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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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Tabela | - Valores de CEC, em intervalos de concentracao de MgClz, em molaridade, de diferentes

regices do cromossomo A de Trichosia pubescens, que se apresentavam metacromaticas na

concentragao de MgCiz 0,1M, nas fases em estudo.

A = fase P1

Regiao | 0,1<0,3| 0,3<0,5 >0,5 Regiao | 0,1<0,3| 0,3<0,5 >0,5
1E BOA 16E oA B
1G HoA 17A EOA
2A e A 17C L LT
2E ne A 17D NeA
3A ] 18A HeA i
3D L LYY 18D HOA
3F n oA 18E HOA
4C He A 19A HeA
5A | 19B HeA
5C LT 19C | oA
6C A me 19D n oA
7A LT 18E n OA
7D Eeoa 20A HeA
8D Hes 20E HoA
8G m oA 20F HoA
oC OA | 21E HeA
SE 0A n 21F | oA

10A ] 22B | A
10B - 22E | oA
10F ] L 7\ 23A | oA
10G | oA 23B n 0A
11A LYY 23C | A
11H HA @ 23D HoA
12C ] 23F L LT
12F n oA 24E Na ®
12H mea 25F 9 A
138 e A 25G [ ) A
14B n ®A 26B OA
14C n ®A 26D [ LT
14E n [ TN 27B HeA
14F n QA 27D HOA
15C | LT 28A ]
15E HeA 288 | ] A
15F HoA 28C | | oA
16A NOA 28Cc ] A
B = fasel5
@ =fasel7




Tabela Il - Valores de CEC, em intervalos de concentragbes de MgClz, em molaridade, de
diferentes regides do cromossomo B de Trichosia pubescens, que se apresentavam metacromaticas
na concentracao de MgClz 0,1M, nas fases em estudo.

Regiao| 0,1<0,3| 0,3<0,5 >0,5 Regido| 0,1<0,3| 0,3<0,5 >0,5
1D NeA 13E = oA
1E HeA 13F bl
2B NeA 14B HOA
3B Be 14F Hea
3C ne 15A HeA
4C NOA 158 oA
5A ne 15F HoA
5B e 168 HeA
5C [ ] A 17A LT
5E oA 178 u oA
5F | L T 17C L LT
B6A oA 17D L LN
8A oA 18C ] oA
8C HeA 18D oA
9A Hea 18A HeA
9B meA 19D neA
10A HoA 20A HoA
10C nNeA 208 NoA

10D neA 20C n oA
10H neA 20D n ®A
11B He A 21B ] oA
11C neA 21C n A
11G NoA 228 nea
12C HeA 23A HeA
13A HoA 238 HoA
13B n A 24F HoA
13C u OA 25C HNea
13D n @A 25D NoA
M= fase L5
® =fase L7

- A = fase P1




Tabela lil - Valores de CEC, em intervalos de concentragbes de MgClz, em molaridade, de
diferentes regides do cromossomo C de Trichosia pubescens, que se apresentavam metacromaticas
na concentracao de MgClz 0,1M, nas fases em estudo.

Regiao | 0,1<0,3| 0,3<0,5 >0,5 Regiao | 0,1<0,3 0,3<0,5 >0,5
1C HeA 12E || (7
1G LT 12F ) A
2A 0A | ] 13A NoA
2B oA N 13E ] oA
3B He 13F ne A
3C nea 14C NoA
4B [ LT 14D HeA
5A ] 14E HOA
5B neA 15C 0A u
5C L LT Y 15D Hoa
6B | ] oA 16E HeA
6C Hea 17A HOA
6D nNeA 17D HeA
7B Hea 17E NeA
8C Eeoa 18A HoA
8D L LT 18D HoA
8F Hea 19A NeA
9D n i [ T 20A neA
9E | 0A 20B NeA

10B n ®A 21A HOA
10D n A 21C | LYY
10F n 21D mea
11C n oA 22A HOA
12A NeA 22B NeA
12C n A 23A n OA
12D u A 23D oA

B =fase L5

@ =fase L7

A = fase P1




Tabela IV - Valores de CEC, em intervalos de concentragoes de MgClz, em molaridade, de
diferentes regides do cromossomo X de Trichosia pubescens, que se apresentavam metacromaticas
na concentracao de MgClz 0,1M, nas fases em estudo.

Regiao | 0,1<0,3| 0,3<0,5 >0,5 Regiao | 0,1<0,3 | 0,3<0,5 >0,5

iD Nes 13B A ne

2D HeA 13C A me
3A n 14B A - @ u
3B LT 14C A ® n
3C HeA 14F | ] 04
4A HeA 15Aa | oA
4E NeA 15A mOA
5D HoA 16A OA |
6A | LN 16B n
6B oA 16C Hea
7A L [T 16D meA
7B . Rea 16E HeA
7E HeA 17A NeA
8A nea 17C @A n
8B [ LT 17D OA n
9C OA n 18A A »
oD ®A ] 18D (I u

10A HeA 19A A ) n

10B L LYY 198 A ® n

10C HeA 19E | OA

11A ne A 20A A n ®

11B nea 21C n oA

11D NeL 22A LYY
11E neaA 22D oA
12C Hea 23B HeA

12G Hea 23C noA

13A meaA

MW =fasel5
@® =fase L7

A =1fase P1
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Cromossomos corados com azul de toluidina contendo MgCl,
O.lOM,xpreviamente tratados com RNase (Prancha V), exibiram cor
azul, apresentando ainda muitas regides violédceas, tendo um
comportamento diferente em relacdo aos cromossomos corados sem
tratamento prévio por RNase.

Para a situacdo de coloracdo subsequente ao tratamento
enzimdtico, o valor de CEC para a maioria das regides cromossémicas
foi estabelecido como sendo 0.20M (Prancha VI), muito embora sejam
observadas algumas regides violdceas. Estas regides também foram
identificadas, e estdo apresentadas em separado nas Tabelas v, VI,
VII e VIII).

Nos cromossomos submetidos  a uma variante do método de
CEC (MELLO et alii, 1993), para evidenciacdo de RNA especialmente
ribossomal,ou seja, tratamento com MgCl, subsequente & etapa de
coloracdo, a maioria das regides dos Cromossomos apresentaram-se
coradas em verde na concentracdo de MgCl, 0.05M (Prancha VIi),
enquanto outras regides apresentaram-se violdceas. Essas regides
estdo descritas nas Tabelas de IX a XII. Quando tratados
previamente com RNase, 0S cCromossomos apresentaram-se corados em

azul na concentracao de MgCl, 0.05M e verde na concentracgdo de MgCl,

0.08M.



PRANCHA V

Cromossomos politénicos de T. pubescens do 4°¢ estddio
larval, regido S, da gl&ndula salivar, fixados ém etanol-4cido
acético (3:1), corados em solucdo de azul de toluidina acrescida de
MgCl, 0.10M tratados previamente com RNase 0.1%. (——) regides

violdceas; ( ») grdnulos violdceos.

