. Este corante
tiazinico, em baixas concentracdes (ex.: 0.025%), PH entre 3.4 e
4.0 e temperatura ambiente, se liga eletrostaticamente a grupos
fosfatos 1livres dos 4cidos nucléicos (revisdes em LISON, 1960:
MELLO, 1976; VIDAL, 1987).

Diz-se que substratos corados com azul de toluidina
exibem basofilia metacromdtica quando o pico principal de sua curva
espectral de absorcdo aparece deslocado para comprimentos de onda
mais curtos, de 580 a 546nm (hipsocromismo). Ao mesmo tempo o©s
valores de absorbincia na regido de = 625nm (regido de pico
originalmente para solu¢bes de corante a 10'M) se encontram
sensivelmente diminuidos (hipocromismo) (revisdes em LISON, 1960;
MELLO, 1976; VIDAL, 1987).

O fenlmeno da basofilia metacromdtica depende diretamente
do hﬁmero e do grau de empilhamento das moléculas do azul de
toluidina ligadas ao substrato. Quanto mais préximas estiverem as
moléculas entre si, formando dimeros, trimeros, polimeros, maior
sera a interac¢do de seus elétrons e mais acentuado serd o
hipsocromismo e o hipocromismo em = 625nm. Desta forma, curvas de

absorcdao espectral com picos méximos localizados em torno de
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550-570nm indicam maior proximidade dos sitios de ligacdes no
substrato, disponiveis para se ligarem as moléculas do corante
(revisdo em MELLO, 1976; VIDAL, 1987)

Com Dbase em estudos de basofilia metacromdtica, e
utilizando-se os seus principios, pdde ser sugerida a rigueza em
lisina na proteina bdsica complexada ao DNA em espermatozdéides de
Apis mellifera (MELLO & VIDAL, 1973), acompanhada a substituicdo de
proteinas histdnicas somaticas por proteinas semelhantes A
protamina nos espermatozdides do gafanhoto Staurorhectus
longicornis (MELLO & VIDAL, 1977), determinadas diferencas
estruturais em cromossomos politénicos de Rhynchosciara americana
(VIDAL, 1975; MELLO & VIDAL, 1979) e de Drosophila nebulosa
(RECCO-PIMENTEL, 1982, RECCO-PIMENTEL & MELLO, 1986) e detectadas
anomalias quimicas em complexos DNA-proteina de espermatozdide de
touro (MELLO , 1982; BRITTO & MELLO, 1988; BELETTI & MELLO, 1991).
P6de também ser determihado 0 mecanismo de interag¢do do DNA com
algumas drogas, como a hicantona (MELLO et alii, 1978; SIMONI &
MELLO, 1986), bem como sugerida a ativacdo génica em cromocentros
de Triatoma infestans apds choque de temperatura (DANTAS, 1990).

A aplicacdo dos principios da basofilia ganhou um novo
dimensionamento para estudos de mudangas em composicdo e/ou
estrutura de complexos nucleoprotéicos com os estudos sobre
competicdo entre cations inorgdnicos e moléculas de azul de
toluidina por sitios disponiveis no substrato. Isto consistiu nos
principios do método de concentrac¢do critica de eletrélitos (CEC)

para complexos nucleoprotéicos, proposto em 1989 por VIDAL & MELLO.
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O método de CEC havia sido originalmentewdescrito por
SCOTT (1960; 1970; 1973) no estudo da localizag¢do e identificacédo
de diferentes <compostos anibnicos da matriz extracelular
(glicosaminoglicanos dcidos), usando como corante o azul de alcian.
SCOTT (1960) considerou o valor de CEC como sendo a concentracido de
cdtions inorgdnicos, expressa em molaridade, na qual a coloracédo
deixava de ser verificada. Isto ocorria devido a competicdo entre
as moléculas do corante catiénico e os cédtions inorgadnicos pelos
sitios disponiveis dos componentes anidnicos do substrato. De
acordo com O tipo e as forc¢as das cargas dos cétions inorgdnicos
adicionados e das afinidades dos componentes anibnicos, a coloracdo
do substrato aparecia completamente abolida em uma certa
concentragdo dos cdtions inorgédnicos (SCOTT, 1960; 1970; 1973;
SCOTT & DORLING, 1965; SCOTT & STOCKWELL, 1967).

