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I. INTRODUCAO

‘A espécie Drosophila nebulosa possui 3 pares de

cromossomos, dois dos quails sao metacéntricos (cromossomos X
e II) e um par acrocéntrico (cromossomo III). Também o cromos
somo Y & metacéntrico, Pavan (194§a) verificou que os cromos-
somos X e Il mitdticos desta espécie possuem praticamente a
mesma quantidade de heterocromatina centromérica (em termos
de irea ou volume). J& nos cromossomos politénicos da mesma
espécie, observou gue o0 cromocentro representa quase gue to-
talmente a heterocromatina centromérica do cromossomo II, en-
quanto as heterocromatinas dos cromossomos X, Y e III  estao
reduzidas a uns poucos gradnulos heterocromiticos. Esta distri
buigao desigual da heterocromatina em cromossomos politénicos
contrastaria, portanto, com o que acontece em Cromossomos mi-
téticos. Tal descrigdo se baseou em caracterlsticas morfoldgi
cas e andlise de translocagoes recIprocas. Existiriam, portan
to, dols tipos de heterocromatina: um que sofreria relativa -
mente pouca redugao quando passasse da condigac de cromossomo
mitStico para politénico (heterocromatina centromérica do II),
e outro que se reduziria consideravelmente em condigdes idén-
ticas (heterocromatina dos cromossomos III, X e Y). Esta "re-
dugdo” de &rea de heterocromatina & definida em comparagao
com a area ocupada pela eucromatina em ambos os tipos de cro-
mOSSOmMOS .

Casos semelhantes ao de D. nebulosa em relagao

a tipos de heterocromatina foram verificados em D. melanogas-



ter por Milller e colaboradores (1937), os quais mostraram que
longas secgOes do cromossomo X mitdtico sao reduzidas a uma
simples banda em cromossomos politenicos de glandula-salivar,
. e por Hinton (1942), que comparou o cromossomo II mitdotico e
politénico, mostrando que a regiao heterocromitica que consti
tui 1/5 do brago esquerdo do segundo cromossomo em metafase

mitotica @ reduzida a uma simples banda em cromossomos polité
nicos. Cavalcanti (1948), estudando cromossomos de virias 1i-
nhagens de D. prosaltans, encontrou a mesma distribuigidao de
heterocromatina nessas espécies, como reportado por Pavan en
D. nebuloga. Da mesma forma, Hsiang (1949) mostrou gque D.

'tumiditarsuslpqssui também esses dois tipos de heterocromati-

na. Ward (1949) encontrou diferencas muito bem ilustradas com
parando duas espécies de Drosophila; em D. carbonaria, uma
massa expandida de heterocromatina esta presente adjacente ao
centrOmero em cada um dos cromossomos mitdticos maiores e D.
nannoptera tem guatro bragos heterocromiticos de tamanhos va-
riados,em cromossomos mitdticos. No entanto, nos cromossomos
politénicos de glidndula salivar mesmo dos machos, nao ha cro-
mocentro e nenhuma banda heterocromatica obvia. Essas observa
¢oes todas foram baseadas em andlise de cromossomos prepara -
dos por esmagamento e corados com,orceIna acéetica.

Heitz (1933, 1934), cujos trabalhos sobre hete-
rocromatina propiciaran que seu estudo ganhasse especial 1ﬁ
pulso, analisou diversos tipos de material, incluindo prepara
¢oes de cromossomos mitOticos e politénicos de varias espé -

cies de Drosophila. Descrevendo a heterocromatina de cromosso

mos politénicos de gladndula salivar de Drosophila virilis,




propds, em 1934, a distingdo entre a heterocromatina densamen
te compactada, situada no local de confluéncia de centromeros,
daquela que circunda a primeira e que seria representada por
uma area vesiculada, menos densamente compactada. Denominou a
primeira de g - heterocromatina e a segunda de £ - heterocro-
matina. Tal aspecto de 4 e g - heterocroﬁatina foi confirmado

por estudos ac microscdpio eletrdnico por Sorsa (1969). En-

quanto o tipo o, em Drosophila virilis, forma apenas uma pe-

quena parte do cromocentro, o tipo g8 forma grande parte desta
estrutura e as bases dos cromossomos. A questio, se ou nﬁo,
os dois tipos de heterocromatina encontrados em D. nebulosa
corresponderiam aos tipos a¢ e B descritos por Heitz em D.
virilis foi deixada em aberto por Pavan (1946a). Segundo este
autor, em D. virilis & diflcil localizar esses dois tipos de
heterocromatina em cromossomos mitdticos e comparé-lbs com a
condigio descrita para os politenicos. No entanto, segundo o
propio Pavan (1946a), dos dois tipos de heterocromatina pre-
sentes em D. nebulosa, o do cromossomo II em estado politeni-
zado (cromocentro) € agquele gue apresenta maior nivel de re-
plicacao. A heterocromatina dos cromossomos III, X e Y apre -
senta-se extremamente reduzida em relagao as eucromatinas res
pectivas. Nestes termos, poder-se-ia tentar classificar a pri
meira como uma 8 - heterocromatina, levando-se em considera-
gao as descrigoes de Heitz (1933, 1934) (heterocromatina que
‘retém propriedade de endoreplicacao) e.principalmente com ba-
se em resultados mais recentes envolvendo experimentos de ul-
tracentrifugagao e hibridiéagao "in situ” para outras espé-

cies de Drosophila (Gall et al., 1971). Quanto a heterocroma-
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tina dos cromossomos IIXI, X e Y, poderia ser classificada co-
mo o - heterocromatina, com base na denominacao dada por Heitz
(1934) e por Gall e colaboradores (1971), para heterocromati-

na de D. virilis e D. melanogaster que nao se replica, ou se

replica muito pouco, durante a politenizacdo. Também estudos
de autorradiografia ac nivel de microscopia eletrdnica, em
cromossomos politénicos de D. melanogaster, mostraram incorpo
ragao de H? - uridina sobre pequenas massas densas de B - he-
terocromatina, indicando alguma atividade transcritora desta,
e nenhuma marcacaoc sobre a o - heterocromatina (Lakhotia e
Yacob, 1974). Tem-se verificado ainda que a o - heterocromati

na do cromocentro de D. melanogaster ndo incorpora H’- timi-

dina, engquanto que a sempre se apresenta tao marcada quanto
a eucromatina (Lakhotia, 1974). Dados semelhantes foram obser
vados também em D. hydei, porém através de experimentos de hi
bridizagao "in situ", verificando-se replicagdc da B - hetero
cromatina, ao contrdrio do que acontece com a a - heterocroma
tina, a qual nao replica e contém DNA altamente repetitivo
(Renkawitz, 1978a e b).

Heterocromatina cen;romérica, como a encontrada
nos cromossonos de D. nebulosa e de muitos outros organismos,
vem recebendo a denominagao de heterocromatina constitutiva.
Esta denominagao originou-se basicamente na classificagao pPro
posta por Browh (1966) para definir dois grandes grupos de he
ﬁerocromatina: um que ocorreria em_porgaes homdlogas do par
cromossomico (heterocromatina constitutiva) e outro que esta-
ria restrito a apenas um dos cromossomos do par (heterocroma-

tina facultativa). Atualmente essa classificagac foi adiciona
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da de um significado funéional,fbﬁ seja, ; heterocromatina
constitutiva € admitida como possuidora de grandes extensoes

nao codificadoras (nao codificaria para RNAs mensageiros cu-
jo produto.final fosse uma proteina), enguanto que a faculta-
tiva seria catalogada como inativa, ou seja, n2o responderia
a estimulos de transcrigao por causa de alteragoes na estrutu
ra "super-coiling” da desoxirribonucleoproteina (revisdao em
Mello, 1978a). Através de técnicas bioquimicas e autorradio -
grific;s, veio~se a determinar que a heterocromatina constitu
tiva & um tipo cromatinico especial, que apresenta geralmente
em sua composicao um DNA altamente repetitivo (Arrighi et al,
1970; Yasmineh e Yunis, 1969, 1970, 1971; Yunis et al.,1971).
Estudos de hibridizagdo in situ mostraram localizagao de DNA
satélite repetitivo.na heterocromatina constitutiva centromé-
rica, bem como em ocutras regides heterocromiticas dos cromos-
somos de Drosophila (Gall et al., 1971; Botchan et al., 1971;
Hennig et al., 1970; Jones e Robertson, 1970; Rae, 1970; Per-

reault et al., 1973) e de Rhynchosciara (Eckhardt e Gall,

1971; Machado - Santelli et al., 1979), para citar apenas da-
dos referentes a alguns dipteros. -

Em Drosophila, Hennig e colaborado;es (1970},
mostraram, atraves de experimentos utilizando gradiente de

densidade, que as especies hydei, neohydei e pseudonechydei

diferem no nimero e proporgoes de DNAs satélites e que essas
sequencias satélites estio principalménte presentes na & - he
terocromatina, e nao na 8, mas que outras podem estar espalha
das ao longo dos bracos cromossdmicos. Gall e colaboradores

(1971), por outro lado, verificaram que a maioria das seguén-—
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clas repetitivas em.g. virilis e em D. melanogaster estao lo-
calizadas na a¢- e na B- heterocromatina e somente uma pequena
porcentagem na eucromatina e estas se encontram amplamente dis
tribuidas nos bragos cromossdmicos; e que durante a politeni-
zagEo apenas as sequéncias repetitivas da B- heterocromatina

(ou parte delas) e as da eucromatina replicariam (DNA da ban-
da principal).

Nesta {iltima década, com a introdugdo de novas
técnicas citoquimicas para estudos cromossomicos, incluindo -
se aguelas usadas para obtengao de bandas cromossdmicas, vem
-se demonstrando que a heterocromatina constitutiva nao repre
senta um tipo cromatinico Ginico. Uma certa heterogeneidade
quanto a esta heterocromatina estad sendo constatada, uma vez
que ela chega a apresentar diferentes respostas a tails meto -
dos, conforme a espécie e/ou o cromossomo em consideragao.

Os bandeados sao em geral obtidos pela colora-
c3o dos cromossomos com giemsa que & uma mistura dos corantes
tiazinicos catidnicos azul de metileno, azure A, azure B e
azure C {(coram em azul) com a eosina Y, corante anionico (co-
ra em vermelho), apds pré-tratameqtos extrativos, ou pelo uso
de fluorocromos, como quinacrina, acranil, composto Hoechst
33258 e outros. Em 1970, Pardue e Gall notaram que a hetero-
cromatina centromérica de cromossomos de camundongo, rica em
DNA satélite, éorava mais intensamente com giemsa, apésfytra—
tamento para hibridizagao in situ. Gall e Pardue (1971)  de-
senvolveram o© procedimento de hibridizacao DNA-RNA para
determiﬁaqﬁo das posicoes de determinadas sequéncias de
bases do DNA sobre oOS Cromossomos. Este  procedimento

consiste, entre outras coisas, na desnaturagao do DNA
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cromossomico pela exposicdo do mesmo & solugdo de NaOH 0,07N
e reassociagdo das bases complementares em solucdo saliva de
citrato (2SSC) a temperaturas relativamente altas (60 - 65%)
*overnight". Arrighi e colaboradores (1971) também notafém
"areas centroméricas pesadamente marcadas, ao tentarem determi
nar a posigao citoldgica do DNA repetitivo em cromossomos hu-
manos, usando o procedimento de Pardue - Gall. A partir des-
sas observacoes, Arrighi e Hsu (1971) adaptaram essa técnica
para a coloracao de heterocromatina constitutiva. Essa té&cni-
ca, por sua vez, também sofreu muitas modificag¢des metodoldgi
cas, durante os anos gque se sequiram, como por exemplo, o uso
de solugoes mais diluidas de hidrdxido de sddio, de outras ba
ses, (por exemplo, hidrdxido de bario)como agentes desnaturan
tes, e pré-tratamento por 3lcoois ou acidos. Tais modifica -
¢Oes surgiram, principalmente,porque para determinados orga -
nismos, forneciam melhores resultados, em termos de melhor
preservagao da morfologia cromossdmica e/ou conservagido dife-
renciél da composigac cromossOmica. Uma vez que esses procedi
mentos de desnaturacao-reassociacao, tornavam mais corada a
regido heterocromitica centromérica, o método foi denominado
de banda C.

Devido ad associacao de banda C geralmente com
heterocromatina constitutiva rica em DNA satélite, concebeu -
se inicialmente que as regides intensamente positivas ao
Giemsa, representavam dreas de DNA reassociado altamente repe
titivo (Gagné et al., 1971; Schnedl, 1971; Yunis et al.,1971;
de la Chapelle et al., 1971; Yunis e Yasmineh, 1971; Mace et '

al., 1972) .Varias espécies de DrosoEﬂila_(melanogaster,texana,
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ezoana e hydei) foram estudadas, quanto aos padroes de = banda

C de seus cromossomos prometafdsicos e foram confirmadas as
observagoes feitas por Hsu (1971), de que também em Drosophila,
a banda C corresponderia & heterocromatina centromérica e que
" essas regioces se tornariam de fato, dquelas mais condensadas

e mais fortemente coradas nos cromossomos metafisicos, conten
do DNA altamente repetitivo (Pimpinelli et al., 1976).