Figura a - Cromossomo A longo (A,) e C, fase L,. Aumento: 920X.
Figura b - Cromossomo B longo (B,), fase L.. Aumento: 1.152X.
Figura c¢ - Cromossomos C, X curto (X.,) e B curto (B.),

tase L,. Aumento: 1.152X.
Figura 4 - Cromossomos B curto (B.); A curto (A;) e X longo (X;).

Aumento: 920X.






PRANCHA VI

Cromossomos politénicos de T. pubescens do 4° estddio
larval, regido S; da glandula salivar, fixados em etanol-&cido
acético (3:1), corados em solugdo de azul de toluidina acrescida de
MgCl, 0.20M tratados previamente com RNase 0.1%.(—) regides

violé4ceas.

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

Aumento: 1.152X.

Figura b - Cromossomo C e X curto (X,), fase L,.

Aumento: 1.152X.
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Tabela V - Regides violaceas identificadas do cromossomo A de Trichosia pubescens, quando
coradas com azul de toluidina contendo MgCl> 0,20M, subsequente ao tratamento com RNase.

Regiao 0,20 apés Regido 0,20 ap6s
RNase RNase
1E HoL 14E ||
2A NoA 15C HeA
2E Heas 16A Eo4
3A L LT 16E REoA
3D HoA 18D oA
3F Nea 18E EeoA
4C n 20A HoA
5A n 20E ne A
5C NoA 20F HeA
7D neoA 22B neA
8D HoA 23A OA
8G NoA 23C oA
11H Ha 24 HeA
12F Ha 26D neA
12H A 278 neA
13B A 27D A
14B i 28A Ll
14C ne 28B OA
28C oA
B =-fase l5
® =fasel7

A = fase P1
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Tabela VI - Regides violaceas identificadas do cromossomo B de Trichosia pubescens, quando

coradas com azul de toluidina contendo Mngé 0,20M, subsequente ao tratamento com RNase.

Regido | 0,20 apés
RNase
iD Be A
1iE E® A
3C EeA
4C Ee4s
5B Ee A
5F BeA
6A moA
8C u
9A @
9B ®
10H He A
11C ®
13F A
14E A
15A A
16B L ]
18C Nes
19A d
21B ]
22B n
24D ne
24E HOA
25C neA
25D meA

M =fasel5
@ =fase L7
- A = fase P1




Tabela VIl - Regides violaceas identificadas do cromossomo C de Trichosia pubescens,
coradas com azul de toluidina contendo MgCl

Regido | 0,20 apés
RNase
iC oA
1G =
2B BeAs
3B =
3C ]
4B EoA
5A OA
5B ]
5C n
8D HeaA
8F HoA
13A NeA
13E Nea
13F ne A
14C meA
14D Ne A
15D HeA
21A HeA
21C ne i
21D NoA

MW= fasel5
@® =fase L7
A = fase P1
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guando

2 0,20M, subsequente ao tratamento com RNase.



Tabela VIl - Regides violaceas identificadas do cromossomo X de Trich

coradas com azu

40

osia pubescens, guando

I de toluidina contendo MgClz 0,20M, subsequente ao tratamento com RNase.

Regiao 0,20 apés
RNase

1D L TN
2D A
3B BEOA
3C BOA
4A meA
4E NeA
5D KoL
6B RoA
7E [ L TN
11A Ne A
11E neA
12C RneaA
13B »
14B ®A
15A HeA
16B oA
16E nea
17A HeA
17C A
17D oA
19B NeA
20A HeA
23B HeA
23C neAi

B = fase L5
® =fase L7
A = fase P1
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Nesta condicao, verificou-se também a presenca de

grdnulos violéceos, com a mesma distribuicdo caracteristica
descrita nos preparados corados em solucdes contendo concentracdes
crescentes de MgCl, (pPrancha VII) ou quando corados em azul de

toluidina apds tratamento enzimitico.



PRANCHA VII

Cromossomos politénicos de T. pubescens do 4% estddio
larval, regido S, da glé&ndula salivar, fixados em etanol-&cido
acético(3:1), tratados com solucdes aquosas de MgCl, 0.05M apds
coloragdo em solucdo de azul de toluidina 0.025% pH 4.0. (i&)
metacromasia citoplasmdtica; (—) regides violdceas; (=) granulos

violéceos.

Figura a - Cromossomo A, fase L.. (*F) ponto especifico de

guebra. Aumento: 720X.

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

Aumento: 1.152X.

Figura c¢ - Cromossomos B longo (B,), X longo (X,) e X curto (X.),

fase L.. Aumento: 920X.

Figura 4 - Cromossomo C, fase P,. Aumento: 1.152X.
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Tabela IX - Regides violaceas identificadas do cromossomo A de Trichosia pubescens, quando

submetidas ao tratamento com MgClz 0,05M, subsequente a coloragao com azul de toluidina

0.025%, pH 4,0.

Regiao 0.05M Regiao 0,05M
1E Beoa 16E HeA
1G u 18A BoA
2A L LN 18D NoA
2E Heoa 18E RoA
3A oA 19D @A
3D noA 19E A -
3F BoA 20A moA
4C u 20E oA
5C HeA 20F oA
6C NeA 21F HOA
7D HeA 228 neA
8D NeA 22E HOA
8G Hea 238 meA
SC neA 23C L [ FN
9E Nea 23D el
11H A 24E oA
12F A 25F HeA
12H A 25G HeA
138 HoA 268 NOA
14C HeA 26D oA
14E NA 27B NOA
14F Hea 27D oA
15F Hea 28Cc HeA
16A NeA

M =fase L5
@®=fasel?

"~ A =fase P1
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Tabela X - Regides violaceas identificadas do cromossomo B de Trichosia pubescens, quando

submetidas ao tratamento com MgClz 0,05M, subsequente & coloracao com azul de toluidina

0,025%, pH 4,0,

Regiao 0,05M Regido 0,05M
1D EoA 15F BeA
1E EoA 16B Ea
4C HeA 17A HOA
5C A® 18C BoA

10A ] 18D ®
10B l 18A BeA
10C L] 19D 0A
10D A 20A ®
10H n 20B ®
11B NeA 21C A
11C ® 228 HeA
13F n 23A n
14B Na 23B u
14E na 24D ne
15A n 24E ne A
158 Na 25A EeoA

‘M =fasel5

@ =fasel7

A = fase P1
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Tabela XI - Regioes violaceas identificadas do cromossomo C de Trichosia pubescens, quando

submetidas ao tratamento com MgClz 0,05M, subsequente a coloragao com azul de toluidina

0,025%, pH 4.0.