O principio de CEC foi sugerido por VIDAL & MELLO (1989)
para éstudos de mudangas em composicdo e/ou organizacdao dos
complexos nucleoprotéicos, empregando-se o azul de toluidina, como
corante catidnico, em virtude de suas bem conhecidas propriedades
fisico-gquimicas e de estéreo-arranjamento (VIDAL, 1987) e Mg?* como
cdtion inorgdnico. As moléculas do azul de toluidina competem com
os ions Mg* pelas ligacdes com grupos fosfatos disponiveis no DNA
e RNA. Neste caso, a CEC é considerada como o valor da concentragdo
de Mg*, em molaridade, no qual a metacromasia dos complexos
nucleoprotéicos é completamente abolida (VIDAL & MELLO, 1989; MELLO
& VIDAL, 1989; AMARAL & MELLO, 1989).

VIDAL & MELLO (1989) demonstraram, "in vitro", que a CEC
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do cgmplexo DNA/H1 era mais baixa do gue a CEC do DNA puro, porém
mais alta do que a do complexo DNA/protamina. Por outro lado, MELLO
& VIDAL (1989) constataram gue diferencas na disponibilidade de
grupos fosfatos do DNA e no estado de condensacdo do complexo
DNA/proteinas da eucromatina e heterocromatina em células de
Triatoma infestans, "in situ", estavam associadas a diferentes
valores de CEC. Além do mais, estes valores apareciam alterados em
condig¢des de "stress' como no jejum prolongado (AMARAL & MELLO,
1989).

Por ser a CEC uma metodologia sensivel para deteccgdes de
diferencas ao nivel de complexo DNA/proteinas (AMARAL & MELLO,
1989; MELLO & VIDAL, 1989 e VIDAL & MELLO, 1989) é de se esperar,
portanto, qQue sua utilizacdoc para o estudo de Cromossomos
politénicos ©possa se revelar de utilidade para demonstrar
diferencas em composic¢des e/ou organizacdc nos mesmos CromosSsSomos

durante o desenvolvimento larval.
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Breve descrigdo dos cromossomos politénicos de

Trichosia pubescens (Diptera:Sciaridae)

A espécie Trichosia pubescens apresenta Cromossomos
politénicos de facil identificacd@o e com ocorréncia de pufes de
DNA e RNA. Além disso, 0s mesmos possuem caracteristicas
morfolégicas e fisioldgicas que diferem conforme as fases do
desenvolvimento larval.

Os cromossomos politénicos das glédndulas salivares de
Trichosia pubescens foram denominados de A, B, C e X por AMABIS
(1974), com base em estudos realizados por METZ (1935) em algumas
espécies da familia Sciaridae. No mapa citoldgico 'proposto por
AMABIS (1974; 1983a), cada cromossomo estd dividido em sec¢des
numeradas e cada seccdo subdividida em subsec¢des identificadas por
letras maidsculas (ANEXOS 1-4). No processo de esmagamento notam-se
pontos especificos de quebra em cada cromossomo, Que sdo
interpretados como regides sub-replicadas (AMABIS, 1974; 1983Db).

AMABIS (1974) verificou em seus estudos gque O CromosSSOmo
A é o mais longo, apresentando 472 faixas em 28 sec¢des. Seu
ponto especifico de qguebra mais freguente estd entre as regidles
Al7C ( a primeira letra indica o cromossomo, © numero é secgdo e a
letra subsequente, a subsecgdo) e Al8A. Da regido 1 até a 17
denomina-se de cromossomo A longo (Al) e da sec¢d@o 18 a 28, de A
curto (As) (s= short, termo em inglés). Existem ainda, nesse
cromossomo, dois pontos de gquebra menos freguentes: AISA/A19B e

Al16D/A17A (ANEXO 1). -
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O cromossomo B apresenta 417 faixas em 25 seccdes. As
regides BS5F/B8A e BI9C/B10A correspondem aos pontos especificos de
guebra mais freguente. As secgdes B6, B7, B8 e B9 consistem em
bandas espessas com didmetro menor em relacdo ao das demais
secgbes do cromossomo. Da secgdo 1 a 5 denomina-se o cromossomo de
B curto (Bs) e da secgdo 6 a 25 de cromossomo B longo (Bl) (AMABISG,
1974; 1983a) (ANEXO 2).
O cromossomo C tem cerca de 350 faixas, subdivididas em
23 secgdes, sendo o menor dos autossdmicos. Seu ponto especifico de
guebra estd entre as secgdes CI1l2F/Cl132A, embora ocorra numa
frequéncia menor que os demais cromossomos. O segmento denominado
de C longo (Cl) corresponde as secgdes de 1 a 12 e o C curto (Cs)
as secgbes de 13 a 23 (AMABIS, 1974 e 1983a) (ANEXO 3).