Entretanto, a composigao molecular das regides
que respondem para banda C nem sempre & homogénea (Jalal et al,
1974a) e segundo Comings (1978) existem varias razles para se
acreditar que o metodo de banda C ndo apresente um mecanismo
tao primiario assim, jA que algumas heterocromatinas banda C
positivas nao contém alta repetitividade ou DNA satélite (Co-
mings e Mattoccia, 1972; Arrighi et al., 1974). Por experimég
tos de hibridizagao DNA-RNA in situ foi demonstrado que as
bandas C dos cromossomos sexuais de hamster contém pouco, se
algum, DNA repetitivo (Arrighi et al., 1974) e o cromossomo Y
de Q.Agzggi, que & banda C positivb, . nao contém DNA al-
tamente repetitivo no seu total (Hennig, 1973). Além disso,
nem toda heterocromatina constitutiva responde positivamente
aos métodos de banda C (Ennis, 1974; Arrighi et al., 1974;
Mello, 1979b).

Admite-se que uma remog¢ao diferencial de DNA,
nos cromossomos, desempenhe papel na obtencao de bandas. Is-
tc se considerarmos que a heterocromatina constitutiva apre-
senta maior compactacao de seu DNA ou porque apresente maior.
resisténcia d hidrdlise (diferentes interacdes DNA- proteinas
nao histdnicas) ou ainda porque nessa reqido ocorre renatura-

¢ao mais rapida do DNA do que em regides eucromiticas (Vidal,
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1972; Pathak e Arrighi, 1973; Burkholder e Weaver, 1977; Co-

mings et al., 1973, 1977; Matsukuma e Utakoji, 1977; Comings,

1978). o

Logo depois que as £écnicas de bandas para co
loragdo de heterocromatina constitutiva centromérica foram de
senvolvidas, descobriu~se que tratamento dos cromossomos com
_enzimas proteoliticas como a pronase (Dutrillaux et al.,1971)
e tripsina (Seabright, 1971; Wang e Federoff, 1972), seguidos
por coloragao com Giemsa, produziam bandas, que foram deno-
minado G. Segundo Comings (1978) a banda G ocorre porque
hd uma estrutura cromomérica basica nos cromossomos metafasi-
cos, que seria evidenciada pelo tratamento. Porém este meca -
nismo nao se encontra ainda bem esclarecido e acredita-se que
o padrao cromomérico se evidencia devido a algum grau de rear
ranjo das fibras das interbandas (bandas G ), com possibilida
de de alguma extragio de DNA e presenca nestas regides de pro
teInas n3o - histOnicas, nao estando, portanto, este DNA aces
sivel para se ligar ao corante.

Também os padroes diferenciais de fluorescéncia
com quinacrina ao longo dos cromossomos (banda Q) teém sido
amplamente estudados. Verificou-se que uma forte fluorescén -
cia estaria associada a regides cromossdmicas com DNAs alta -
mente ricos em sequéncias de bases AT (Comings et al., 1975).
Uma fluorescéncia fraca, por outro lado, poderia significar
DNAs com maior riqueza em CG ou mesmo em AT, ou outras varia-
¢Oes na composigdo de bases do DNA ao longo do CIOmMOSSOMO,pro
telnas n3o histdnicas interferindo na resposta ao método (Co=-
mings et al., 1975).

O composto Hoechst 33258, um derivado bibenzimi

dazole, também tem sido usado, 34 semelhanga da quinacrina, co



10.

mo um corante fluorescente para reg;Sés heterocromiaticas cons
titutivas especialmente ricas em éares de bases AT (banda H).
A fluorescéncia pelo composto Hoechst, no enténto, nao & redu
zida pela presenga de bases CG de permeio (Hilwig e Groop ,
. 1973). Alem disso, quando introduzido em cultura de células
por um certo periodo de tempo, tem a capacidade de tornar des
compactadas (alongadas) tais regides (Hilwig e Groop, 1973;
Pimpinelli et al., 1975; Rocchi et al., 1976), ou, segundo
Marcus e Sperling (1979) e Marcus et al. (1979), impediria a
condensacao dessas regides. Admite-se que durante a fase S do
ciclo celular, o composto Hoechst 33258 liga-se preferencial-
mente com o DNA de regioes cromossdmicas particulares,interfe
rindo con a ligagao de proteina ac DNA que estd replicando,ou
competindo com essas proteinas, as quais seriam responsaveis
pela condensagdo de tais regides (Gatti et al., 1976). O com-
posto Hoechst liga-se especificamente aoc DNA rico em AT, ex-
ternamente a dupla h€lice, interagindo com os pares de bases
por ligacao hidrofdbica (Comings, 1975; Latt e Wohlleb, 1975)
Regioes eucromiticas especialmente ricas em AT tém também a
capacidade de se alongar quando tratadas em cultura com esse
composto (Hilwig e Groop, 1973; Rocchi et al., 1976).
Diferengas de resposta da heterocromatina a es-
ses diversos tipos de bandas acima relatados foram descri -
tas para varias especies vegetais e animais, incluindo enﬁre
estas iultimas, algumas do grupo dos dipteros. Bedo {1975) es-
tudou o padrao de banda C de cromossomos politenicos e mi-
tdticos de duas espécies de Simulium. Em S. ornatipes, as re-

gices centroméricas bem como varias bandas dos cromossomos PO
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litenicos coravam intensamente. Nos cromossomos mitdticos com
pletamente compactados dessa espécie, no entanto, aparece uma
inica banda centromérica e nenhuma banda nos bragos cromossd-
micos, e se mais distendidos, aparecem apenas duas bandas in-
tersticiais. Portanto, muitas bandas detectaveis nos Cromosso
mos politénicos por este método, n3c o foram em mitdticos. Ob
servagdo semelhante foi constatada em S. melatum, com a dife-
renga que a regiao centromérica em cromdssomos politénicos
apresenta uma area central nao corada, ladeada por intensa ban
da C, contrastando com S. ornatipes que mostra profunda colo-
ragao da parte central do centrdmero ladeada por regido peri-
céntrica nao corada (Bedo, 1975).

Varias espécies de Chironomus foram estudadas
quanto aos padroes de banda: C de seus cromossomos politéni
cos, por Higele (1977). Este autor introduziu o pré-tratamen-
to por isopropanol ac metodo de banda C. Em quase todas as es
pécies analisadas, as regides cromocéntricas dos cromossomos
politénicos apareceram coradas intensamente e os bragos cro -
mossdmicos corados palidamente. Excecd3o foi a espécie C.
Thummi, gque apresentou algumas bandas intersticiails positivas,
alem das regioes centroméricas. Eéses resultados foram discu-
tidos pelo autor, tendo ele sugerido que material-cromossémi—
co & perdido durénte o procedimento de banda C (o autor notou
que 0s bracos cromossdmicos coram fracamente e algumas bandas
chegam mesmo a desaparecer) e que hd maior resisténcia & remo
¢ao das areas heterocromaticas banda C positivas , do que

o0 restante do cromossomo.
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Em 1971, Hsu verificou que a  heterocromatina
centromérica dos cromossomos mitoticos metafasicos de Droso-

phila melanogaster responde ac procedimento de banda C de

maneira semelhante ao observado em células de mamiferos por
Arrighi e Hsu (1971).
Também os cromossomos mitoticos do diptero Culi-

seta longiareolata foram objeto de estudo quanto &d resposta

aos métodos de bandas C e Q. Foram detectadas 3 classes de
heterocromatina: a primeira, caracterizada por areas Q bri-
lhantes e C intermedidria em intensidade de coloragao; a se-
gunda por serem Q pouco brilhantese C muitc intensamente cora
da; e a terceira por ser fracamente fluorescente e apresentar
poucaou nenhuma resposta para banda C. Com base nesses dados,
os autores sugeriram que a composicac em bases do DNA é uma
condicao necessadria, mas nao suficiente, para explicar o sig-
nificado estrutural dessas bandas, 32 que, se admite que
regides Q fluorescenteS,revelam polinucleotideos ricos em AT,
e no entanto, estas mesmas areas mostram diferentes intensida
" des de coloracaoc & banda C. Sugeriram ainda o grau de em-
pacotamento das fibras cromatinicas como o principal fator de
terminante de banda C (Mezzanotte-et al., 1979).

J3 em cromossomos politenicos de Rhynchosciara,

as respostas aos métodos C, Q0 e H n3ao diferiram quando se efe
tuou comparacdo da regilio do cromocentro com intimeras bandas
ao longo dos bracgos cromossOmicos (Stocker et al., 1978).

Um nimero consideravel de espécies tem sido exa
minado éuanto aos padroes de bandas fluorescentes de seus crg

mossomos. (Vosa, 1970; Ellison e Barr, 1971; Barr e Ellison,
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1971; Holmquist, 1975a; Pimpinelli et al., 1975; Gatti et al.,
1975; Lee e Collins, 1977; Wheeler.e Altenburé, 1977) e em to
das as espécies analisadas, alguns dos segmentos heterocroma-
ticos banda C positivos, apresentam fluorescencia nao
uniforme com o composto Hoechst ou com a quinacrina.

Em D. melanogaster e D. simulans, o padrao de

fluorescéncia apds tratamento com quinacrina foi estudado em
cromossomos politeénicos e mitdticos e diferencas foram encon-—
tradas (Ellison e Bar, 1971). ’

Em D. nasutoides, verificou-se que o padrao de
bandas C e Q de um grande cromossomo mitdtico heterocroma-
tico difere, sendo que, as bandas C negativas, apresentam- se
Q positivas (Lee e Collins, 1977) e H positivas (Hoechst
33258) (Wheeler e Altemburg, 1977), embora os centrdmeros dos
outros cromossomos metacéntricos que eram banda C positivos ,
fossem também Q e H positivog. Baseando-se nas diferentes res

ara obtencao:

postas aos métodsg\(’ e bandas, Wheeler e Altemburyg,descrevem
guatro classes de heterocromatina, trés das éuais presentes
no cromossomo considerado heterocromadtico (bandas CtH*; CtH™;
Cc"HY) e um tipo para os outros cromossomos (que sao sempre
ctHt ou C-H"). Os autores sugerem que as varias classes de he
terocromatina encontradas correspondam 3 localizagao cromosso
‘mica de diferentes DNAs satélites.

Por outro lado, em D. nasuta, com excegao do
cromossomo Y, todos os segmentos heterocromaticos fluorescem
igualmente com o composto Hoechst e com a quinacrina, sugerin
do uma certa homogeneidade com respéito a composigao de ba-

ses do DNA dessas regioes (Lakhotia e Kumar, 1979), de modo
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semelhante, ao que foi encontrado na heterocromatina centromé

rica dos cromossomos do vegetal Lachenalia tricolor (Mogford,

1978).

Quando o composto Hoechst 33258 e adicionado ao

meio de cultura de gdnglios cerebrais de D. melanogaster, tem

-ge verificado que as heterocromatinas desses cromossomos se
comportam diferentemente. Puderam, assim, ser divididas em 3
tipos, em funcao do grau de alongamento qgue estasapresentam
apds o tratamento: um tipo insensivel ao composto; um de des-
condensagao intermedidria e outro drasticamente descondensado
(Pimpinelli et al., 1975). Para esses pesdquisadores as areas
sensiveis ao tratamento com o composto Hoechst, contém DNA ri
co em AT. Em favor disto, citam o caso da heterocromatina cen
tromérica de camundongo que descondensa pelo composto Hoechst
(Hilwig e Groop, 1973), heterocromatina esta onde sabidamente
se localiza DNA satélite rico em AT (Jones, 1970; Pardue e
Gall, 1970). Discutem também o fato de que todas as éréas he-
terocromaticas dos cromossomos de Drosophila que descondensam
pelo tratamento com © domposto Hoechst, correspondem ds areas
que fluorescem brilhantemente apds coloragaoc com  quinacrina
(Adkisson et al., 1971; Dolfini, 1974; Vosa, 1970) ou mesmo
com o composto Hoechst 33258 (Holmquist, 1975a), ambos usados
para evidenciagao de DNAs ricos em AT (Ellison e Barr, 1972;
Weisblum e Haenssler, 1974; Holmguist, 1975a; comings, 1975;
Comings et al., 1975). Com base nessas evidéncias, Pimpinelli
et al. (1975) consideram que o grau de descondensagao dessas
regides heterocromaticas depende da relativa.concentragéo de

2
AT nas mesmas. Resultados comparativos da resposta a descon -
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densag&o e fluo;escéncia por Hoechst e quinacrina, permitiram
dividir a heterocromatina constitutiva de Drosophila em va-
rios subtipos citoldgicos. Foram estudadas seis espécies de

Drosophila (melanogaster, simulans, virilis, texana, hvdei e

ezoana), constatando~se a presenga de 14 subtipos e dentre es
ses, de 4 a 7 estavam simultaneamente presentes no mesmo gengo
ma (Gatti et al., 1976).