Regiao 0,05M Regiao 0,05M
1C Eea 12F moA
1G Eea 13A oA
2B Rei 13E Ee
3B mea 13F HeA
3C HeA 14C TN
4B HoA 14D EoA
5B Heai 14E HeA
5C HoA 15C NeA
6B Hea 15D noA
6C Hea 16E NoA
6D Hei 17A neA
7B nNeA 17D HeA
8C TN 17E HOA
8D Ea 18A HeA
8F meA 18D e
oD Heas 18A HeA
9E neaA 20A neA

10D oA 208 HoA
10F n 21A neA
11C Hea 21C meA
12A mea 21D NeA
12C mea 22A oA
12D Hea 22B HeA
12E neoa 23A BeA

B =fase L5

@ =fase L7

A = fase P1

[Sa]
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Tabela XII - Regites violaceas identificadas do cromossomo X de Trichosia pubescens, quando

submetidas ao tratamento com MgClz 0,05M, subsequente a coloragéo com
azul de toluidina 0,025%, pH 4,0.

Regiao 0,05M Regiao 0,05M

iD L LTN 12C Eeas

2D L LTN 12G Beas

3A Bea 13A Eca

3B EoL 13B EeA

3C Hei 14B Eoa

4A Hes 14C LT

4E Hes 15A EOA

5D L LYY 16A EoA

6A mes 168 HeA

7A moa 16C Hes

7B He A 16D L LT

7E Hea 16E HeA

8A BEoas 17A BeA

88 - NoA 17C e
9C N4 17D e

9D | L TN 19A HeA

10A BoA 19B NeA

10B Nea 20A HoA

10C NeL 21C HeoAs

11A Ees 22A HeA

11E Ee.s 22D Hea

23B HeA
W =fase L5
@® =fasel7
A = fase P1
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Material fixado em paraformaldeido 1.75%

Na Prancha VIII observa-se o fenbmeno de metacromasia nos
cromossomos politénicos de Trichosia pubescens tratados com a
solucao corante de azul de toluidina ndo acrescida de MgCl,. Nas
figuras, apesar de pouco material citoplasmdtico presente, &
possivel notar a sua basofilia metacromdtica. Além disso, podem-se
observar granulos violdceos dispersos e ao longo dos CromosSsomos.

Os cromossomos tratados com solucdo corante acrescida de
MgCl, estdo apresentados nas Pranchas IX e X. Na concentracdo de
MgCl, 0.10M (prancha IX), a coloracdo dos Cromossomos passa a azul,
com muitas regides fortemente coradas, dificultando a distincdo de
regides gue estejam metacromdaticas. Na Prancha X, concentracidoc de
MgCl, 0.20M, os cromossomos apresentam-se corados em verde.
Portanto, para essa fixac¢cdo estabeleceu-se o valor de CEC na
concentrac¢do de MgCl, 0.20M. Nesta situacdo, sb percebe-se de forma
muito sutil as regides violéceas. Quanto  aos granulos
metacromaticos, verificou-se a presenca dos mesmos distribuidos ao
longo dos cromossomos durante a andlise do material, apesar de ndo
aparecerem de forma conspicua na figura apresentada.

Os preparados fixados em paraformaldeido 1.75% ndo foram
submetidos & ag¢do da RNase por apresentarem uma resisténcia
particular a acdo enzimdtica, ndo possibilitando sua completa

digestdo (BRACHET, 1953).



PRANCHA VIII

Cromossomos polité&nicos de T. pubescens do 4° estédio

larval, regido S; da glandula salivar, fixados em baraformaldeido

1.75%,

corados em solucdo de azul de toluidina 0.025% pH 4.0.

(=) grédnulos violdceos.

Figura

Figura

Figura

Figura

Cromossomo A longo (A;), fase P,. Aumento: 1.152X.
Cromossomo X longo (X,), fase P,. Aumento: 1.152X.
Cromossomos A longo (A,) e A  curto (Ag); B
curto(Bg;); B longo (B;); C; X longo (X;) e X curto

(X;),fase P,. Aumento: 720X.

Cromossomo X curto (X.), fase P,. Aumento: 1.152X.






PRANCHA IX

Cromossomos politénicos A longo (A,); A curto (A)); C e
X longo (X,), fase P, de T. pubescens do 4¢ estddio larval, regido
S, da gléndula salivar, fixados em paraformadeido 1.75%, corados
em solugdo de azul de toluidina acrescida de MgCl, 0.10M. (%)
metacromasia citoplasmdtica. () regides violdceas. (=) grénulos

violdceos. Aumento: 1.152X.






PRANCHA X

Cromossomos politénicos B longo (B,) e C, fase L¢-L, de
T. pubescens do 4° estddio larval, regido S, da gladndula salivar,
fixados em paraformaldeido 1.75%, corados em solucdo de azul de
toluidina acrescida de MgCl, 0.20M. ( ¢ ) metacromasia
citoplasmdtica. ) regides violdceas. (») grénﬁlos violdceos.

Aumento: 1.152X.



”




DISCUSSAO
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CEC de bandas e interbandas de cromossomos

politénicos de Trichosia pubescens.

Os resultados referentes a situacdo controle mostraram oOS
cromossomos corados em violeta devido as ligacgdes eletrostdticas
entre os grupos fosfatos livres dos &cidos nucléicos (DNA e RNA) e
as moléculas do corante catidnico, bem como ao padrdoc de
distribuigdo (frequéncia e proximidade) das moléculas do corante
(MELLO, 1976; VIDAL, 1987). Mesmo nessa situacdo, observaram-se
diferencas no padrdo de basofilia metacromdtica (diferentes tons de
violeta) entre as bandas de um mesmo cromossomo. Tais diferencgas,
provavelmente, foram decorrentes de diferentes niveis de
complexa¢cdo entre DNA e proteinas e/ou RNA e proteinas, bem como
concentragdo desses componentes. Dados semelhantes foram obtidos
gquando se fizeram medidas microespectrofotométricas em diferentes
regides (heterocromatina e bandas eucromdticas) de cromossomos
politénicos de Rhynchosciara americana (VIDAL, 1975; MELLO &
VIDAL, 1979).

Deve também ser aqui mencionado que o padrdo de
bandamento dos cromossomos politénicos der Trichosia pubescens
tratados com solu¢do de azul de toluidina mostrou gque algumas
regides comportaram-se de forma diferente em comparacdo ao padrdo
de bandamento de preparados do mesmo material, corados com orceina
lacto-acética.

Presumivelmente essas diferencas se devam aos mecanismos

de coloracdo envolvidos. As moléculas do corante azul de toluidina,




53

nas condi¢Oes descritag, ligam-se somente aos grupamentos fosfatos
de DNA e RNA (LISON, 1960; MELLO, 1976; MELLO & VIDAL, 1980a,
VIDAL, 1987). Quanto a coloracgdo pela orceina lacto-acética seu
mecanismo € desconhecido, apesar de ser largamente usada por
evidenciar detalhes morfoldgicos de cromossomos. Supde-se gue a
orceina lacto-acética core proteinas (KIERNAN, 1990). Por essa
razdo, o uso da coloragdo pelo azul de toluidina nas condicdes
descritas,‘é mais indicado para estudos de estrutura e organizacao
cromatinica no que se refere especificamente aos acidos nucléicos.