O cromossomo X apresenta 463 faixas em 23 seccdes. O
segmento do cromossomo denominado de X curto (Xs) corresponde as
secgdes de 1 a 9 e de X longo (X1) as seccgdes de 10 a 23. De aéordo
com AMABIS (1974), a regido organizadora nucleolar (NOR) estéd
localizada na sec¢do X10 ( mais especificamente X10A, X10B e X10C).
Entre as sec¢des X8A/X10B situam-se os pontos especificos de quebra
mais fregquente (ANEXO 4).

A fase larval de Trichosia pubescens consiste de 4
estddios (MORGANTE, 1969). O 42 estddio, que precede a pupacdo,
caracteriza-se por apresentar modificag¢des significativas no
desenvolvimento e foi dividido arbitrariamente por AMABIS (1974) em
fases: L, a L, e P, a P,, com base nas caracteristicas externas da

larva e pelo seu comportamento quanto & alimentacdo e locomocgdo.
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Sabe-se que durante o ciclo de vida larval dos diptgros
tém-se mudanc¢as nos padrdes de pufes dos cromossomos polité&nicos,
principalmente nos estddios de pré-pupa e pupa que antecedem a
histélise das gléndulas salivares. Em Trichosia pubescens, nas
primeiras fases (L; a L,) ndo ocorrem grandes alterag¢des.
Entretanto, de Ls até a pupagdo ocorrem modificacdes significativas
nos padrdes de pufes e sintese de proteinas. Neste periodo podem
ser encontrados cerca de 25 pufes de DNA e mais de 300 pufes de RNA
(AMABIS, 1974; 1983a).

Além disso, os padrdes de pufes variam de acordo com a
regido considerada da gldndula salivar. Estas variacdes s3o bem
mais acentuadas entre as regides anterior e posterior da gléndula
em larvas jovens do que apds a fase L, do desenvolvimento (AMABIS,

1974).
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OBJETIVOS

O presente trabalho visa determinar a CEC em CromoSSOmos
politénicos de Trichosia pubescens, nas diferentes fases do 4°
estddio larval, apds a acdo de dois diferentes fixadores. E de se
esperar gque o0s valores de CEC variem nas diferentes regides
cromossémicas (bandas e interbandas), em decorréncia das alteracdes
morfoldgicas e fisioldégicas gue ocorrem ao longo do

desenvolvimento. Considerando-se que o0s valores de CEC venham a

variar entre as regides cromossdmicas pretende-se:

a)- determinar a CEC em regides envolvidaé em intensa sintese
de RNA;

b)- detectar modificacdes em CEC que espelhem alterac¢des nos
complexos DNA/proteinas no decorrer do processo de pufacdo,
especialmente em regides que originam os pufes de DNA, tentando
relacionar os achados com outros dados conhecidos de composicdo,
estrutura e atividade génica;

c)- dinvestigar possiveis diferencas em CEC associadas a
diferentes complexos DNA/proteinas, supostamente ocorrendo em
regides heterocromdticas e/ou sub-replicadas;

d) - determinar a resposta das diferentes regides cromossdmicas
& uma variante do método de CEC que evidencia complexos

ribonucleoprotéicos (MELLO et alii, 1993).



MATERIAL E METODOS
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MATERIAL

As larvas de Trichosia pubescens (Diptera, Sciaridae)
foram obtidas do Laboratdério de Sciarideos do Departamento de
Biologia do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo
(USP) e originalmente procedentes da cidade de Mogi das Cruzes, S&o
Paulo.

No-laboratério as larvas foram mantidas a 18°C, em caixas
de plédstico cobertas com placas de vidro e contendo no fundo uma
camada de terra esterilizada, umidecida com &gua destilada. Sua
alimentacdo consistia de uma mistura de ‘"rama" de batata-doce ou
alfafa moida fermentada, récéo para suinos e fubj, umidecida por
uma solugdo aquosa de mel e fermento "Fleischmann".

Os cromossomos politénicos utilizados para o estudo de
CEC foram preparados a partir de glédndulas salivares. Em Trichosia
pubescens, as gldndulas salivares s3o estruturas pares, tubulares,
longas e finas (Figura 1)localizadas na regido dorsal da larva e
percorrendo a maior parte do seu corpo. As gléndulas sdo formadas
de células politénicas cujos tamanhos variam em diferentes seccdes
do 6rgdo denominadas de S,, S,., S,, e S, (AMABIS, 1983b). A regido
escolhida foi a S,, por apresentar cromossomos polité&nicos maiores
em relacdo aos das outras regides da glédndula (Figura 2).