De posse dos dados da literatura acima relata -
dos, pareceu-nos de interesse determinar se os diferentes

tipos heterocromaticos de Drosophila nebulosa relatados por

Pavan (1946a) estariam associados a diferencas em composicgao
quimica detectiveis pelos métodos de banda C e G e/ou ocorrén
cia ou nao de descompactagdo (ou falha de compactagdo) com a
agéo do composto Hoechst 33258. Nesse respeito, seriam os di-
ferentes cromossomos mitdticos comparados entre si e com os
politénicos. Da mesma forma, os dados levantados para D. nebu-
losa poderiam ser tentativamente comparados aos de outras es-
pécies do mesmo genero.

Além disso, caberia uma outra questaoc.Se admi -
tirmos que o cromocentro em D. nebulosa & grandemente consti-
tuido pela heterocromatina do cromossomo II e que esta hetero
cromatina sofre replicacao durante o processo de politeniza -
‘950 (0 que € altamente sugestivo de uma B-heterocromatina) ,
teria ela caracteristicas citogquimicas semelhantes 3 eucroma-

tina, ou nao? Sabe-se que no caso de Drosophila melanogaster

h@ semelhanga da heterocromatina B com bandas eucromaticas ,
em termos de ocorréncia de DNA repetitivo replicador. Estas

semelhangas s@0 detectdveis por hibridizacdo in situ associa-
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da a ensaios biogquimicos (Gall et ql;, 1971) e também através
de perfis espectrais de Feulgen (Mello e Recco, 1980). Os es-
pectros de Feulgen para tipos heterocromaticos e eucromiticos

de outro diptero, Rhynchosciara americana, no entanto, apre-

_ sentam notaveis diferencas entre si (Mello, 1980a). Estas di-
ferengas dizem respeito ao grau de proeminéncia de um pico se
cunddrio ou ombro que ocorre ao redor de X = 520-530nm, quan-
do o material em estudo & totalmente depurinado (Mello, 1978b
e 1980a). Tal ombro surgiria pela ocorréncia de maior frequén
cia de moléculas Schiff di-substituldas com aldeldos vicinais
do adcido apurinico de acordo com a composigdo do substrato co
rado (Mello, 1978b e 1980a). A ani3lise do perfil de absorgao
de Feulgen em D. nebulosa seria, portanto, um dado importante
a se levantar com relagiao a heterocromatina predominante do
cromocentro.

Também, com relag@o a esta, o estudo de caracte
risticas de basofilia poderia informar se diferengas drasti -
cas em complexos DNP al ocorrem, quando em comparag3do com da-
dos da eucromatina.

A basofilia nuclear detectada com solu¢des de
azul de toluidina a pH 4,0 e 3,4 admite-se que seja devida i
presenga de Acidos nucleicos, pela ligagdo eletrostidtica de
moléculas desse corante aos grupos fosfatos do DNA ou RNA,
grupos esses nao ligados a proteina (Lison e Mutsaars, 1950;
Lison, 1955 e 1960; Davison e Butler, 1956). A basofilia meta
cromitica, no caso do azul de toluidina, & aquela verificada
quando ha deslocamento do pico principal da curva de absorgao

espectral correspondente ao cromoforo (* = §30nm) para um A
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mais curto, como 546nm (metacromasia v) ou ao redor de 590nm
(metacromasia B) e uﬁ consedquente higocromismo'do pico em A =
630nm (Bergeron e Singer, 19%8; Toepfer, 1970). Este fendmeno
de metacromasia acha-se intimamente ligado ao empilhamento de
moléculas do corante bem como & proximidade entre elas
(bavison e Butler, 1956; Bergeron e Singer, 1958; Toepfer,
1970). Quanto mais proximas entre si e mais bem empilhadas es
tiverem as moléculas de corante, mais o pico de absorgao se
deslocari para A mais curtos. Se as moléculas de azul de to -
luidina se tornarem muito distantes umas das outras, o maximo
de absor¢aoc se deslocard para ) mais longos.

_ Um exemplo do papel dos grupos fosfatos do DNA
em achados de basofilia, dee ser mostrado na espermatogénese

de rato e na do gafanhoto Staurorhectus longicornis (Lison,

1955; Mello e Vidal, 1977; Vidal et al., 1978). Nestes casos
hd um bloqueio maior. dos grupos do DNA por protelnas ricas em
arginina, que substituem as histonas somaticas durante a es-
permiogénese. Como consequéncia, ha uma alteragao sensivel
nos padroes de basofilia nuclear detectiveis apds coloragao

com corantes tiazinicos. Nas fases que precedem a substitui -
gao do tipo de proteina basica a cromatina se cora em violeta
(metacromasia Y), enquanto a partir dessa substituigao a cro-
matina aparece esverdeada {pico de absorgidoc ao redor de A =
630nm). O conteiido de DNA, no entanto, permanece constante
(Lison, 1955; Mello e Vidal, 1977). Ja, nas abelhas, 0s esper
matozdides apresentam uma proteina nuclear rica em lisina ,

complexada aoc DNA, permitindo que muitos fosfatos livres do

DNA permanecam disponiveis para se ligarem ac azul de toluidi
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na e, portanto, os padroes de basofilia nuclear n3o se apre -
sentam alterados nestes espermatozdides (Mello e Vidal, 1973).

Em cromossomos poljténicos de Rhynchosciara ame

ricana, apds coloracac com azul de toluidina a pH 4,0, medi. -
-das citofotométricas da basofilia tém revelado que diferentes
regides de um mesmo cromossomo, na mesma fase, podem apresen-
tar variagoes do pico de absorgido de sua curva espectral (Vi-
dal, 1975). Isto & um reflexo da diferenga em termos de dispo
nibilidade dqs grupos fosfatos habeis em ligarem moleculas do
corahte, mostrando, indiretamente, que diferentes tipos de
complexos DNP e RNP al ocorrem. A zona 8/A, medida em 2 Areas
diferentes, mostrou 2 picos nas curvas correspondentes a sua
parte mais compactada (A = 550nm e 600nm) e & menos compacta-
da (X = 560nm e 600nm); a regiao heterocromatica 11/A exibiu
um pico a A = 580nm e a regidao 9/A ("zona de ninguém™) mos-—
trou dois miximos de absorcao (a A = 570nm e A = 590nm). Es-
ses dados foram obtidos em larvas com idade entre 20 e 25
dias. A localizagao de tais picos também sofre deslocamento
em fungao do desenvolvimento larval. Deve-se salientar gque
cromossomos politénicos tratados por clupeina (= protamina)
praticamente n3o mais se coram com solugoes de azul de tolui-
dina a pH 3,4 ou 4,0, exceto eM-regioes onde hid acimulo de RNA
pois essa protelna se liga aos fosfatos livres do DNA, blo-
queandovos-(Vidél, 1979).

No hemiptero Triatoma infestans, a heterocroma-

tina constitutiva dos cromocentros, em células de tubos de

Malpighi, difere em padrao de basofilia da eucromatina respec

tiva, apds remocdo de RNA {Mello, 1976 e 1980b). Tal fendmeno
3
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foi considerado como sendo devido a diferente tipo de intera-
gao DNA-proteina possivelmente associado a diferente estado
de empacotamento dos filamentos cromatinicos, com possivelmen

te uma participacao mais notdoria de H1 na heterocromatina

- (Mello, 1980b).
Os objetivos do presente trabalho sao,portanto,

0s seqguintes:

1. Caracterizagao da resposta s reagdes citoquimicas de desna
turagio-reassociacao ( banda C ), banda G e agao do com -
posto Hoechst 33258 nas regioces heterocrométicas dos dife-
rentes cromossomos mitoticos de cérebro e politéenicos de
glénduia salivar de D. nebulosa. Assim, seriam 0s cromosso
mos mitdticos comparados entre si e aos politénicos. Uma
posterior comparacao com dados existentes para outras espe

cies do género Drosophila seria tentada.

2, Comparacao das propriedades citoquimicas de basofilia e es
pectros de Feulgen da heterocromatina do cromocentro (cro-
mossomo II, especialmente) com relagEo as da eucromatina ,
em glandulas salivares.

A analise, de cardter microespectrofotométrico
referente ac item 2, nao poderia ser estendida aos cromos
somos mitdticos, devido ao tamanho extremamente reduzido
dos mesmos e ds dificuldades técnicas instrumentais (as me
nores areas de mensuracao ao microespectrofotdmetro sao

maito maiores que a larqura dos cromossomos).



20'n

II. MATERIAL

-

Foram utilizados g3nglios cerebrais e glandulas
salivares de larvas de 39 estadio (classificacao baseada em

Bodenstein, 1950) de ambos os sexos de Drosophila nebulosa ,

pertencente ao grupo Willistoni do subgénerc Sophophora. A 1li
nhagem utilizada neste trabalho & procedente da Fazenda Jan-
daia, préxima‘h cidade de Saoc José do Rio Preto, Sac Paulo.
Sua area de distribuigdao se estende do sul dos Estados Unidos
da América ao sul do Brasil.

No desenvolvimento deste trabalho foi empregado
o meio de cultura & base de banana-agar (utilizado rotineira-
mente no Laboratdrio de Genética do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciencias Exatas de Sao José do Rio Preto), com a se-

guinte composigao:

Agua L IR A A A A A A N R R A R A A R A A A I A N N N RN ENNNENEEEEN RN loooml

Agar-....--o-.....---..-.o-..--o--oo--........---..o 24g

BANANA ccesesevecccsconccctcsvisovesssssnsssasoncssns 800g
Fermento FleischmMann ..cseccsesasscasscsssscsnscncsases 25g
Nipagin (solugdao alcodlica a 10%) .ecevevsnccssccccns 8ml
Ecido propiOnico ..eceecceccncassnsessssncssassaccces 2ml

Calda de agicar (500g de aclicar em

© 250ml de HypO) eevesecenncecenncnnas 20m1

0 estogue foi mantido em garrafas de um guarto
de litro contendo cerca de 2cm de meio de cultura e uma fita
quadrupla de guardanapo de papel medindo 4 x 1l7cm aproximada-

mente, pressionada levemente nos bordos do meio de cultura,
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aumentando a superficie de pouso d;s'moscas e principalmente,
servindo de substrato para.a pupa@go das larvas. Toda a popu-
lagao de moscas foi mantida a temperatura ambiente.

Fermento Fleischmann em suspensao foi acrescen-
‘tado aos vidros quando surgiam as larvas, para melhor desen-
volvimento das mesmas.

A dissecagao das larvas foi acompanhada com lu-
pa estereoscopica Zeiss e para observagao e fotografias dos

cromossomos fol utilizado um fotomicroscopio Zeiss.

III. METODOS

III.l. Para bandas C e G

Os ganglios cerebrais e as glandulas salivares
foram. fixadOs em acido acético a 45% por 1 minuto aproximada-
mente. Apds o esmagamento do material nessa solugao, a laminu
la foi removida por congelamento do material em nitrogénio 11
quido. A seguir, quando as laminas atingiram a temperatura am
biente, foram imediatamente imersas em etanol a 70% por 2 mi-
nutos e secadas ao ar.

Foi utilizado o método de desnaturagio—reaséo—
clacao (banda C) de Arrighi-Hsu (1971), conforme o original e
com alqumas modificacoes.

A denaturacao foi feita inicialmente com NaOH

(Carlo Erba) 0,07N (Arrighi e Hsu, 1971), mas tal concentra
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¢ao fol modificada, ja que altera egﬁremamente a morfologia
cromossomica. Usou-se entao, NaOH 0,01lN (Deaven e Petersen,
1973) por 2 minutos & temperatura ambiente. Em seguida, as 13
minas foram mergulhadas rapidamente, por 2 vezes em etanol a
-70%, 1 minuto em etanocl a 80% e a 95% e secadas ao ar. Proce
deu-se a4 reassociagao em solugao 28SC (cloreto de sddio 0,3M
e citrato de sbdio 0,03M) durante uma noite (12 a 14 horas) em
banho-maria, sendo que, parte dos preparados foi mantida a
temperatura constante de 609C e parte 4 75°C (Arrighi e Hsu,
1971). A sequir, as preparagoes foram lavadas 2 vezes em eta-
nol a 70% rapidamente, secadas aoc ar, coradas com uma solugéo
Giemsa (Merck) a pH 6,8-7,0 durante 30 minutos (Schnedl,1973),
lavadas rapidamente em agua destilada, secadas ao ar, diafani
zadas em xilol por 10 minutos e montadas em balsamo do Canada
(np = 1,54) (Método I).