Os resultados deste trabalho mostraram gque o valor
estabelecido de CEC foi o mesmo (0.10M) para a maioria das regides
dos cromossomos politénicos de Trichosia pubescens, nas fases
estudadas do 4° estddio larval, apds fixacdo pelo etanol-&acido
acético. Tal valor relativamente baixo de CEC encontra semelhanca
naquele verificado em eucromatina razoavelmente frouxa como a de
hepatécitos de camundongo, sob condig¢des semelhantes de fixacdo e
coloracdo (AMARAL & MELLO, 1989).

Algumas regides dos cromossomos politénicos, no entanto,
na concentrag¢ao de MgCl, 0.10M apresentaram-se fortemente coradas
em azul. Embora nao tenham sido efetuadas medidas
microespectrofotométricas nessas regides, supostamente, ai ocorreu
o fenbmeno da metacromasia em que o pico principal da curva de
absorcdo estaria posicionado em comprimentos de onda mais curtos,
ao redor de 590nm ( metacromasia) (revisdes em MELLO, 1976; VIDAL,
1987).

Verificou-se ainda, nessa situacdo, que algumas regides
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desses cromossomos coraram-se mesmo em violeta, ou seja, ndo
tiveram seu padrdo espectral afetado com a adicdo dos cations
inorgénicos de Mg®* a solu¢do corante. Muitas destas regides, assim
como as qgue exibiram cor azul foram também observadas quando
coradas por solugbes de azul de toluidina contendo MgCl, nas
concentragdes de 0.12M a O0.50M. Para estas regides, entdo os
valores <ieV CEC apareceram em intervalos de concentracdes mais
elévadas de MgCl, (0.10M-0.30M; 0.30M-0.50M e mesmo superior a
0.50M), ou seja, quando a cor violeta e/ou azul deixou de ser

constatada.
1- CEC em regides de pufes de RNA e DNA

Essas regides cromossdmicas foram em sua maioria
identificadas conforme descrito nas Tabelas I a IV. Concluiu-se,
através de dados publicados por AMABIS (1974, 1983a,b), AMABIS
(1977) e AMABIS & AMABIS (1984a,b), que uma parte dessas regides
cromossdmicas representariam "loci" génicos ativos. A atividade dos
"loci" génicos, num cromossomo politénico e num determinado momento
do desenvolvimento, pode resultar na formacdo de um pufe. Dessa
forma, as modificag¢des no padrio de atividade génica sdo facilmente
detectdveis através de alteragdes no padrdo de pufes desses
cromossomos (ASHBURNER, 1970). Porém, nem sempre as mudancas
fisioldégicas resultam necessariamente em alteracdes morfoldgicas.
BERENDES (1972) wverificou em Drosophila hydei que os sitios

cromoss8micos que incorporavam precursores de RNA nio apresentavam
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caracteristicas de um pufe.

O padrdao de pufes nos cromossomos politénicos de
Trichosia pubescens ¢é relativamente constante (AMABIS, 1983a).
Entretanto, quando surgem as primeiras manchas oculares, na fase L,
do 4° estddio larval, esse padrd@o sofre grandes modificacdes. E
neste periodo gque alguns pufes tipicos da fase de intermuda
regridem é outros pufes s&o induzidos (AMABIS, 1974). Os pufes
induzidos aparecem numa seqgquéncia de alterac¢des continuas gue sé
terminam com a autélise da gléndula salivar (FERREIRA, 1988). Essas
alteracdes no padrédo de atividade génica ao final do
desenvolvimento sdo desencadeadas por um aumento da taxa do
horménio ecdisona na hemolinfa (AMABIS, 1974; AMABIS, 1977; AMABIS
& JANCZUR, 1978; AMABIS & AMARIS, 1984 a,b).

Portanto, das regides gue permaneceram metacromaticas
apdés tratamento com a solugdo corante contendo MgCl, maior que
0.10M, algumas corresponderiam a sitios cromossémicos ricos em
ribonucleoproteinas (RNP) e/ou sitios cromossbmicos que estariam
transcrevendo. Nestes sitios o RNA recém-sintetizado ndo seria
liberado imediatamente no nucleoplasma, resultando no seu acumulo
(BERENDES, 1968).

Dentre as regides que fazem parte deste grupo, ou seja,
das que formam pufes de RNA, algumas assumiram valores de CEC em um
mesmo intervalo de concentra¢des de MgCl,. Outras regides
apresentaram valores de CEC em diferentes intervalos de
concentracdes de MgCl,, numa determinada(s) fase(s), e ha ainda, o

caso de regides que sé foram identificadas na fase L. Para maior
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clareza, essas regides aparecem nomeadas na Tabela XIII.

Estes dados estariam de acordo com as descricdes de SCOTT
(1973), segundo as guais a CEC de RNA se daria em concentracdes
salinas mais elevadas do gue a do DNA, demonstrando diferente
resposta entre a competi¢do de cations inorgdnicos com as moléculas
do corante em complexos de RNA/proteinas em relacgdo aos complexos
DNA/proteinas.

Também de acordo com essa suposicéo, Verificou—:s,e a
metacromasia no citoplasma das células glandulares em condicgdes de
tratamento com corante adicionado de solu¢des mais concentradas de
MgCl,, semelhante ao relatado em hepatécitos de camundongo e células
épiteliais de Triatoma infestans (AMARAL & MELLO, 1989).

Destacaram-se também, além das regides que formam os
pufes de RNA, regides gque em determinados momentos do
desenvolvimento larval sofrem amplificacdo génica (aumento
adicional de DNA), a partir das quais sdo formados os pufes de DNA
(BREUER & PAVAN, 1955; PAVAN, 1965).

Os pufes de DNA desempenham um importante papel nos
processos metabdélicos em momentos gue precedem a muda pupal (PAVAN,
1965; SIMOES, 1970; LARA et alii, 1991). A maioria destes estdo
intimamente associados com a producdo de grandes quantidades de
proteinas especificas presentes na secre¢do salivar em curtos
periodos de tempo. Por esta ragzéo tém recebido grandes destaques,
como nos trabalhos de WINTER, et alii (1977a,b; 1980); De TOLEDO
et alii (1978); BONALDO, et alii (1979); LAICINE et alii (1980) e

GLOVER (1982).
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Tabela XIII - Regides cromossomicas que correspondem a sitios ricos em ribonucleoproteinas e/ou
sitios que originam pufes de RNA em momentos especificos do desenvolvimento larval de
: Trichosia pubescens.