O valor de CEC nos cromossomos foi determinado nas fases

L., L, e P, do 4¢° estddio larval.



Figura 1

Glandula salivar de T. pubescens, no 42 estéddio
larval, fixada em glutaraldeido a 2% mostrando as
diferentes sec¢des do 6érgdo (S,, P, S,., S, © Si).
Microscopia de contraste de fase. Cortesia do

Prof. Dr. José Mariano Amabis.






Figura 2

Detalhe em microscopia de contraste de
fase da regi&o proximal (S,) da glandula

salivar de T. .pubescens, no 4° estidio lar-

val. Cortesia do Prof. Dr. José Mariano

Amabis.
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METODOS

- Dissecg¢d@oc das Larvas

As glandulas salivares, de larvas anestesiadas em gelo,
foram dissecadas na prépria hemolinfa do inseto usando estilete e

pinca de ponta fina sob microscédpio estereoscdédpico.

- Preparagdes Citoldégicas

1- Fixagdo e Processamento

1.1. Fixacgdo em etanol-acido acético (3:1)

A regido glandular S,, separada das demais regifes e do
corpo gorduroso, fol passada para uma mistura de etanol-acido
acético (3:1) por 2 minutos. Em seguida, cada porg¢do S; da glandula
foi colocada sobre uma gota de &cido acético a 50% na laminula por
1 minuto. As laminulas foram entdo "pescadas" com as laminas e
procedeu-se ao esmagamento. As laminas foram colocadas em etanol
70% por 5 minutos, apds a retirada das laminulas em nitrogénio
liguido. As 1léminas foram secadas ao ar e guardadas a seco a

temperatura ambiente.
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1.2. Fixacgdo em paraformaldeido

As gléndulas salivares apds terem sido retiradas do corpo
gorduroso foram fixadas numa solucdo salina (tampdo fosfato, NaCl,
NP40) contendo paraformaldeido na concentracdo de 1.75% ( em
JAMIRICH, M. et alii, 1977, modificado na concentracido de
paraformaldeido para Trichosia pubescens por AMABIS, comunicacéo‘
pessoal). Apds 1 minuto, as glé&ndulas foram colocadas sobre a
laminula numa gota de solucdo de &cido acético a 50% e
paraformaldeido a 1.75% (1:1) por 3 minutos. Decorrido esse tempo,
fez-se o esmagamento com © mesmo procedimento descrito como na
fixacdo em etanol-4cido acético (3:1). As gléndulas salivares
fixadas em paraformaldeido foram utilizadas somente para se

determinar a CEC dos cromossomos no geral.
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2~ Citoguimica

Os cromossomos, tanto fixados em etanol-acido acético
(3:1) como em paraformaldeido a 1,75%, foram tratados pela solucdo
de azul de toluidina (Merck) a 0,025% em tampdo McIlvaine pH 4.0
por 15 minutos a temperatura ambiente (controle), segundo método de
VIDAL (MELLO & VIDAL, 1980Db).

Outros preparados cromossdmicos foram tamﬁém tratados com
azul de toluidina, porém a esta solugdo corante foram adicionadas
concentra¢des crescentes de MgCl, (Merck): 0.05M, 0.08M, 0.10M,
0.12M, 0.15M, 0.18M, 0.20M, 0.30M e 0.50M (material fixado em
etanol-&cido acético); 0.10M, 0.15M, 0.18M e 0.20M (material
fixado em paraformaldeido) (VIDAL & MELLO, 1989; MELLO & VIDAL,
1989). Tal procedimento visou a determinacdo dos valores de CEC dos
cromossomos no geral.

Além disso, em outra parte desses ©preparados
cromossdmicos fixados em etanol-dcido acético, procedeu-se a um
tratamento com RNase III em soluc¢do aguosa a 0,1% (Sigma) a 37°C por
1 hora antes de se proceder a coloracdo com azul de toluidina
0.025% pH 4.0. Foram utilizadas solu¢des corante sem adicdo de MgCl,
(controle) e com adi¢do de MgCl, nas concentracgdes de 0.08M; 0.10M;
0.12M, 0.15M e 0.20M.