As variagdes metodoldgicas utiliza

das no presente trabalho foram as seguintes:

a. Desnaturagao com uma soluqao NaOH 0,0014n
por 15 segundos & temperatura ambiente (Gagné et al., 1971;
Hsu, 1971) e renaturagao ds temperaturas de 65°C e 75°C, 12 a

14 horas(Método II).

b. Desnaturagao com uma solucao saturada de
Ba(OH), (May & Baker Ltda) por 90 segundos a 50°C (Sumner ,
1972) e reassociagdo em 2SSC por 4 horas e 30 minutos &s tem-—

peraturas de 60°C e 75°C (Método III).

c. Foi também utilizado o método de desnatura-
gao-reassociacao de Bedo (1975), modificado por Higele (1977),

como se seque: o material fol tratado por isopropanol absolu-
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to a pH 6,5 por 7 dias a -20°C ("RB.Method") {(Método 1IV) e
por 50 dias A mesma temperatura ("C Method") (Método V). Apds
este periodo, o procedimento para a desnaturacdo-reassociacao
foi o mesmo para ambos os metodos: depois de secadas ao ar,
- as laminas foram imediatamente tratadas com uma solugao satu-
rada de Ba(OH), a pH 13,0 por 15 minutos a4 temperatura ambien
te e lavadas 3 vezes em aAgua destilada. A reassociacao foi
feita em 25SC a pH 7,0 ds temperaturas de 60°C e 75°C por uma
hora e trinta minutos. Apds serem lavadas 3 vezes em agua des
tilada, secadas ao ar, as preparacoes foram coradas com uma
solucao Giemsa (Merck) a 1% em tampao fosfato 0,025 M a pH
7,0, por 10 minutos, secadas ao ar, diafanizadas em xilol por
10 minutos e montadas em hdlsamo do Canadd. Segundo Higele
(1977) o tempo de tratamento em isopropanol & de 2 a 10 dias
("RB Method") e de 40 a 60 dias ("C Method"). Para o presente
trabalho utilizamosltempos intermedidrios aos sugeridos, con-
forme descrito acima.

Além dos métodos para banda C, também foi utili
zado tratamento com tripsina para obtencdo de banda G em algu
mas preparagSes. Os preparados foram tratados com uma solugio
de tripsina a 1% (1:250 DIFCO) em NaCl a 0,9% por 90 segundos
a 10°C, lavados em agua deionizada, secados ao ar, diafaniza-
dos em xilol por 10 minutos e montados em balsamo do Canada

(Gallimore e Richardson, 1973) (Método VI)
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III.2. Acao do composto Ioechst 33258 sobre as Areas hetero -

cromaticas

\

Para o estudo de descompactacao da heterocroma-
tina constitutiva em presenca do composto Hoechst 33258 usou-
se a técnica de Pimpinelli e colaboradores (1975). Foram uti-
lizados ganglios cerebrais e gladndulas salivares, os quais fo
ram removidos em solucao Ringer para insetos (7,5 g de NacCl
+ 0,35 g de KC1 + 0,21 g de CaCl,, diluidos em 1 litro de
agua destilada). Em seguida foram colocados em uma solucgao
aquosa contendo NaCl (0,7%), soro fetal bovino (20%) e compos
to Hoechst 33258 (40ug/ml) por 8 horas. Apbs 6 horas de incu-
bagdo, colchicina (Laboratdrios Prim3 S/A) foi adicionada &
cultura, em uma concentracao final de 10~ “M. ApGs completarem
-se 8 horas, os ganglios e as glandulas foram fixados em aci-
do acetico a 45% por 1 minuto e submetidos a esmagamento. A
laminula foi removida apds congelamento em nitrogenio liguido.
Como controle utilizamos o mesmo procedimento, excluindo-se o
composto Hoechst 33258 da solucao incubadora. Os preparados
foram submetidos ao processo de denaturagao-renaturagao por
Ba-(OH)2 conforme ji descrito anteriormente (Método III), a
fim de se visualizar o comportamento das éreaé consideradas

de heterocromatina constitutiva frente ao composto Hoechst.

I¥T.3. Basofilia cromossdmica

0 material foi preparado conforme o item

III.1l. Parte das preparagdes foi submetida a um tratamento
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com uma solugao de RNase (Sigma) a 0,05% a 37°C em camara ami
da por 60 minutos. A seguir, o material tratado previamente
com RNase bem como aquele nép tratado foram corados com uma
solucido de azul de toluidina (Merck) a 0,025% em tampao
MacIlvaine pH 4,0 (Lison, 1960). Antes de se efetuar a colo
ragao, as laminas foram mergulhadas rapidamente em agua des
tilada e secadas levemente com papel Yes. Apds 15 minutos de
coloracdo, o material foi rapidamente lavado em agua destila-
da (5 s), secado ao ar, diafanizado em xilol por 10 minutos e
montado em bdlsamo do Canada.

As medidas fotométricas de absorcao foram reali
zadas em um citofotdmetro Zeiss (fotomultiplicador EMI 6256 e
fotdmetro 0l), usando-se objetiva Neofluar 100/1,25, optovar
2, didmetro do diafragma de campo = 0,2 mm, didmetro do dia -
fragma de mensuragéo = 0,4 mm, ocular Kpl W MPM, condensador
LD-Epiplan 16/0,30 e régua monocromadora Schott. A area do es
pécime medido foi igqual a 3,14um .

Foram construidas curvas especﬁrais de absorgao
para regides heterocromidticas (cromocentro) e eucromaticas
(bandas) dos cromossomos politenicos, variando-se os compri -
mentos de onda de 500 a 640 nm. Foram também calculados os In

dices metacromaticos (EA - 555nm/E , E = absorbancia)

A= 625nm
‘para as regices mencionadas.

Para se confirmar a participacao de RNA na baso
filia cromossomica, algumas laminas foram tratadas  antes
da coloragao (nesse caso com azul de toluidina a pH3,4)
com uma solucgao. saturada de sulfaﬁo de c;upeina (Fluka A;

G.), segundo método de Vidal (1979). Esse tratamento teve

a duracao de 0,5 ;1 e 2 horas, a temperatura ambiente. A se-
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guir os preparados foram lavados em &qua destilada, secados

ao ar, diafanizados em xilol e montados em balsamo do Canad3.

III. 4. Espectros de absorcdo de Feulgen

0 esmagamento, fixacao do material e o método
de remogao das laminulas foram identicos aos descritos no t&-
pico III.l.. O material foi hidrolizado em HC1 O,iﬁsgggggféos
periodos (4, 8, 12, 14 e 20 horas) a 37°C. A sequir as lami -
nas foram lavadas varias vezes emVHZO e tratadas com o reati-
vo de Schiff por 40 minutos. Logo apds, o material foi subme
tido a 3 banhos de 5 minutos cada em dgua sulfurosa {1 parte
de metabissulfito de s6dio a 10%, 1 parte de HCl 1N e 18 par-
tes de agua) e lavado em agua destilada, por 2 minutos, va-
rias vezes. Em seguida, o material foi desidratado em uma sé-
rie de alcoois, diafanizado em xilol por 10 minutos e montado
em balsamo do Canada.

A analise dos preparados foi realizada com (o)
mesmo equipamenfo mencionado no tdpico III.3.. As condigoes
operacionais foram as seguintes: objetiva Pol/Neofluar 63/090,
optovar 2, diametro do diafragma de medida = 0,16mm, diametro
do diafragma de campo = 0,2 mm, condensador LD Epiplan 16/0,30.
‘A 3rea do espécime medido foi, portanto, de 1,27um2. Os com -
primentos de onda, de 480 a 610 nm, foram obtidos com regqua
monocromadora de fabricacao Schott. Foram determinadas cur -
vas espectrals de absorgac para a rggiéo eucromatica 73 do
dromossomo IIT {(classificagao baseada na representagao esque-—

matica de Pavan, 1946b) de larvas de machos e fémeas.
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IV. RESULTADOS

IV.l. Bandas C e G

IV.1l.l. Cromossomos mitoticos

Nos preparados tratados com NaOH 0,0INe renatu-
rados em 2SSC a 65°C (Método I) observou-se que as regides he
heterocromaticas centroméricas dos cromossomos X, II, III e
Y, respondem de maneira semelhante entre si, corando-se leve-
mente mais forte do que as porgoes cromossdmicas restantes
(Figs. 1 e 2). A intensidade de coloracac do cromossomo Y &
semelhante a observada nas regioes centroméricas heterocrom3i-
ticas dos demals cromossomos exceto em sua regiaoc centroméri-
ca e proximo a um dos teldmeros, onde aparece uma regiao mais
clara (Fig. 2). A regiao heterocromitica do cromossomo X bem
como a do II, assemelham-se entre si principalmente quanto &
intensidade de éoloragio (Fig.l) . Resposta semelhante foi ge~
ralmente obtida quando a renaturagao foi feita a 75°C (Figs.
3 e 4). Em alguns destes preparados obtivemos uma certa varia
bilidade na intensidade de coloracao, as regides centroméri -
cas de todos os cromossomos aparecendo nao muito coradas, de-
vido talvez a diferencgas no grau de compactacao dos cromoséo—
mos.

Nos preparados submetidos ao Método II, com a
renaturacao efetuada 3 temperatura de 65°C, (Figs. 5 a 7), as
regioes heterocromiticas apresentam-se com coloracao bem mais

intensa do gue as regioces eucromaticas, mas semelhantes entre
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FIGURAS 1 e 2. Cromossomos mitdticos de ganglios ce-
rebrais de larvas de D. nebulosa, submetidos ao Mé
todo I (banda C; renaturagdao a 65°C). Fig.l: fémea
(1900x); £fig.2: macho (2370x).

FIGURAS 3 e 4. Idem, renaturacdao a 75°C. Fig.3:fémea
(1900x); fig.4: macho (1900x).

Regioes centroméricas com padrao semelhante entre
sl. Cromossomo ¥ exibhe alaumas bandas ao longo do
seu comprimento.

28.



FIGURAS 5 a 7. Cromossomos mitdticos de ganglios ce-
rebrais de larvas de D. nebulosa, submetidos ao M&
todo II (banda C; renaturacao a 65°C). Fig.5:f8mea
(1900x); figs.6 e 7: machos (6:1900x; 7:2400x).

FIGURAS 8 a 10. Idem, renaturagio a 75°C. Fig.8:fémea
(1900x); figs.9 e 10: machos (1900x).
Regides centroméricas com padrao semelhante entre
si. Na fig.6, o cromossomo Y aparece discretamente
corado e nas figs. 7, 9 e 10, intensamente corados.
Cromossomos mais distendidos apresentam maior nume
ro de bandas (fig 10).

29,
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si. Nos preparados de macﬁos (Fiés. 6 a 7f nem sSempre encon -
tramos a mesma resposta para o cromossomo Y, o gual se apre-
sentou discretamente corado em algumas placas netafasicas
(Fig. 6) e-intensamente corado em outras (Fig. 7). A tempera
tura de renaturacao de 75°C, coram-se em geral mais diétinta—
mente as regioes heterocromiticas centroméricas dos cromosso-
mos X, II e IIT e os bracgos do Y (Figs.'B e 9), mas em alguns
casos, onde OsS Cromossomos se encontravam mais distendidos, a
diferenga de coloragao nao foi assim tdo evidente e o niimero
de bandas ao longo dos bragos cromossOmicos foi maior (Fig.10).
Nos preparados tratados segundo o Método III e
renaturados a 65° e 75°C, a resposta foi semelhante & obtida
com o8 dois métodos citados anteriormente, embora as regioes
centromeéricas heterocromiticas dos cromossomos X, IT e III e
os bragos do cromossomo Y tenhanﬁ%arado mais nitidamente,quan
do comparadas as regides eucromdticas (Figs. 11 a 19). Verifi
cou-se tamb3m com este método que podem aparecer bandas ao
longo de regioes eucromdticas dos bracos cromossdmicos, inclu
sive no cromossomo III (Figs. 11, 16 a 19) e no ¥ (Fig. 18).
Mesmo em cromossomos bastante distendidos (eﬁ fases iniciais
de divisao) (Fig. 19), as regides heterocromiticas destacam -
se pela coloracao com giemsa, podendo, ds vezes apa
recerem subdivididas em bandas (Fig. 19). O cromossomo
Y, quando submetido & renaturagac a 65°C apresentou-se inten-
samente corado (Fig. 15). O mesmo, no entanto, nao aconteceu
na maioria dos casos para situagao de rehaturacido a 75°C (Fig.
17) , embora, em raras preparagoes tenha se notado o

Y tao intensamente corado quanto as regides centroméricas dos

oﬁtros cromossomos (Figs. 18 e 19)°
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FIGURAS 11 a 15. Cromossomos mitoticos de ganglios cerebrais
de larvas de D. nebulosa, submetidos ao Método III (banda
C; renaturacao a 65°C). Figs. 11 a 14: fémeas (1ll: 1900x;

12, 13 e 14: 2460x); fig. 15: macho (1900x).

FIGURAS 16 a 19. Idem, renaturacao a 75°C. Fig.l1l6: fémea
2370x); figs.l1l7 a 19: machos (17 e 19: 1900x; 18: 2370x).
Regioes centroméricas com padrao semelhante entre si. Cro

mossomo Y mostrou-se intensamente corado em alguns cCasos

(figs.15 e 19) e pouco corado em outros (fig. 17); obser-

vou-se também presenca de bandas ao longo do seu compri-

mento (fig. 18).
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Os cromossomos mitSticos de D. nebulosa quando.
tratados segundo os metodos IV e V} nao mostraram a diferen-
ciagEo em cor, de regiSes coradas em azul e outras em violeta,
{Metodo RB) descritas por Higele (1977). Também nao foi obti-
da a diferenciagao por intensidade de coloragao, de  regides
palidamente e fortemente coradas em azul (Metodo C), relatada
pelo mesmo autor. No material de D. nebulosa, com o tempo de
7 dias de pre-tratamento com isopropanol, (Método IV), as re-
gides heterocromiticas centroméricas dos cromossomos X, II e
iII,apresentaram*secoradas em violeta~rSseo e mais intensamen
te do que o restante dos cromossomos, tanto para renaturagao
3 659C quanto a 759C (Fig. 20 a 25). O cromossomo Y apresen—
tou colora¢ao semelhante a das regiCes centroméricas hetero-
cromaticas,d temperatura de renaturacao de 65°C (Figs. 22 e
23}, mas 3 temperatura de 75°C apresentou-se palidamente cora
do, como a eucromatina, por exemplo, do cromossomo III (Fig.
25).