Cromossomo Regidoes Cromossomicas

1G, 5A, 5C, 6C, 7A, 8D, 9C, 9E, 10A, 108,
10F, 11A, 11H, 12C, 12F, 14B, 14C,

A 14E/14F, 15C, 198, 19D/19E, 20E/20F,
21E, 21F, 22E, 23A, 23B, 23C, 23D/23F,
24k, 26B, 28Ca

2B, 3B, 4C, 5C, 10D, 11C, 13B/13E, 14E,
15A/158, 15F, 16B, 178, 17C, 18D, 18D,

B 20A, 20C, 20D, 21B, 21C, 23A, 238, 24E,
25D
1C, 1G, 3B, 5A, 5B, 5C, 6C, 8D, 9D/eE,
C 10B, 10F, 11C, 15C, 18E/17A, 17E, 18A,

20A, 22A, 22B, 23D

3A, 3B, 5D, 6A, 7B, 8B, 11B, 11D, 12C,
13B/13C, 14B, 14C, 14F/15Aa, 15A, 16A,
X 16B, 16C, 16D, 17C, 17D, 18A, 19B, 20A,
21C, 22A, 22D, 23B, 23C
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As regides gque originam os pufes de DNA em Trichosia
pubescens sdo: A2Eb, Al3Bb, A28AB e A28BbCa, no Cromossomo A;
B1DbEa, B3Cb, BS5F, B6A, Bl8Ca e B25Cd, no cromossomo B; CIlEd,
C2AbBa, C2Bb, C3Ca, C4B, C6Bc, C7B, C8A, (C8Cb, C8Da, C10D, Cl3Ea,
C18A, C21CbbDa e C23Ab, no cromossomo C; X3C, X6B, X15Ab e X18Db, no
cromossomo X (AMABIS, 1983a) .

Com excegdo das regides ClE e C8A (ndo identificadas),
a_lgumas tiveram diferentes respostas ao longo da pufacédo,
demonstradas nos valores estabelecidos de CEC em intervalos de
concentra¢des de MgCl,, nas fases em estudo. Presumivelmente, essas
diferencas se devam ac comportamento das mesmas quanto a expansdo
e regressdo dos pufes de DNA no decorrer do desenvolvimento e/ou
guanto a atividade génica nesses pufes.

No diagrama apresentado no ANEXO 5 (AMABIS, 1983a), é
possivel notar o comportamento dos maiores pufes de DNA
separadamente. Esses pufes se caracterizam por apresentarem um
periodo de maior atividade, refletida em suas dimensdes e no numero
dos mesmos, nas fases Lg, Lg, L, e P,. Nas fases seguintes (P, e P,)
hd uma reducdo gquanto ao numero de pufes de DNA. No entanto, os
pufes que se expandem tardiamente apresentam uma cinética de
expansdo e regressdo mais rdapida (FERREIRA, 1988).

Certas regides que originam pufes de DNA tiveram em uma
ou em duas fases do desenvolvimento, valores de CEC superiores em
relacdo a outra(s) fase(s). E o caso das regides A2Eb, A13B, A28a,
A28B, B18C, C2A, C2B, C6B, C10D, C23A, X6B e X18D. Provavelmente,

essas diferencas se devem as mudangas na composicdo e/ou
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organizagao dos complexos nucleoprotéicos nessas regides em
decorréncia de maior ou menor atividade génica nas fases em estudo,
durante o processo de pufacdo.

As regides B3C (n&o identificada em P1l), BSF, B6A, C3C,
C7B, C18A e C21CD assumiram, nas 3 fases, valores de CEC entre as
concentracdes de MgCl, 0.30M e 0.50M. Contudo, ndo se pode descartar
a possibiiidade de ter ocorrido alteracdes nos complexos
nucleoprot€icos nessas regides, uma vez que cada fase podé ter
atingido a CEC em diferentes concentrac¢des de MgCl, contidas nesse
intervalo. Quanto as regides BI1DE, B25C, C4B, C8C, C8D, X3C e X15A
ndo se pode assegurar que tenham tido diferentes valores de CEC, jé&
‘que ndo foi pesquisada sua resposta ao método para valores de
concentracdo de MgCl, acima de 0.50M, nas 3 fases estudadas.

Do exposto fica c¢laro ndo haver um padr3o unico de
mudancas em CEC ao longo da pufacdo para os varios pufes de RNA e
DNA considerados, © que sugere sua complexidade e variacdes

funcionals destes.
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2- CEC de regides heterocrométicas e/ou sub-replicadas

Dentre as regides que apresentaram metacromasia quando os
cromossomos foram tratados com solucdo corante adicionada de MgCl,
0.10M algumas correspondem a regides heterocromdticas. As regides
heterocromd&ticas presentes nos cromossomos politénicos das
gléndulas salivares de Trichosia pubescens sdo: Al6E, Al7A, Al7B,
Al7cC, A17D; Al8A, Al9A, AlSB e A2Z2B, no cromossomo A; B2A, BS5SF,
B6A, B6C, B6D, B7A, B7B, B7C, B8A, B8B, B8C, BY9A, BSC e B1l0A, no
cromossomo B; C10C/C10D, c12c, C12D, CI12E, C1l2F e C(Cl4C, no
cromossomo C; X10A, X10B, X10C, X11E e X16E/X17A, no Cromossomo X
(AMABIS, comunicacdo pessoal). Dentre as regides citadas, as que
aparecem destacadas em negrito correspondem aos pontos especificos
de quebra desses cromossomos, interpretados por AMABIS (1974;
1983b) como "loci" sub-replicados.

O fato dessas 4reas heterocromdticas apresentarem CEC
mais elevada do que a maioria das dreas eucromdticas estd de acordo
com os dados para a heterocromatina de cromocentros comparada a
eucromatina em Triatoma infestans (MELLO & VIDAL, 1989). Estes
resultados té&m sido admitidos como devido & diferencas em
disponibilidade de fosfatos livres no DNA e em supra-organizacdo
cromatinica guando se comparam os estados de empacotamento desses
dois tipos cromatinicos (MELLO & VIDAL, 1989).

RUDKIN (1965; 1969) em seus estudos com células
politénicas da glandula salivar e células dipléides de ganglios

cerebrais de Drosophila melanogaster, constatou através de medidas
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microespectrofotométricas apds reacdo de Feulgen, gue os nucleos
politénicos contém significativamente menos DNA se todo este se
duplicasse durante o processo de politenizacdo. Essa diferenca se
deve ao atraso na replicacdo da heterocromatina. Assim, para RUDKIN
(1969) o processo de sub-replicacdo é uma das caracteristicas de
heterocromatina de cromossomos politénicos. Além disso, durante o
processo de politenizagdo, o ritmo e o numero de ciclos de
replicacdo entre os 2 tipos de cromatina difere (BERENDES & KEYL,
1967). Dessa forma, tém-se dado grande atenc¢do guanto ao processo
de sintese ndo sincronizada de DNA ao longo de Cromossomos
politénicos (BERENDES 1966; MULDER et alii,1968; SIMOES, 1970;
CORDEIRO, 1972; SANTELLI, 1974).