Em algumaé preparac¢des a coloracdo foi seguida por
tratamento com solug¢des aguosas de MgCl, em diferentes concentracgdes
(0.05M sem tratamento enzimdtico e 0.05M e 0.08M tratadas com

RNase), um procedimento proposto para evidenciacdo de nucléolos e
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de outras regiles e/ou estruturas celulares ricas em RNA (MELLO et
alii, 1993). Todos os preparados, apds coloracdo, foram lavados em
agua corrente, secados ao ar, diafanizados com xilol por 10 minutos

e montados em eukitte (MELLO & VIDAL, 1980b).

- Fotomicrografias

As micrografias foram obtidas em fotomicroscépio Zeiss
Universal, utilizando-se filmes Gold 100 - Kodak. As revelacdes e

ampliagdes foram feitas em laboratério fotogrdfico profissional.



RESULTADOS
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Material fixado em etanol-&cido acético

Nas Pranchas I e II sdo observadas as imagens dos
cromossomos politénicos de Trichosia pubescens corados com azul de
toluidina em situagdo controle. Na Prancha I, observa-se também a
basofilia metacromdtica do citoplasma, a gual aparece removida apds
tratamento com RNase (Prancha 1I) deixando de ser constatada.

Nas 'figuras da Prancha I sd3o destacados os pontos
especificos de quebra dos cromossomos A, B, C e X, embora pontos
adicionais de quebra possam ocorrer durante as preparac¢des por
esmagamento. No ponto de quebra do cromossomo X tem-se a NOR
destacada (fig. 1 4).

Os padrdes de distribuicdo de bandas e interbandas
desses cromossomos politénicos podem ser, inclusive, comparados aos
descritos para preparados corados com orceina lacto-acética,
obtidos com os mesmos métodos de disseccao, fixagdo e esmagamento
(ANEXOS 1 a 4, AMABRIS, 1983a).

Nos cromossomos corados com azul de toluidina (Prancha
I), nota-se que algumas regides, de maneira geral, apresentam-se
mais fortemente coradas, como por exemplo, as regides dos
cromossomos: A (Al/A2); B (B25); c (Cl; Cll e C23) e X (X1; X2; X22
e X23), quando comparadas com 0s cromossomos corados com orceina
lacto-acética (ANEXOS 1 a 4). J& no cromossomo X, as regides
X19E/X20B nd@o aparecem tdo distinguiveis quanto na coloracido com

orceina lacto-acética.



PRANCHA I

Cromossomos politénicos de T. pbubescens do 4° estddio
larval, regido S, da glandula salivar, fixados em etanol-&cido

acético (3:1), corados em solucdo de azul de toluidina 0.025%

pH 4.0. (Tf{) metacromasia citoplasmitica.

Figura a - Cromossomo A, fase Ls. Notar O ponto especifico
de quebra (#) resultando nos fragmentos A curto

(A;) e A longo (A,). Aumento: 1.080X.

Figura b - Cromossomo B longo (B,), fase P,. A seta indica o

ponto de quebra mais frequente. Aumento: 1.152X.
Figura b’ - Cromossomo B curto (B.), fase Ls. Aumento: 1.080X.

Figura c - Cromossomo C, fase L. (%) ponto especifico

de guebra. Aumento: 920X.

Figura 4 - Cromossomo X, fase P,. Notar o ponto especifico
de quebra () e a regido organizadora do

nucléolo (NOR) (P Aumento: 920X.






PRANCHA IT

Cromossomos politénicos de T. pubescens do 4° estddio
larval, regido S, da glandula salivar, fixados em.etanol-&cido
acético (3:1), corados em solucdo de azul de toluidina 0.025%

pH 4.0, tratados previamente com RNase 0.1%.

Figura a - Cromossomo A, fase L,. A longo (A,); A curto (A,).
Aumento: 920X. 1
Figura b - Cromossomo B longo (B,), fase Ls. Aumento: 1.152X.
Figura ¢ e d - Cromossomos X 1longo (X,) e X . curto (Xg),
respectivamente, fase L. Aumento: 1.152X.
Figura e - Cromossomo C, fase L,. () ponto especifico de

quebra. Aumento: 1.152X.
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Por outro lado, nota-se que também as interbandas
apresentam-se mals coradas do gque em cromossomos corados com
orceina lacto-acética, dificultando as vezes, a distincd@o entre
bandas e interbandas. Quando a coloracido com azul de toluidina é
precedida por tratamento com RNase (Prancha II) hd uma melhoria na
producdo da imagem de bandas, assemelhando-se mais com a situacdo
em gue o0s cromossomos foram corados com orceina lacto-acética
(ANEXOS 1 a 4). '

Esses cromossomos tratados com solucdo corante contendo
MgCl, 0.05M exibem ainda, cor violeta. Quando tratados com solucdo
corante contendo MgCl, 0.08M (Prancha III), a cor dOS CromosSsSomos
no geral passa a azul-esverdeada, sendo que algumas regides
apresentam-se mais fortemente coradas e outras regides permanecem
violdceas. Apds tratamento com solucdes corante contendo MgCl, tanto
na concentrac¢ao 0.05M como na 0.08M, -observa-se a metacromasia
citoplasmdtica.