0s resultados obtidos com o Método V, usando-se
renaturacac a temperatura de 65°C e 759C foram semelhantes
aos observados com o Método IV (Figs. 26 a 29).

Nas figs. 29 a 33 sdo mostrados alguns cromosso
mos mitoticos tratados pelo Metodo VI (bandeado G). Para um
mesmc tratamento,houve diferente resposta das placas metafasi
cas ou dos cromossomos prometaf@sicos,3d tripsina. As vezes as
regioes heterocromaticas apareceram mais coradas do gue as eu
cromaticas, embora nao com a intensidade demonstrada pelos mé
todos de bandeado C (Figs. 29, 32 e 33). Outras vezes, 0S Cro
mossomos mostraram uma certa homogeneidade de coloracao ao

longo de seu eixo (Fig. 30). Houve mesmo casos em que justa -



33.

20 :?'i 22 | I

1
iy N R Tl gl
23 & 24 25
X I
) go~ ® & )
A n— X "
f ) . ® ¥ v Y
v . L
S — i e
26 p 27

FIGURAS 20 a 23. Cromossomos mitoticos de ganglios ce-
rebrais de larvas de D. nebulosa, submetidos ao Me-
todo IV (banda C; renaturacao a 65°C). Figs.29 e 21:
fémeas (2470x); figs. 22 e 23: machos (4600x).

FIGURAS 24 e 25. Idem, renaturagao a 75°C. Fig.24: fé
mea (1900x); fig.25: macho (19n0x).

FIGURAS 26 e 27. Cronossomos nitdticos de ganglios ce
rebrais de larvas de D. nebulosa, submetidos ao Mo-
todo V (banda C; renaturacao a 650C). Fig.26: fémea
(2400x) ; £ig.27: macho (2400x).

FIGURA 28. 1Idem, renaturacao a 75°C. Femea (2400x).
Regices centromZricas con padrio semelhante entre
si apds cada método. Cromossomo Y com resposta homo
génea ao longo do seu comprimento. ¥a fig.25 o cro-

mossomo Y aparece nalidamente corado.
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FIGURAS 29 a 33. Cromossomos mitoticos de ganglios ce-

rebrais de larvas de D. nebulosa, submetidos ao tra-
tamento para obtencao de bandeado G (Método VI).Figs.
29 a 31: femeas (29 e 30: 4600x; 31: 2400x); figs.32
e 33: machos (4600x).
Regioes centroméricas com padrao semelbante entre si.
Cromossomo Y exibe alqumas bandas ao longo do seu com
primento. Na fig.31l, as areas heterocromaticas apare
cem menos coradas que as eucromaticas.
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mente as areas heterocromaticas apareceram pouco coradas (Fig.
31). No caso do CTOmMOSSOomo Y, aé'éuas regiSes mais coradas si—'
tuam-se vizinhas 3 regiao centromérica (Figs.32 e 33). As re-
gides heterocromaticas dos cromossomos II, III e X mostraram
igual compbrtamento, seja como bandas negativas (Fig. 31) ou

bandas positivas (Fig. 33).

IV.1.2. Cromossomos politénicos

Nao foram observadas diferencas na resposta aos
métodos de banda C utilizados quando se comparou © cromocen -
tro com as regioces de bandas (eucromatina) dos cromossomos po
liténicos (Figs. 34 a 39).

Nos preparados submetidos ao Método I, com reas
sociacdo a 65°C (Fig. 34) e a 75°C (Fig. 35) ndo se observou
diferenca na intensidade de coloragdo entre as regioes, embo-
ra este procedimento altere sensivelmente a morfologia cromos
somica, devido talvez a reﬁogéo de material (observar anel
mals escuro circundando o cromocentro), que parece ser mais
acentuada quando a renaturacdo & feita a 75°C (Fig. 35).

Quanto aos métodos II e III, emhora a resposta
em intensidade de coloragao tenha sido semelhante 3 do método
I, a morfologia cromossdmica foi melhor preservada (Fiqs. 36
e 37}.

Com relacdao aos métodos IV e V nao : se observou
também a diferenca de coloraciao esperada para .esses métodos
(H&gele, 1977) (Figs. 38 e 39), Para se demonstrar a eficien-
cia desses métodos, utilizamos como controle nicleos de celu-

las de tubos de Malpighi de Triatoma infestans, cuja hetero-

cromatina constitutiva corou-se em azul e eucromatina em vio-
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FIGURA 34. Cromossomos politénicos dé glandula sali-
var de larva femea de D. nebulosa, submetidos ao
Método I (banda C, renaturacio a 65°C) (1030x).

C= Cromocentro.

FIGURA 35. Idem fig.34, porém renaturagao a 75°C

(1030x). C= Cromocentro.
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FIGURAS 36 e 37. Cromossomos politénicos de glandula sali-
var de larvas de D. nebulosa, submetidos ao Método 1II
(banda C, renaturaciao a 65°C). Fig. 36: fémea (820x);
fig. 37: macho (530x). C= Cromocentro.

FIGURAS 38 e 39. 1Idem figs. 36 e 37, porém Método IV. Ban-
da C, renaturacao a 65°C. Fig.38: fémea (810x); fig.39:
macho (810x). C= Cromocentro. Em nenhum dos casos se
observa resposta do cromocentro diferente daquela salien
tada por areas eucromaticas.
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leta-rdseo para o método IV e ambaslsé coraram em azul (mais
forte e mais fraca respectivamenté) para o método V, © que es
taria de acordo com o esperado (Melle, 1976, 1979b). Em cromos
somos politénicos, pmoreém, tal tipo diferencial em cores nao
foi obtido.

Na regiao do cromocentro de cromossomos polite-
nicos de larvas machos observou-se freguentemente um granulo
que se evidencia apbs os procedimentos de desnaturagao-renatu
racao e que provavelmente deva ser o cromossomo Y (Fig. 39-se
ta).

Na tentativa de se verificar o efeito do isopro
panol sobre os cromossomos politénicos nos métodos de bandea-
do IV e V, alguns preparados tratados por isopropanol por 7
dias, foram submetidos & coloragao por azul de toluidina a pH
3,5 e sua birrefringencia comparada a dos nao tratados. A in-
tensidade de brilho em termos visuais aumenta sensivelmente
nos preparados de cromossomos que foram tratados por isonropa
nol (Figs. 40 e 41). Agqueles nao tratados apresentaram birre-
fringencia muito fraca, com exceg&o de algumas poucas Dbandas

e do filamento de DNP ligado ao nucléolo.

Os cromosscnos politénicos submetidos ao método
VI (banda G) sao mostrados na figura 42. O cromocentro qﬁo se
corou homogeneamente pelo giemsa, podendo-se observar una re-
giao central qué se cora fracamente. Apesar disto, a intenéi—
dade de coloragSo do cromocentro, de modo geral, foi semelhan

te a das regides eucromiticas, se nao, mais fraca.
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FIGURAS 40 e 41. Observar que a birrefringencia dos cro-
mossomos politénicos de glandula salivar de larvas de
D. nebulosa corados com azul de toluidina a pH 3,5, a-
pOs tratamento com isopropanol durante 7 dias (fig.41)
é maior do que no controle nao tratado (fig. 40). Fig.
40: femea (660x); fig. 41: macho (660x).

FIGURA 42. Cromossomospolitenicosde glandula salivar de
larva macho de D. nebulosa submetidos ao Método VI (ban
da G) (920x). C= Cromocentros
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IV.2. Acao do composto Hoechst 33258 sobre as dreas hetero-

cromaticas

Os resultados obtidos da acdo do composto
. Hoechst 33258 sobre as areas heterocromiticas dos cromossomos
mitdticos de fémeas e machos s3ao mostrados nas figuras 43, 44,
46 e 47. Para comparagao, s3o tambem apresentados preparados
controles (Figs. 45 e 48).

Nas femeas, verificou-se que as regiGes hetero-
cromaticas centroméricas dos cromossomos X e II, os quails sdo
metacentricos, bem como dos Cromossomos III, acrocéntricos ,
encontram-se descompactadas (setas) (Figs. 43 e 44). No mate-
rial controle, as areas heterocromdticas se apresentam conden
sadas e respondem positivamente, em intensidade de coloragéo,
ao método III de bandeado (Fig. 45). Nenhuma diferenca visual
no grau'de descompadtaq&o foi verificada gquando se comparou a
heterocromatina centromérica do cromossomo X, II e III entre
si.

Resultados semelhantes aos de femeas foram obti
dos para os cromossomos X, IT e IIX de machos, gue apresenta-
ram o mesmo padrao de descondensagdo. A heterocromatina do
cromossomo Y, no entanto, nao sofreu o mesmo padrao de desconm
pactagao (Figs. 46 a 48). Em alguns casos notou-se ligeira
descompactagéo'ﬁréxima d regido centromérica (Fig. 46) e .em
outros, descompactou-se apenas a regiao terminal de um dos
bragos cromossdmicos (Fig. 47),

Em cromossomos politeénicos de larvas do 39 esta
dio, submetidos aoc mesmo tratamento, nac se observou descom -

pactacao do cromocentro (Fig. 49).
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FIGURAS 43-44 e 46-47. Cromossomos mitdticos de ganglios ce
rebrais de larvas de fémeas de D. nebulosa, tratados pelo
composto Hoechst por 8 horas e submetidos ao Método  III
de denaturacao-renaturacao. Figs.43 e 44: femeas (4250x);
figs. 46 e 47: machos (5000x). Observar as regioes alon-
gadas. No cromossomo Y hd indicio de ligeira descompacta-
cao num dos bragos (Fig.47).

FIGURAS 45 e 48. Idem, controle para femeas e machos respec—
tivamente (sem composto Hoechst 33258 no meio de incubas
cao) (45: 4250x; 48: 5000x). Os cromossomos se apresentam
compactados.

FIGURA 49. Cromossomos politénicos de glandula salivar de
larva macho tratados pelo composto Hoechst 33258 e subme-
tidos ao Método III de denaturagao-renaturagao (1600x).

No cromocentro (C) nao se observa descompactagao.
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IV.3. Basofilia. cromossomica

Os aspectos morfoldgicos dos cromossomos polit§
nicos corados com azul de toluidina e analisados no presente
trabalho s3do mostrados nas figuras 50 a 53.

| Com as curvas espectrais de basofilia obtidas
para as regioes heterocromiticas (cromocentro) e eucromiticas
(bandas) dos cromossomos politénicos de D. nebulosa detecta -
ram-se os valores dos Indices metacromaticos e os picos de ab
sorcac respectivos (Tabela I).

A regiao do espectro em que se encontrou com
maior frequéncia o pico de absorgao para a heterocromatina de
femeas do cromocentro (cromossomo II) sem e com tratamento
prévio por RNase e analisando-se curvas individuais, foi res-
pectivamente em X = 570 - 580nm e * = 580nm. Para as regides
eucromaticas o pico foi encontrado geralmente em X = 580nm pa
ra os dois tipos de tratamento.

Para heterocromatina de machos, o pico de absor

il

cao deslocou-se de X = 570nm para A 580nm, apds tratamento
por RNase, e se manteve emr torno de X = 570nm para as eucroma
tinas (Tabela I). Isto salienta uma ligeira e eventual parti-
cipacao de RNA nos padroes de basofilia estudados, uma vez
‘que a remocao desse componente promove geralmente (porém nem
sempre) um deslocamento do pico de absorgao para um 3} mais
curto. Este deslocamento mostrou ser pouco pronunciado.

A comparagao dos valores dos indices metacroma-

ticos também nao salienta diferencas sensiveis no que se refe

re 3 participacao de RNA nos padroes de basofilia, exceto no
- "



FIGURAS 50 a 53. Aspectos morfoldgicos dos cromossomos

politénicos de glandula salivar de larvas fémeas
(figs. 50 e 52) e machos (figs. 51 e 53) de D. nebu-
sa, corados com azul de toluidina a pH 4,0 , sem
(figs. 50 e 51) e com (figs. 52 e 53) tratamento pré
vio por RNase. C= cromocentro (heterocromatina do
cromossomo II); Nu= Nucléolo. (50: 700x; 51: 900x;
52 e 53: 1300x).
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caso das regioes eucromaticas de féreas (Tabelas I e II). A
nao comprovagao do mesmo em machos (Tabelas I e II) pode ser
devida a diferencas fisioldgicas entre os cromossomos dés dais
sexos e/ou a pequenas diferencas em idade (e desenvolvimento)
"das larvas, uma vez que a determinacao das fases larvais se-
gundo Bodenstein (1950) da margem a uma certa variaciao desse
tipo. Com relagao a comparacoes de heterocromatina versus eu-
cromatina, em termos de Indices metacromiticos, a unica dife-
renga estatisticamente significante foi verificada em fémeas
e apds tratamento enzimitico com RNase (Tabela II).