Em Trichosia pubescens, o ultimo ciclo de replicacdo
caracteriza-se por uma sincronizag¢do da sintese de DNA entre os
nicleos, desencadeada pelo horménio ecdisona (AMABIS, 1974).
JANCZUR (dados ndo publicados, informaééo pessoal) se propds entdo,
a determinar o padrd@o de duplicacdo cromossbmica apds a injecdo de
ecdisona em vdrios tempos utilizando precursores de sintese de DNA.
Dados embora preliminares, revelaram diferentes padrdes de
marcacgdo, sendo gue o padrdo de marcacdo heterocromdtica predomina
desde o inicio do tratamento. A interpretacdo dada a esses dados
foi de que a sintese de DNA inicia-se primeiramente em regides
heterocromédticas logo apdés a inducédo pelorhorménio ecdisona, e em
seguida, vad@o surgindo regides com marca¢des graduais até gque todo
O Cromossomo passe a sintetizar DNA. E ainda, que esse padrdo de

marcacdo se repete ao longo do desenvolvimento normal.
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De acordo com ¢os dados de JANCZUR (comunicacdo pessoal),
as regides gue no decorrer do 49 estddio larval vdo aparecendo com
marcacdes graduais, descritas na Tabela I a IV sdo: AlE, A2A, A3F,
A4C, A7D, Al10G, Al2H, Al4F, AlS5E, AlSF, Al6A, A20A, AZ3F, AZ5G,
A27D e A28C, no cromossomo A; B1D, B5A, B5C, B5E, B10C, B10H, BI11B,
B11G, B13A, B17A, BlS9A e B22B, no cromossomo B; C2A/C2B, C3C, C8D,
C8F, Cl12A, C13A, C13F, C14D, C15D, C18D, C20B e C21A, no Cromossomo
C; X1D, X2D, X4;’-k, X4E, X7A, X7E, X8A, X9C, X9D, X11la, X12G/X13A,
X192 e X19E, no cromossomo X, além das regides heterocromdticas
anteriormete citadas.

Comparando-se os dados obtidos neste trabalho com os
dados de JANCZUR (ndo publicados), notou-se que essas regides
tiveram variacdes nos valores de CEC, sugerindo gue essas
diferencas possam ser devidas ao processo de sintese de DNA

particular as mesmas.
3- O papel do tratamento com RNase nos dados de CEC

O valor de CEC nos preparados tratados previamente a
coloracdoc com RNase diferiu em relacdo ao dos preparados gque ndo
foram submetidos ao tratamento enzimdtico, sendo superior nos
primeiros. Dados semelhantes foram também obtidos em hepatdcitos de
camundongo e em células epiteliais de Triatoma infestans (AMARAL &
MELLO, 1989). E possivel qgue junto com a remocdo do RNA haja
ocorrido extracdo de proteinas gue antes estariam blogueando grupos

fosfatos, passando a serem requeridas concentracdes mais elevadas
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de MgCl, para competirem com as moléculas do corante catidnico pelos
sitios de ligagdo. A remog¢do de RNA poderia também trazer uma
expansdo da cromatina e maior exposicdo de seus grupos fosfatos de
DNA a ac¢do competitiva azul de toluidina-Mg* (AMARAL & MELLO,
1989).

Ainda, uma outra possibilidade a ser considerada diz
respeito a formagdo de hibridos DNA-RNA nesses Cromossomos. BUSEN
e colaboradofes (1982) demonstraram através da técnica de
imunofluorescéncia indireta a distribuicdo de hibridos DNA-RNA nos
cromossomos politénicos de Trichosia pubescens. A maior parte
desses hibridos seriam originados nas regides ativas, pela
hibridizacd@o de RNA recém-sintetizado com o DNA molde, desnaturado
sob certas condi¢des de fixacdo. Esta reacdo seria muito réapida
devido a proximidade e ao tipo de 1ligacdc, através da RNA
polimerase, do RNA recém-sintetizado ao DNA molde e/ou decorrente
da grande quantidade de RNA em se tratando de uma regido
cromossdmica ativa (FERREIRA, 1988).

J& cromossomos fixados com formaldéido ndo revelaram
padrdes distintos de fluorescéncia, ao contrdrio dos cromossomos
fixados em etanol-acido acético (3:1). Quando esses Cromossomos
fixados em etanol-&cido acético (3:1) foram tratados com RNase, a
reacdo com ©O anticorpo foi totalmente negativa (BUSEN et alii,
1982; FERREIRA, 1988). Portanto, ao se extrair o RNA nos
cromossomos fixados em etanol-&cido acético (3:1) ndo ocorreria a
formacdo desses hibridos, e o DNA manteria a sua configuracdo de

dupla hélice, tendo assim um tipo de resposta diferente em relacio
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aos Ccromossomos nao tratados previamente a colorag¢do com RNase.

Nas tabelas v a vVvIii, do presente trabalho pdde-se
verificar dados comprobatdrios de gue regides anteriormente
descritas como ricas em RNA, teriam valores de CEC em concentracdes
mais altas. Nesta situacgdo, © comportamento dessas regides se deve
a estrutura e/ou organizacZ&o do DNA cromossomal que como ja foi
comentado, comportar-se-ia de maneira diferente.

Contudo, ndo se exclui a possibilidade de que a deteccdo
de CEC mais elevadas nessas regides em preparados nao tratados com
RNase tenha sido somente devida ao RNA. E possivel também, que além
da presenc¢a do RNA nesses sitios cromossdmicos, a prépria estrutura
do DNA cromossomal tenha contribuido para isso, uma vez gue o
processo de pufa¢do envolve modificag¢des na estrutura cromatinica.
As regides envolvidas na formacdao de um pufe sofrem uma
descompactagdo, resultando numa alteracd3o na composicgdo das
proteinas histdnicas como também nas ndo histdnicas, alterando a

conformacdo cromatinica.
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4- A CEC em preparados fixados em paraformaldeido a 1.75%

Como era de se esperar, o valor estabelecido de CEC em
preparados fixados com paraformaldeido 1.75% foi superior ao obtido
nos preparados fixados em etanol-dcido acetico (3:1). A técnica
de esmagamento em material fixado com etanol-dcido acético é de
grande aplicabilidade em estudos cromossdmicos por permitir romper
facilmente a membrana celular e nuclear. No entanto, o etanol-4cido
acético extrai muitas proteinas histdnicas, ribossomais e proteinas
ndo histdnicas, resultando em mudancas significativas, como o
rompimento da estrutura cromatinica (LARSON et alii, 1988).

Por outro lado, nos preparados fixados com solucdo de
paraformaldeido a 1.75%, e em seguida, dcido acético, é dificultado
o rompimento da membrana nuclear, durante o© processo de
esmagamento, embora apresente a vantagem de que sdo retidas as
proteinas e praticamente mantida a mesma estrutura cromatinica
(HILL et alii, 1987). Neste caso seria dificultada a competicdo
entre as moléculas do corante com os ions Mg?, resultando na
necessidade de concentracdes mais elevadas de MgCl,, como se

comprovou neste trabalho.
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5~ Dados de CEC ap6s utilizacgdo da variante do método

A variante do método de CEC foi proposta para visualizar
o nucléolo e suas mudangas estruturais ao nivel da microscopia de
luz, gracas a diferente resposta ao método apresentada por RNA em
compara¢do ao DNA (MELLO et alii, 1993). O uso desta variante, nos
CrOmOSSOomos politén-icos de Trichosia pubescens, foi proposto com
a intenc¢do de se destacar regides ricas em ribonucleoproteinas e de
comparad-las com o0s resultados do método tradicional. Contudo,

constatou-se Que a concentracac de MgCl, 0.05M usada em outros

materiais (MELLO et alii, 1993), ndo foi ideal para abolir a
metacromasia dos complexos DNA/proteinas dos cromossomos
politénicos de Trichosia pubescens (Tabelas IX a XIII).