Além disso, grdnulos violdceos aparecem destacados nos
cromossomos corados com solugdo contendo MgCl,, os guais sdo vistos
dispersos ou distribuidos ao 1longo dos Cromossomos e mesmo
concentrados em regides de guebra, como nas regides 18 do
cromossomo A curto (As); 13 do cromossomo C; e 10 do cromossomo X
longo (X1) (pPrancha III, figuras a e d).

A cor em verde exibida pela maioria das regides dos
cromossomos foil vista na concentracdo de MgCl, 0.10M (Prancha IV)
estabeleceu-se assim, para estas, o valor de CEC, muito embora

algumas regides cromossdmicas nessa concentraCio se apresentassem



PRANCHA III

Cromossomos politénicos de T. pubescens do 4° estadio
larval, regido S, da glandula salivar, fixados em etanol-4cido

acético (3:1), corados em solug¢do de azul de toluidina acrescida de

MgCl. 0.08M. (if‘() metacromasia citoplasmdtica; (—e) regides
violéceas; (=) grdnulos viol&ceos.
Figura a - Cromossomo A curto (A,) e C, fase P;. Notar o

ponto especifico de quebra (¥€). Aumento: 1.152X.

Figura b - Cromossomo A longo (A,), fase P,. Aumento: 1152X.

Figura ¢ - Cromossomo B longo (B,), fase L,. Aumento: 920X.

Figura 4 - Cromossomo X longo (X,), fase P,. Aumento: 1.152X.
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fortemente coradas, exibindo «cor azul e outras ainda se
aé&esentassemlvioléceas,<iastacadas com setas nas figuras. O valor
de CEC para estas €, portanto, assumido como sendo superior a 0.10M
(Tabelas I a 1IV). Nota-se também, nesta situacdo, os grénulos
violdceos distribuidos ao longo dos cromossomos com predisposicio
nas regides teloméricas e nos pontos de quebra e a basofilia
metacromdtica do citoplasma.

Nos preparados submetidos a coloracdo com azul de
toluidina contendo concentrag¢des crescentes de MgCl, (0.12M; 0.15M;
0.18M; 0.20M; 0.30M e 0.50M) verificam-se ainda, regides violdceas
e o0s caracteristicos grédnulos. Além disso, nessas concentracdes, a
basofilia metacromdtica do citoplasma continuou a ser constatada.

Com base nos mapas citoldgicos proposto por AMABIS (1974;
1983a,b) foil feito o reconhecimento das regides que se apresentaram
violdceas, nas concentra¢des de MgCl, 0.10M, 0.30M e 0.50M. Essas
regides foram identificadas através de fotografias das preparacdes
citoldégicas nas diferentes situacdes, considerando-se cada fase em
estudo, e ainda através de uma andlise direta dos cromossomos ao
microscépio de luz. Contudo, ndo se pode descartar a possibilidade
de que alguma regido nao tenha sido identificada, e
consequentemente ndo apresentada (Tabelas I a IV).

As regides assim identificadas estdo apresentadas nas
tabelas de I a 1V de acordo com os valores de CEC assumidos em
intervalos de concentrac®es de MgCl,, nas fases L., L, e P,

considerando separadamente cada Cromossomo.



PRANCHA IV

Cromossomos politénicos de T. pubescens do 4°¢ estadio
larval, regido S; da glédndula salivar, fixados em etanol-&cido
acético (3:1), corados em solugdo de azul de toluidina acrescida de
MgCl, 0.10M. (Y ) metacromasia citoplasmitica; (—) regides

viold&ceas; (=) grédnulos violdceos.

Figura a - Cromossomo A longo (A)) e A curto (A.), fase P,.

Aumento: 920 X.

Figura b - Cromossomos X curto (X.) e X longo (X,), fase P,.

Aumento: 1.152X%.

Figura ¢ - Cromossomo C, fase, L,. Aumento: 1.152X.

Figura 4@ - Cromossomo X longo (X;) e A curto (A,), fase P,.

Aumento: 1.152X.
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