Foram também determinadas curvas percentuais de
basofilia nas diversas condigdes experimentais, visando-se me
lhor comparar o perfil das curvas espectrais. O valor maximo
de absorbancia em cada caso individual, foi considerado como
100% e a partir deste foram calculados valores relativos para
os dados dos outros comprimentos de onda. A seguir foram cons
truidas curvas com os valores médios percentuais (Figs. 54 e
55). As curvas obtidas nesse caso mostram grande semelhanca
entre si, com alguma excecdoc referente 3 zona d6 miximo de ab
sor¢ac. Deve-se notar também que a localizacao dos maximos de
absor¢ao as vezes difere ligeiramente dos dados apresentados
na Tabela I, gragas ao proprio procedimento de calculo.

A observagao visual de regibes heterocromiticas
outras que as do cromossomoc II (exemplo, partes heterocrométi
cas muito reduzidas dos cromossomos X e Y), e comparadas as
deste cromossomo, nao evidenciou diferente reatividade ao

azul de toluidina nesse nivel.
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FIGURA 54. Curvas espectrais de absorcao de regioes heterocro-
maticas (cromocentro) de cromossomos politénicos de D. nebu-~
losa corados com azul de toluidina a pH 4,0 , com (- - -} e

sem ( ) tratamento prévio por RNase. e = @; x = d. Cada
ponto na curva representa a média aritmética de 3 medidas.

E= Absorbancia.
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FIGURA 55. Curvas espectrais de absorcao de regides eucromiti-
cas (bandas) de cromossomos politénicos de D. nebulosa cora-

)

dos com azul de toluidina a pH 4,0 , com (- - =) e sem (

tratamento prévio por RNase. e = ¢: x = d. Cada ponto na
curva representa a média aritmética de 7 medidas.
E= Absorbancia.
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Quanto aos preparados tratados por clupeina e
a seguir pela solug@o de azul de toluidina a pH 3,5 , verifi-
cou-se que OS Cromossomos permaneceram palidamente corados em
verde, com.excegao de dreas contendo gra@nulos ligeiramente me
tacromiticos (setas) (Fig. 56). Estes devem representar acamu
lo de RNP (Vidal, 1979). As regides heterocromdticas nao dife
riram das eucromaticas, mesmo no caso de fémeas. Isto indica
que a atividade de sintese de RNA nessas eucromatinas era
mais baixa do que aquela dos preparados submetidos ds reacgoes

de basofilia sem prévio tratamento por clupeina.

IV.4. Espectros de absorcao de Feulgen

0s aspectos morfoldgicos dos cromossomos polité
nicos submetidos 3 Reagao de Feulgen, apds 12 e 20 horas de
hidr6lise sao mostrados na figura 57.

O exame visual dos cromossomos e a analise de
seus valores de absorbancia no X do pico de absorgao, apos
12 e 20h de hidrdlise indicam que no 29 caso hid um decré&scimo

nesses valores:

12h de hidrdlise - Eucromatina 0,160 * 0,027%
0,209 * 0,053¢

Heterocromatina 0,340 * 0,086¢%

. ' 0,346 * 00,0274

20h de hidrdlise - Eucromatina 0,094 * 0,034¢
' ‘0,113 * 1,021d"
Heterocromatina 0,221 * 0,030%

0,254 * 0,053&

Portanto, os valores correspondentes a 20h de hidrdlise se en

qgquadram na regiao descendente das curvas de hidrdlise desse



50.

57

FIGURA 56. Aspectos morfologicos dos cromossomos poli-
ténicos de glandula salivar de larva macho de D. ne-
bulosa tratados por clupeina e a seguir por azul de
toluidina a pH 3,5. C= Cromocentro (heterocromatina
do cromossomo II); Nu= Nucléolo; setas= regioces

I

metacromaticas. (820x).

FIGURA 57. Aspectos morfoldgicos dos cromossomos poli-
ténicos de glandula salivar de larva macho de D. ne-

bulosa, submetidos 3 reacao de Feulgen (hidrolise :

20 horas). C= Cromocentro (heterocromatina do cro-
mossomo II); seta= regiao 78 do cromossomo III.
(990x) .

UNICAMP
BIBLIOTECA CEMTRAL
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material (Mello e Vidal, 1978). Em outras palavras, © mate-
rial estudado, ap65720h de hidrdlise ja atingiu a maxima depu
rinacao, o gue estd de acordo com dados de cindtica de hidré-
lise de Desai (1966), Kjellstrand (1977a e b) e Mello (1979a).
Portanto, para tornar valida a busca de diferengas entre as
cromatinas, no que se refere ac seu perfil espectral de
Feulgen (Mello, 1978, 1980a), foram determinadas curvas de ab
sor¢ao justamente apds 20 horas de hidrbélise as quais foram
comparadas com as obtidas apds 12 horas do processo hidroliti
co. '

Para o tempo de 12h, as curvas de absorcgao de
Feulgen da heterocromatina do cromocentro e da eucromatina,de
machos e fémeas de D. nebulosa, exibem um miximo em A = 565nm.
Os perfis das curvas praticamente ndo diferem entre si. Um om
bro discreto & observado ao redor de X = 530-540nm (Fig. 58).
Apds 20h de hidrOlise também os miximos de absorcdo se locali
zam num Gnico X, o qual passa a ser mais longo (570nm) (Fig.
59). O pronunciamento dos ombros praticamente nao se altera ,
se comparado dquele encontrado no tempo de hidrdlise de 12h
(Figs. 58 e 59). Efetuando-se analise de variancia para os va
lores de absorbincia percentual obtidos nas quatro condicodes
experimentais, na.regiéo do ombro (A = 530 e 540nﬁ), para ca-
da tempo de hidrdlise, comprovou-se que uma diferenca entre
tais valores nao era estatisticamente significante (Tabelas
11T e 1V). '

Com base no exame dos valores de absorbancia en
contrados nos tempos de 12 e 20h de hidrdlise & de se esperar

que a lei de Beer esteja sendo obedecida na regidao do espec -
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FIGURA 58. Curvas de absorcao de Feulgen de heterocromatina
" (@) do cromossomo II e eucromatina da regido 78 do cromos
somo III (o) de politénicos de glandula salivar de machos

{ —) e de fémeas (- - -).de D. nebulosa. A hidrdlise
Cada

foi efetuada durante 12 horas a 37°C com HC1l 0,1N.
ponto representa a média aritmética de 3 valores.

E= Absorbancia.
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FIGURA 59. Curvas de absorcao de Feulgen de heterocromatina
(#) do cromossomo II e eucromatina da regido. 78 do cromos
somo IIT (o) de politenicos de_gléndula salivar de machos
¢ ) e de fémeas (- - =) de D. nebulosa. A hidrdlise
foi efetuada durante 20 horas a 37°C com HCl1l 0,1N. Cada
ponto representa a média aritmética de 3 valores.

E= Absorbancia.
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TABELA IIT.
tvais de absorbincia na regiac do ombro da curva espectral

Anilise de varidncia para os valores percen-

de Peulgen apbs 12 horas de hidrOlise, em Ccromossomos po-
liténicos de D. nebulosa.

Sexo das Absorbancias (X ¥ s)
Cromatina larvas
nas a A= 530nm A= 540nm
Heterocromatina d 83,2t 2,0 87,3 * 1,5
? 78,8 * 7,2 82,2 * 3,9
Eucromatina g 81,9 * 2,6 88,6 + 3,5
? 79,7 * 4,7 85,4t 2,1
Andlise de varifincia - 4= 530nm
Variacao 5.0. Gl Varidncia
Total 205,26 11
Entre . 36,46 2 18,23
Dentro 168,80 9 18,76
F=0,97< FO,OS = 4,26
AnfAlise de varidncia - 2= 540nm
Variacgao s.0. Gl Variancia
Total 137,42 11
Entre 68,93 2 34,47
Dentro 68,49 9 7,61
Fy o5 = 4,26 <F = 4,53<F; ;) = 8,02
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TABELA IV. Andlise de varidncia para os valores percen-

tuais de absorbdncia na reqiao do ombro da curva espec-
tral de Feulgen apds 20 horas de hidrbdlise, em cromosso-

mos politénicos de D. nebulosa.

Cromatinas. Sexo das Absorbéncias(f.? S)
larvas A= 530nm* A= 540nm

Heteracromatina s 76,6 £ 1,1 83,4 % 1,8
Q 73,3 % 4,5 78,9 E 2,1

Eucromatina d 62,5 % 15,3 69,9 * 10,3
Q 71,8 % 2,0 79,5 * 1,9

* Uma vez que ocorre heterocedasticidade das amostras,
foram usados log dos dados.

An3lise de varidncia - A= 540nm
Variacao sQ Gl Variancia
Total 528,97 11
Entre 294,40 2 147,20
Dentro 234,57 9 26,06
Fo,05= 4126 < F = 5,65 <Fj o) = 8,02
Analise de vari@ncia - A= 530nm
Variagdo SQ Gl Variancia
Total 0,04 11
Entre 0,01 2 0,005
Dentro 0,03 9 0,003
F=1,50<F = 4,26

0,05
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tro abrangendo o miaximo de absorgao e o ombro, pois os valo -

res de absorbincia n3o s3o nem muito baixos nem muito  altos
com relacao d@s curvas publicadas por Ewing (1972). Por outro
lado, se ocorreram algumas inconsistencias nesses valores, de
vidas a erro distribucional, nao devem ter sido significantes
a ponto de invalidar o padrao das curvas, pois as areas esco-
lhidas para as medidas apresentaram-se relativamente homogée -

neas nas condigdes de fixacdo e hidrdlise utilizadas.
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V. DISCUSSAD

V.l. Banda C

Embora todos os métodos de banda C tenham sa
lientado as regioes heterocromdticas centroméricas dos cromos
somos mitdticos II, III e X de D. nebulosa coradas mais inten
samente do que as regides eucromadticas, nao foram encontradas
diferengas de intensidade de resposta entre essas heterocroma
tinas apds cada um dos diferentes métodos.

Portanto, se diferencas quimicas ocorrem entre
as regices heterocromidticas de D. nebulosa, especialmente com
parando-se Os cromossomos mitdticos X e II entre si, nao sdo
detectaveis com metodos de banda C. Apenas o cromossomo Y sa-
lientou diferengas com relacaoc aos demais. Neste, considerado
inteiramente heterocromatico por Pavan (1946a) obteve-se uma
diferente resposta a alguns dos métodos de bénda c, quando
comparado as areas heterocromaticas dos outros cromossomnos,em
fungao da temperatura em que se procedia a reassociagdao. As-
sim, apareceu palida e homogeneamente corado, quando a reasso
ciacao era efetuada a 75°C, o que nao aconteceu a 65°C. A
'75°C ha reassociagao predominante de CG (Harbers, 1969) e por
tanto, pouca intensidade de coloracao a 75°C, mas intensa co-
loracdo a 65°C & indicativo de que ocorra riqueza em AT no
DNA de tal cromatina. Nesse aspecto, convem lembrar gue em D.

melanogaster, por exemplo, tem sido comprovado que O Cromossg

mo Y & especialmente rico em AT (Fansler et al., 1970; Blumen
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feld e Forrest, 1971; Pimpinellil et al., 1976). Deve-se res -
' | | %%%@25__@14
saltar, por outro lado, que a resposta aos anda C (em con-
digoes de reassociacdo efetuada a 65°C) no cromossomo Y de D.
nebulosa nao evidenciou o mesmo corado homogeneamente. Segmen
tos claros aparecem nas extremidades e préximo ao centromero,
pelo menos apds os métodos de banda C relatados como I e III
(Tabela V). Certa alternadncia em segmentos claros e escuros

foi j& encontrada no cromossomo Y de D. melanogaster por Hsu

(1971) e por Pimpinelli e colaboradores(1976), muito embora as
condigoes de ddnaturagao usadas pdr esses autores diferissem
entre si (Tabela V). Também no cromossomo Y de D. nasuta (La-
khotia e Kumar, 1979), de D. hydei (Beck e Srdic, 197%9), bem
como no de outras espécies animais como o caribu (rena do Ca-
nada) Pathak e Stock, 1974) e o ser humanc (Jalal et al.,
‘1974b) foi constatada in_omogeneidade ao longo do mesmo, em
preparagOes submetidas a métodos de banda C. Para o caso de
D. nasuta essa in;omogeneidadé ao longo do cromossomo Y pare
ce estar relacionada com diferencas nos tipoé de DNAs repeti-
tivos e/ou proteinas cromossomicas associadas ao longo do mes
mo (Lakhotia e Kumar, 1979). J& no caso de D. hydei ndo se en
controu ainda nenhuma explicacdo, principalmente porque o Y
desta espécie praticamente nao contém sequéncias repetitivas
'de DNA (Hennig, 1972; Renkawitz, 1978a, b; Beck e srdic,
1979).
Quanto aos cromossomos politénicos, a regiao do
cromocentro mostrou resposta aos métodos de banda C muito se-
melhante 4 da maioria das bandas da% regioes eucromaticas.Nem

mesmo dreas puntiformes que possam representar heterocromati-
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na dos cromossomos outros que o II apresentaram diferengas em
intensidade ou tipo de cor. Nao foram constatadas, portanto.,
diferencas como as narradas para alguns outros dipteros, como
Simulium (Bedo, 1975) e Chironomus (Hd3gele, 1977).