Possivelmente, para evidenciacdo de complexos RNA/proteinas neste
material a concentracdo adequada esteja entre 0.05 - 0.08M,

conforme pareceu indicar um teste realizado em paralelo.
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Gréanulos metacromdticos

Os grénulos detectados em associacdo ou na proximidade
aos cromossomos politénicos de Trichosia pubescens e destacados em
varias figuras apresentadas para diferentes condic¢des de tratamento
neste trabalho, parecem corresponder a micronucléoclos
(AMABIS,1983Db) .

Em diferentes espécies da familia Sciaridae, o material
nucleoclar € formado por subunidades menores (micronucléolos)
aglomeradas, que durante o processo de esmagamento das gldndulas
salivares espalham-se no nucleoplasma ou se associam a regides
cromossémicas. especificas, como as regides teloméricas e
heterocromé&ticas (De LUCCHINI et alii, 1982; DESSEN & PERONDINI,
1991; GORAB, 1991).

BEDO (1992) demonstrou gque em células tricdgenas de
Lucilia cuprina e Chrysomya bezziana, ambas da familia
Calliphoridae, o material nucleolar fragmenta-se em muitas partes,
durante o© processo de politenizacdo, aparecendo disperso no
nucleoplasma. A fragmentacdo do nucléolo ocorreria progressivamente
com o aumento da politenizacao.

Estudos realizados através de hibridizacdo "in situ" e
enddégena, como também incorporacdo de uridina, revelaram gue OS
micronucléolos e/ou fragmentos nucleolares contém sequéncias
complementares a rDNA e com certa atividade transcricional (ANANIEV
et alii, 1981; De LUCCHINI et alii, 1982; KALAMUCK et alii, 1990;

DESSEN & PERONDINI, 1991; GORAB, 1991; BEDO, 1992 e outros).
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Em Trichosia pubescens, tem sido relatado que as
sequéncias complementares a rDNA hibridizam fortemente com a regido
10 do cromossomo X, bem como com as regides 17 e 13 dos cromossomos
A e C, respectivamente. No cromossdmo B, 0s micronucléolos
raramente foram observados em alguns "loci" cromossdmicos (GORAR,
1991). Esses dados sugerem gque os grdnulos metacromdticos que
apareceram associados com certos sitios cromossdmicos correspondam
a essas estruturas com marcacéeé, contendo portanto, além de RNA,
rDNA. De fato, o valor de CEC para esses grédnulos foi mais elevado
do gue para a maioria das regides cromossdmicas que em 0.10M de
MgCl, atingiram a CEC. Além disso, o0s micronucléolos em preparados
tratados com RNase continuaram a exibir basofilia, embora mais
fraca e aparentemente ocupando menor area da estrutura. Finalmente,
dados nossos ndo publicados, indicam gque os micronucléolos se
revelaram Feulgen-positivos e exibiram padrdes de birrefringéncia
apdés coloragdo com azul de toluidina, tipicos de complexos
DNA-proteina (ALMEIDA et alii, 1974; VIDAL, 1979).

O wvalor de CEC dos micronucléolos, submetidos ao
tratamento enzimdtico ao contrario do que aconteceu na maioria das
bandas eucromdticas, foi inferior em relacdo aos ndo tratados
previamente com RNase. Certamente, isso ocorreu devido a remocdo de
ribonucleoproteinas (RNP), neles presentes.

Para GORAB (1991), baseando-se em seus resultados obtidos
através da hibridizac¢do "in situ" e enddgena, tanto em Trichosia
pubescens como em outras espécies de sciarideos, as sequéncias

complementares a rDNA ndo fariam parte integrante das regides
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cromossbmicas especificas e sim dos micronucléolos gue se encontram
associados a elas. Assim, as sequéncias contidas nos micronucléolos
nao teriam origem nessas regides.

A presenga de genes ribossomais ndo integrados em
gléndulas salivares de Sciara coprophila representa 1/3 do rDNA
total (De LUCCHINI, et alii, 1982). Alguns autores sugerem que a
presenca de rDNA extracromossomal e formacdo de micronucléolos
estejam relacionados a uma possivel sub-replicacd3o desses genes
durante o processo de politenizacdo. Esta sub-replicacdo durante o
processo de politenizagdo estaria ligada a um mecanismo de
amplificagdo fora deste processo para restabelecer a quantidade de
rDNA presente em nucleos dipldéides ( De LUCCHINI, et alii, 1982;

BEDO, 1992).




CONCLUSOES
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i- A maioria das regides dos CYomosSsSomos poli
ténicos de Trichosia pubescens, nas fases L., L, e P, do
desenvolvimento, e apds fixacd3o por etanol-4cido acético (3:1)
apresentou © mesmo valor de CEC, medido em molaridade de Mg?*, ou
seja 0.10M. A CEC foi considerada atingida gquando a metacromasia
usualmente observada com a coloracdo pelo azul de toluidina a pH
4.0 foi abolida. No caso, o valor constatado foi dos mais baixos jéa

relatados, © que deve estar relacionado ao estado particular de

organizac¢cdo cromatinica deste sistema.

2- CEC superior a 0.10M foi detectada em sitios cromossdmicos
ricos em ribonucleoproteinas e/ou sitios que estariam transcrevendo

(pufes de RNA e pufes de DNA).

3- Tanto para as regides que formam os pufes de RNA como para
aguelas que formam os pufes de DNA constatou-se nd3o haver um padrdo
unico de mudan¢as em CEC ao longo da pufacdo, sugerindo a

complexidade e as variag¢des funcionais desses pufes.

4- Também as regides heterocromdticas e/ou sub-replicadas,
apresentaram valores de CEC mais elevados do gue a maioria das
regides eucromdticas desses cromossomos. As variacdes nos valores
de CEC nessas regides sdo atribuidas aos diferentes niveis de
condensag¢do cromatinica e também, possivelmente, ao processo de

sintese ndao sincronizada de DNA ao longo desses CromosSsomos.
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5- O tratamento por RNase, anterior a colgracéo, tornou os
valores de CEC mais elevados, de modo semelhante ao gue ja& foi
descrito para cromatina de outros organismos e atribuido a
re-estruturacac dos complexos nucleoprotéicos ou ndo formacio de

hibridos DNA-RNA.

6- A fixacdo pelo paraformaldeido a 1.75%, que melhor preserva
a composig¢do em proteinas dos cromossomos politénicos provocou
elevagdo de CEC em comparacdo aos resultados obtidos apés fixaciao

em etanol-acido acético (3:1).