Os cromossomos politénicos (e também os mitdti-

cos), que foram tratados por isopropanol a frio antes de se-—
rem submetidos ao método de banda C (Métodos IV e V) ndo apre
sentaram a diferenciagao em cor descrita nos relatos de Higelk
(1977). Nos cromossomos mitéticosr os resultados, em intensi-
dade de coloracao, foram semelhantes aos obtidos para os de-
mais metodos de banda C, ou seja, as regides heterocromiticas
centroméricas coraram—-se mais intensamente do que o restante
dos cromossomos, embora com a mesma cor. Nos politenicos, o
cromocentro respondeu homogeneamente e com uma intensidade de
coloracao comparavel 3 das areas eucromiticas. Segundo Higele
(1977), a acao do isopropanol socbre O0s cromossomos, em parti-
cular sobre os politénicos, nao estd ainda bem esclarecida.
Esse autor supoe que a remocgac de proteinas e/ou perda prefe-
rencial de DNA desempenhe algum papel na resposta aos seus mé.
todos "C" e "RB". Em D. nebulosa, tal resposta diferencial nao
foi obtida, podendo-se supor que as regices heterocromaticas
e eucromaticas desses cromossomos apresentem composicao e es-
.trutura tais que, se diferencas houverem, estas nao sao evi -
denciadas apos tratamento por isopropanol. No entanto, verifi
camos que 0s Cromossomos politénicos tratados durante 7 dias
por isopropanol a -20 C e submetidos 3 coloracao por azul de
toluidina a pH 3,5, passam a apresentar uma birrefringéncia

visivelmente maior que controles ndo tratados. Isto & indica
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tivo de que possa ter ocorrido, com o tratamentq, um rearran-
jo ordenado de material cromossomico, talvez por mudangas con
formacionais envolvendo a propria molecula de DNA e desloca~
mentos de proteina (Barnett et al., 1980). Assim, poderiam
ser expostos mais grupos fosfatos livres do DNA, disponiveis
a se ligarem as moleculas de azul de toluidina e/ou aproxima-
¢ac das moléculas de corante de forma ordenada, com a agao do
isoproponol em pH acido. Esta remocao, com vistas aos dados
obtidos em D. nebulosa, ocorreu no cromocentro e em bandas e
interbandas das areas eucromaticas. Nao parece ter sido dife-
rencial entre varios cromossomos.

Uma vez que, para oS cromossomos mitoticos, as
dreas heterocromiticas centroméricas de D. nebulosa aparece -
ram sempre fortemente coradas, independente do método de ban-
da C e temperatura do banho em solugao 2SSC, seria de se su-
por riqueza em CG ou um certo equilibrio entre seu teor em AT
e CG. Com base nos resultados apds tratamento com o composto
Hoechst, discutidos mais para a frente, a sequnda hipdotese &
mais verossimil. Possivelmente tais sequéncias sejam repetiti
vas (Arrighi e Hsu, 1971). Embora em equilibrio entre si, o
contelido dessas sequéncias nos cromossomos mitdticos deve ser
sensivelmente maior do que o das 3reas eucromaticas. Ja nos
politenicos, o teor em sequéncias repetitivas do cromocentro,
nao deve ser maior do que na eucromatina, uma vez que nao res
ponde diferencialmente aos métodos de desnaturacao-reassocia-
cao. Esta suposicao encontra apoioc em dados obtidos para D.

melanogaster e D. virilis, através de experimentos de hibridi

zacao in situ, quando Gall e colaboradores (1971) mostraram

que a maioria das sequéncias repetitivas de DNA satélite sao
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encontradas na heterocromatina. Estas sequéncias; porém, a
despeito de serem altamente representadas nos tecidos diploi-
des, se tornam apenas uma fracao diminuta do DNA total isola-
do do tecido com cromossomos politénicos, por ndo se replica-
rem (Gall et al., 1971). Talvez a homogeneidade de resposta
das areas hetero- e eucromaticas dos cromossomos politenicos
de D. nehulosa frente aos procedimentos de dé%aturagao-reassg
ciacdo se deva a fato semelhante.

Em D. nebulosa, portanto, se considerarmos a he
terocromatina centromérica do cromossomo II um tipo g (Heitz,
1934; Gall et al., 1971) e a dos outros cromossomos, tipo «a,
diferencas entre as mesmas, pesquisadas a nivel de banda C
nac sao detectaveis. Excecao deve ser feita na consideracao
do cromossomo Y, o qual, pelo menos ao nivel nmitdtico, apre -
senta alqumas diferengas ohservaveis, decorrentes de sua com-
posicao. E, neste caso, a sua area heterocromitica nao se res
tringe unicamente ao centromero.

P interessante se constatar que as diferencas
entre hetero- e eucromatina verificadas nos cromossomos mito-—
ticos, desaparecem nos politénicos, o que demonstra que a com
posicao das areas heterocromiticas (¢ e B) sofre alguma alte-
ragao, qualitativa e/ou quantitativa, em relacdao a eucromati-
na. Essa alteracao envolveria tipos de DNA e/ou proteinas cro
‘mossdmicas.

Uma tentativa de comparacao dos resultados de
banda C obtidos para os autossomos e cromossomo X de D. nebu-
losa com os de outras espeécies de Drosophila mostra-se uma ta

refa dificultada pelas diferencas na metodologia escolhida por
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cada autor para a-andlise de caridtipos de uma ou mais espé-
cies em particular (Tabela V). Inclﬁsive, diversos autores
sio concordes em afirmar que variacoes de resultados  possam
vir a ocorrer para um mesmo material, numa Gnica lamina, sub-
metido a um determinado método de banda C, em fungao do grau
de compactagao dos cromossomos e fase da mitose (Sumner,1972;
Bostock e Christie, 1975).

Neste trabalho, dada a uma certa gama de varia-
gao nos métodos de desnaturagdo associada & relativa constan -
cia na homegeneidade dos resultados obtidos para oS Cromosso-
mos metafisicos, tentou-se proceder a algumas comparacoes.Mui
to embora para diversas espécies de Drosophila estudadas por
Pimpinelli e colaboradores {1976) nao tenham sido reveladas
diferencas guanto a banda C, nas dreas heterocromaticas cen -
troméricas, e em D. nebulosa isso também ocorra usando-se o
mesmo método (Tabela V), neste filtimo caso as regices eucroma
ticas aparecem muito coradas, tornando-se dificil diferencid-
las das heterocromaticas. Isto j3 nao acontece no caso das es
pécies estudadas por Pimpinelli e colaboradores (1976), o que
se deduz observando-se as ilustracdes de sua publicagao. Tal-
vez os resultados desses autores e os obtidos para D.nebulosa
ndo sejam compardveis, uma vez que o método de obtencdao  dos
‘gromossomos metafasicos difere.

Os resultados de banda C exibidos pelos cromos-
somos mitSticos de D. nebulosa diferem dos de D. hydei, consi
derando-se o método usado por Beck e Srdic (1979), o qual cor
responderia ao método III para D. nébulosa (Tabela V) e até

mesmo considerando-se os dados obtidos apds o método de desna
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Paplcies

pesnaturacao

Reassocincdo

Ohservacdes

Autor

D. melanogaster

NaOH 0,unld N
1 =2 min

658C a 65°C
20 - 24 horas

Heterocromatina do cromosaomo
X apresenta=se segmentada por
handas fracamente coradas; a
regiio centroméricna do II a-
presenta X compartinentos - un
mais condensndo que o outro;
no IXI, heterocromatina cen =
tromérica subdividida num dos
ladea

Mau, 1971

NaOHn 0,07 N
1 - 2 min

288¢ a an°c
1 hora

NZo ha diferenga cntre a res
posta das reqgines heterocroma
ticas centrom ricas

Pimpinelli et
al., 1976

D. simulans

NaOH 0,07 N
> = 2 min

28sc a 60°c
1 hora

Idem anterior

Pimpinelll et
al., 1976

[~}

- yizilis

Ka0H 0,07 N
1 « 2 min

258C a 60°C
1 hora

Idem anterior

Pimpinelll et
al., 1976

D. texana

NaCH 0,07 N
1 -2 min

285C a 60°C
1 hora

Idem anterior

Pimpinelll et
al., 1976

D. ezoana

WaoOH 0,07 N

288C a 60°C

Idem anterior

Pimpinelli et

1l - 2 min 1 hora al., 1976
D. hydei NaOH 0,07 N 288c a 60°% 2 pares de autossomos possuemn Pimpinelll et
1-2min 1 hora bapda C simples na heterocro- al., 197§

matina centromfrica terminal;
e outros dols nares mostram a
regido posttiva 3 banda C di-
vidida por uma area menos co-
rada; um dos bracos do X,mais
regifio centromérica positivos.

Ba(UE), 0,07 N
S - 10 min

2ssc a 65°%
2 horas

4 pares de autossomos com ban
da C subdividida; um dos bra—
cos do X mais reqidc centromé@
rica, positivos

Beck e Srdil,
1979

2. nasuta

NaOH 0,0014 N

a1
258C (20°C)

3 vezes enm
288¢C

2 a3 min ecd

Mio ha diferenga entre a res-
posta das regices heterocroma
ticas centroméricas

Lakhotia e
Kamar, 1979

D. nasutoldes

NaGH 0,07 N

255¢ a 60%
20 a 24 bhoras

O pur metacéntrico maior apre
genta bandas C intersticlais,
al?m das centroméricas; os de
mais cromossomos nao diferem

Coxdelro et
al., 1975

D. nebulosa

NaOH 0,01 N
(MBtodo I)

255C a 60 e
150C
12 a 15 horas

Nio hid diferencas entre as
respostas das reqgides hetero—
cromiticas centrom'ricas

NaOH 0,0014N
(Método IT)

255C a 60 a 75°C

12 a 15 horas

Idem anterior

Ba(OH)p sol.
saturada
{MAtodo 111)

255C a 60 e 75°C

4h e 30 min.

Idem anterior

Isopropanol

7 dias, Ba(0l),

s0l. saturada
{Metoda IV)

235C a 60 & 759C

Ih e 30 min.

Idem anterior

Isopropanol

50 dian,na(0OH) 3

sol. saturada
{M3todo V)

255¢ n 60 e 759C

lh e 30 min.

Idem anterior

NaoH 0,078

285C a 60°C
1 hora

Resposta das dreas centromé-
ricas nao difere entro ai.
Piferencas cntre hoterocroma
tina e eucromatina dificil=
mante visfvein (obnorvagies
nio inclufdas Am Resultados)
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turacao-reassociagao utilizadeo por Pimpinelli e colaboradores
(1976) . O comportamento das areas heterocromaticas centroméri
cas dos autossomos e cromossomo X de D. nebulosa, por outro

de
lado, difere também do,D. melanoogaster, considerando~se os da

_dos de Hsu (1971), obtidos em condicoes ds quais o método II
para D. nebulosa mais se assemelha. Deve-se observar, no en-
tanto, que a solugao em gue se realizou a reassociacao em me-
lanogaster & mais concentrada do que a utilizada para nebulo-
sa (Tabela V), o que talvez pudesse extrair mais DNA e protei
nas do material da primeira (Xato e Moriwaki, 1972; Comings
et al., 1973; Mckenzie e Lubs, 1973). Difere também com rela-
gdo ao tipo das regides banda C positivas de D. pasutoides,em
que o método utilizado por Cordeiro e colaboradores (1975) se
assemelha ao método I para D. nebulosa.

Considerando-se a arvore filogenética proposta
por Throckmorton, em 1962, para as especies de Drosophila
(Fig. 60) e os dados, embora relativamente escassos; dos ti-
pos de resposta de heterocromatina centromeérica de autossomos
e cromossomos X aos procedimentos de déhaturagéo—reassociagéo,
pode-se, portanto, observar que nas espécies mais evoiuidas
do que D. nebulosa os padroes de banda C em cromossomos mitd-
ticos sao mais diversificados.