7- No método variante de CEC, proposto para evidenciacdo de
complexos ribonucleoprotéicos em Drosophila aracataca, a
concentracdo de MgCl, 0.05M mostrou-se insuficiente para abolir a
metacromasia dos complexos DNA/proteinas dos cromossomos de
Tfichosia pubescens, sugerindo diferencas na organizacdo

cromatinica desses dois tipos de cromossomos politénicos.

8- Gréanulos distribuidos ao longo dos cromossomos ou
associados a certas regides cromossdmicas e interpretados como
micronucléolos, contendo rDNA além de RNA, exibiram valor de CEC
superior em relacdo a maioria das regides cromossémicas. NoOS
micronucléolos, ao contrdrio do que aconteceu na maioria das
regides cromossdmicas, os valores de CEC decresceram apdés
tratamento com RNase. Isto demonstra que nos micronucléolos o RNA

é o principal componente a contribuir com sitios de ligagdo ao
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corante catibnico e gue sua remogao nao provocou uma
re-estruturacao de complexos DNA-proteina ao menos tdo dréstica ou

perceptivel como sugerida para a cromatina propriamente dita.




RESUMO
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CA concentracdo critica de eletrdélitos (CEC) da
cromatina, considerada como a concentragdo salina na gqual o
fenbmeno de metacromasia é abolido, numa situacdo em que se emprega
azul de toluidina como corante catidnico e ions Mg?* como cdtions
inorgénicos, foi determinada em cromossomos politénicos de
gléndulas salivares do sciarideo Trichosia pubescens, nas fases L.,
L, e P, do desenvolvimento larval. O objetivo era determinar se os
valores de CEC variavam em 4reas cromossdmicas com diferente
supra-estrutura e/ou composicgdo nucleoprotéica.

Constatou-se que a maioria das regides cromossdmicas em
preparados fixados em etanol-4cido acético atingiram a CEC na
concentragao de MgCl, 0.10M e que sitios cromossdmicos ricos em
ribonucleoproteinas e/ou pufes de RNA e DNA exibiram valores
superiores de CEC. Ndo foi detectado um padrdo Unico de mudancas em
valores de CEC ao longo da pufacdo, sugerindo-se complexidade e
variacdes funcionais para tais pufes. As regides heterocrométicask
e/ou sub-replicadas também tiveram valores de CEC superiores a
0.10M devido aos seus diferentes niveis de condensacdo cromatinica,
ou ao processo de sintese n&o sincronizada de DNA em comparacdo a
outras regides dos Cromossomos.

Os valores de CEC em cromossomos tratados com RNase foi
mais elevado em decorréncia da re-estruturacdo dos complexos
nucleoprotéicos ou ndo formacdo de hibridos de DNA-RNA. O valor de
CEC em cromossomos fixados em paraformaldeido foi superior aqueles
obtidos nos preparados fixados em etanol-acido acético (3:1),

certamente devido ao diferente nivel de preservacido de proteinas



76
promovido por estes fixadores.

Numa variante do método de CEC, proposta para
evidenciagdo de complexos ribonucleoprotéicos, a concentracdo de
0.05M de MgCl, nao foi ideal para cromossomos politénicos de
Trichosia pubescens, diferindo de resultados j4 reportados para
cromossomos politénicos de Drosophila aracataca.

Micronucléolos distribuidos ao longo dos Cromossomos ou
dispersos no nucleoplasma, tiveram valores de CEC superiores em
relagdo aos da maioria das regides cromossdmicas. Estes valores
decresceram apds tratamento com RNase, demonstrando que o RNA é o
principal componente a contribuir com sitios de 1ligacdo as

moléculas de azul de toluidina negsa estrutura.
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The critical electrolyte concentration (CEC) of
chromatin, measured as the saline concentration which metachromasy
is abolished, when employing toluidine blue as a cationic dye and
Mg?* ions as inorganic cations, was determined for the polytene
chromosomes of salivary glands of the sciarid Trichosia pubescens.
The L;, L, and P, phases of 1larval development were studied. The
objective was to determine the CEC values for various chromosome
areas with different supra-structure and/or nucleoprotein
composition.

Most of the chromosome regions in preparations fixed with
acetic acid-ethanol (1:3) attained the CEC concentration of 0.10M
MgCl,. Areas rich in ribonucleoprotein (RNP) and/or RNA and DNA
puffs displayed high CEC values. A singular regular pattern of CEC
values was not detected during puff development which, suggests the
complexity and variable functions to these puffs. Heterochromatic
and/or sub-replicated regions had CEC values above 0.10M due to
their different levels of chromatin condensation, or to the non
synchronized process of DNA syntheses in comparison with the other
chromosome regions.

The CEC value of chromosomes treatmented with RNase was
higher as a result of the re-organization of nucleoprotein
complexes or the non formation of DNA-RNA hybrids. The CEC value of
paraformaldehyde fixed chromosomes was higher than that attained in
the acetic acid-ethanol (1:3) fixed preparations, clearly due to
the different levels of protein preparation confired by these

fixatires



79

In a variant of the CEC method, proposed to evidentify
nucleoprotein complexes, the concentration of 0.05M MgCl, was not
ideal for polytene chromosomes of Trichosia pubescens, which
differs form results already reported for Drosophila aracataca
polytene chromosomes.

Micronucleoli distributed along of the chromosomes or
dispersed in the nucleoplasm had higher CEC values in relation to
most of the chromosome regions. These values decrease after RNase
treatment, demonstrating that RNA is the principal component which
contributes binding sites for toluidine blue molecules in this

structure.
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ANEXQOS



ANEXO 1 - Cromossomo politénico A da glédndula salivar de
Trichosia pubescens, nas diferentes - fases do
desenvolvimento larval, fixado em etanol-4acido
acético e corado com orceina lacto-acética

(AMABIS, 1983a).
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X0 2 - C—— —I— ©omossomo politénico B da glédndula salivar de
= = Jchosia bubescens, nas diferentes fases do .
Ad «=——— =senvolvimento larval, fixado em etanol-acido

Q=" «£tico e corado com orceina lacto-acética

( == TIABIS, 19833).
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ANEXO 3 - Cromossomo politéhicoﬁé da:glén&ula salivar dé
| '3Tz;cbosia pubescens, nas difepentes _fases dao
desén?élyimeﬁio iarvéi, fiXédo;ém etanol?écidQ 

acético e corado com orceina 1aét0w.acética
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ANEXO 4 - Cromossomo politénico X da gléndula salivar de
Trichosia pubescens, - nas diferentes fases . do
desenvolvimento larval, fixado em etanol-&cido
acético e corado com orceina lacto-acética

(AMABIS, 1983a).






ANEXO 5 - Representacdo diagramitica do comportamento
dos maiores pufes de DNA no final do 4°
estddio 1larval de Trichosia pubescens (AMABIS,

1983a) .
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