Em termos evolutivos, os dados existentes na 1i
teratura a respeito dé heterocromatina, sequndo Holmquist
(1975a e b} e Gatti e colaboradores (1976) sao altamente su-
gestivos de que no género Drosophila™a heterocromatina seja
mais taxonomicamente divergente do que céracteriéticas morfo-

13gicas externas™ e mostram a importdncia da mesma na evolu -
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D. virilis melanogaster
seccao
grupo virilis- sumulans
V”"I‘S repleta gr. melcmogaster
Drosophila gr Wllllstonl
{(sup-~ GENERO)
Sophophora D nebulosa
{sUB - GENERO)
Pholadoris

{SUB- GENERO)

DROSOPHILA
(género)

FIGURA 60. Relagoes filogenéticas dentro do género
Drosophila (Throckmorton, 1962).
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cao do geénero Drosophila. Variacoes quantitativas e qualitati
vas de heterocromatina neste genero talvez estejam conectadas
com especiacao (Gatti et al., 1976). Segundo Gatti e colabora
dores (1976), ainda, a heterogeneidade citologica da hetero -
cromatina de Drosophila pode simplesmente representar uma mul
tiplicidade de aspectos da mesma fungao ou refletir uma real

heterogeneidade funcional.

v.2. Banda €

No gue diz respeito 3 banda G nos Cromosso=
mos mitoticos de D. nebulosa, um ponto interessante observado
foi uma certa falta de constdncia na resposta de coloragao da
heterocromatina dos centrdmeros em relacdo 3s regides eucromd
ticas em diferentes laminas ou diferentes campos de uma mesma
lamina. Deve-se salientar que também aqui particularidades tec
nicas podem influenciar a resposta ao meétodo. Por exemplo, se
preparagoes frescas de cromossomos Sao submetidos ao método
de banda G (ex., Fig. 31}, os resultados nao sao satisfatorios.
Tem sido relatado, que nessas condi¢des, ocorrem distorgoes
da morfologia cromossdmica e que melhores resultados sao ohti
dos quando os preparados sao guardados por pelo menos 7 dias
‘a temperatura ambiente, e sé entao tratados por tripsina
{Gallimore e Richardson, 1973}. Vem sendo relatado, por outro
lado, em cromossomos humanos (Merrick et al., 1973) e de ca-
mundongo (Ray e Hamerton, 1973), que tratamento prolongado por
tripsina causa desaparecimento de bandas G positivas e apare-

cimento de banda C, isto &, as regioces heterocromaticas cen-
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troméricas passam a apresentar coloragso mais intensa que
gqualquer regiao dos bracgos cromcsséﬁicos onde anteriormente
se constatavam bandas G.

De maneira geral, no entanto, o conportamento
da heterocromatina centromeérica dos cromossomos X (o ) e II
( 8 ) de D. nebulosa foi semelhante entre si, frente acs métg
dos de bandas por tripsina. N3o se verificou diferenca en-
tre os locais gue apresentavam banda C positiva e banda G po-
sitiva, pelo menos para os autossomos e X. Comportamento seme
lhante foi também observado nos cromossomos nmitdticos de D.
hydei (Beck e Srdic¢, 1979). Quanto ac cromossomo ¥ de D. nebu-
losa, este apresentou bandas em areas vizinhas a regiao
centromerica, a semelhanga do gue ocorre algumas vezes no'crg
mossomo ¥ de D. hvdei (Beck e Srdi&, 1979). Para o caso do
cromossomo Y de D. hydei os autores sugerem que tanto a ban-
da G como a ¢ reflitam diferencas na condensagao cromatini
ca, mais do que uma distingao (qualitativa) em composicao
(Beck e Srdic, 1979). No entanto, para outros materiais exis-
tem fortes sugestoes de que as reqgides gque aparecem menos co-
radas apds o método de handa G tiveram suas histonas preferen
cialmente removidas (Comings et al., 1973; Mello, 1980c). Se
se considerar que a tripsina em condig¢Oes controladas remove
da cromatina preferenc;almente Hy {(Oudet et al., 1975) e que
esta histona se prende muitas vezes com certa preferéencia . a
DNA rico em AT (Sponar e Sormova, 1972; Mello, 1980c¢), o fato
de no cromossomo Y de D. nebulosa as areas G+ estarem mais
proximas ao centrdOmero estid de acordo com os dados obtidos de

banda €. Segundo estes dados, haveria riqueza em AT nos bra-
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¢os cromossémicos, em blocos 1igeiraménte afastados do centrd
mero, justamente onde nao ocorrerém bandas G. Por outro lado,
nos outros cromossomos, locais banda G positivos coincidiram
com as regioes centroméricas, banda C positivas, - para as
~quais ja se discutiu nao ocorrer riqueza predominante de AT
ou de CG.

Os cromossomos politenicos, por outro lado,quan
do tratados por tripsina, nao tiveram a regidao do cromocentro
diferentemente corada das regides eucromdticas, a& semelhanca
do que ocorreu com os métodos de banda C. Foram vistos sinais
de remocao de material cromossdmico na porcao central do cro-
mocentro e de muitas bandas. Mais uma vez se encontra, portan
to, evidencia de mudangas em composigao de heterocromatina (g
ou g} em relagao d eucromatina, quando se passa da condigdo
de cromossomos mitdticos para a de politénicos.

Os padroes de banda G para autossSCOmOs € Cromos-
somos X mitdticos, & semelhanga do que acontece com a banda
C , sao também relativamente simples para D. nebulosa, em
comparacao com os de D. hydei. Esta {iltima, em contraste com
D. nebulosa, ocupa uma posicao muito elevada na arvore filoge

nética proposta por Throckmorton (1962).

V.3. Resposta ao tratamento com o© composto Hoechst 33258

em cultura.

Nos cromossomos mitoticos das mesmas especies

de Drosophila que foram estudadas por Pimpinelli e colaborado

res (1976), quanto ao padrdo de banda C, Gatti e colabhora-
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dores (1976) verificaram o comportamento das Areas heterocro
maticas tratadas pelo composto Hoechst 33258. Verificaram es
tes pesquisadores gque a heterocromatina centromérica dos cro
mossomos mitdticos das espécies que respondiam homogeneamen—
te ao bandeado C, apresentavam certa heterogeneidade na res-
posta por agdo do composto Hoechst, exibindo regides drasti-
ca ou moderadamente descompactadas e regices insensiveis. D.

melanogaster e D, simulans apresentaram padroes de descompac

tagao diferentes,conforme o cromossomo considerado, mostran-
do regices que foram classificadas como drasticamente alonga
das, como por exemplo, a regiao proxima ao centrdmero do cro

mogssomo Y de D. melanogaster. Em D. virilis, apenas os hlo-

cos heterocromaticos proximais dos cromossomos II, IV e X
alongaram-se. O Y, no entanto, néé sofreu modificacao. Ja,
D. texana, apresentou notdvels diferengas em relacao a D.
virilis. A heterocromatina centromérica dos cromossomos IV e
V sofreu grande descompactacao, e a dos cromossomos II, III,
X e extremidade do Y alongaram -se fracamente. E, surpreen-
dentemente, os cromossomos de D. hydei e D. ezoana nao foram
afetados pele composto Hoechst, com excegéo do Y de D. hydei
que apresentou um grau intermediario de descompactagao, pro-
ximo ao centr8mero em cerca de 10% das células analisadas.
Admitiu~se que a heterogeneidade de resposta deséas regioes
ao tratamento por Hoechst 33258 corresponderia a heterogenei
dade ao nivel molecular e/ou estrutural da heterocromatina
envolvida (Gatti et al., 1976). Vem sendo admitido, por  ou-
tro lado, que o composto Hoechst 33258 ligar-se-ia especifi-
camente ao DNA rico em AT {(Comings, 1975; Latt e Wohlleb,

1975; Pimpinelli et al., 1975; Rocchi et al., 1976} e que
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outros fatores, como proteinas cromossOmicas, poderiam estar
envolvidas, determinando a espec@ficidade de agéo do.compos—
to Hoechst (Gatti et al., 1976).

Em D. nebulosa, nao ocorreu alongamento ‘dife-
rencial das &reas heterocromaticas centroméricas dos cromos-
somos X, II e ITI. Todas essas regides, banda C positivas,
dscompactaram moderadamente e de maneira semelhante. Deven
apresentar, portanto, um teor moderadamente significativo em
pares de bases AT, o qual deve ser semelhante entre eles(Gat
ti et al., 1976). Também neste nivel nao apareceram caracte-
risticas diferenciais entre os doils tipos de heterocromatina
descritos por Pavan (1946a).

0 padrao obtido para os cromossomos de D. Eggg
;955 demonstrou ser razoavelmente simples, nao se assemelhan
do ao de outras espécies de Drosophila estudadas, mais evo-
luidas que D. nebulosa, a nao ser para um ou outro Cromosso-
mo. Com relacio aoAcromossomo Y, apenas uma.pequena area vi-
zinha 3 sua regiao centromérica, em alguns casos, e parte de
um dbs bracos cromossomicos, em outros, apareceu alongada
com o tratamento pelo composto Hoechst. Isto, embora tal cro
mossomo apresente regices mais extensas, admitidas como ri-
cas em AT com base nos dados de _banda C discutidos acima,
ao longo de ambos os bracos cromossdmicos. Possivelmente es-
te achado esteja relacionado com diferengas em proteinas as-
sociadas mesmb a parte das regioes ricas em AT, a semelhanga
do que ja se descreveu em outros materiais tratados com £fluo
rocromos do tipo quinacrina ({(Comings, 1978; Comings et al.,

1975; Gatti et al., 1976). Sequndo Beck e Srdig (1979) varia

- u@;%@,ow
coes nos tipos de resposta aos anda C, G e Q0 e/ou alonga-
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mento com © composto Hoechs£ no cromossomno Y conforme as es-
pécies de Drosophila consideradaS,Nilustram o alto grau de
divergencia evolutiva do mesmo, um cromossomo que foi  por
longo tempo considerado como um elemento geneticamente ina-
tivo. Sahe-se hoje,que o cromossomo Y contém uma‘série de '5
a 6 sitios responsaveis pela formacao dos cromossomos nlumo-
805 nos niclecos de espermatocitos primarios de Drosophila
(Hess e Meyer, 1968). Recentemente foi verificado conter ou-
tros genes tambem relacionados & fertilidade em machos, mas
gque nao formam algas visiveis (Leoncine, 1977), e genes para
rRNA (Tartof e Dawid, 1976}, residindo nestes fatos todos a
importénqia de se conhecer suas propriedade citoldgicas(Beck
e Srdic, 1979).

Os cromossomos politénicos naoc apresentaram al
teracdes apos tratamento por composto Hoechst 33258 em cultu
ra, devido provavelmente d auséncia de replicacao naquela fa

se do desenvolvimento larval.

V.4. Basofilia e espectros de absorcac de Feulgen

Os dados de basofilia e perfis espectrais de
Feulgen levantados para D. nebulosa salientam semelhancas en
tre a heterocromatina que representa gquase gque exclusivamen-
te o cromocentro (cromossomo II, regiao centromérica) {Pavan,
1946a) e a eucromatina. Além disso, pelo menos em
termos visuais, as cores de basofilia exibidas pelas reduzi-
das areas heterocromaticas dos outros cromossomos nao dife-
rem daquela da heterocromatina do cromossome II e da esucro-

matina.
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Nada semelhante as diferengas em padrdes de ba
sofilia encontrados em CromoSSOmos politénicos de Rhvnchos-

ciara americana (Vidal, 1975) foi observado no material em

estudo. Neste aspecto, o proprioc exame visual dos cromosso-
mos das duas espécies de dipteros sugere diferengas em baso-~
filia metacromatica entre os dois materiais. O mesmo & wali-
do para uma comparacgao das caracteristicas de basofilia de
heterocromatina- eucromatina de D. nebulosa em relagao as do

hemipterc Triatoma infestans, no qual as propriedades de ba-

sofilia da heterocromatina diferem sensivelmente daquelas da
eucromatina, principalmente em células proximais dos tubos
de Malpighi (Mello, 1976, 19B0b). Considerando-se o signifi-
cado da basofilia nuclear apds coloragao com azul de toluidi
ha nas condicoes deste trabalho (disponibilidade de grupos
fosfatos habeis, de acido nucleico, em ligarem eletrostatica
mente moléculas de azul de toluidina) (Lison, 1960; Davison
e Butler, 19%56; Miura e Ohba, 1967; Toepfer, 1970), pode-~se
concluir que as heterocromatinas de D. nebulosa, nortanto,

nao se assemelham as de Rhyvnchosciara americana e muitoc me-

nos as do Triatoma infestans em estrutura e/ou composicao

(vidal, 1975; Mello, 1976,1980b). As diferencas em complexos
DNP que se imagina ocorrer entre a heterocromatina do cromo-
. centro e eucromatina de D. nebulosa; nao sao, por outro lado
drasticas a ponto de exibirem padroes como os reportados pa~
ra alguns outros sistemas (Vidal, 1975; Mello, 1976, 1980b).
Nao existe uma riqueza pfonunciada em histonas
ricas em arginina ou em lisina nas areas cromatinicas inves-
tigadas, pois no primeiro caso seriam enconﬁradOS picos de

absorcac em X mais longos que 600nm e, no segundo caso,
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ao redor de 550nm (Mello e Vidal, 1973, 1977; vidal et al.,
1978).

A participacao de RNA nos padroes de basofilia
analisados nesse trabalho & ligeira (modificacGes pouco pro-—
nunciadas na localizagdo dos picos de absorcao) e  eventual
(regides eucromiticas de fémeas).

A diferenca em indices metacromaticos  guando
se compara a heterocromatina do cromocentro com a eucromati-
na em femeas, apds digestao com RNase, se relaciona possivel
mente com a atividade de transcricdao da eucromatina. Essa
atividade pressupoe certo desenrolamento do filamento croma=
tinico, fazendo com que, por unidade de area de medida, de-
cresga o namero e proximidade das moléculas de azul de tolui
dina (Toepfer, 1970), o que, de certa forma, se acharia tam—
bém relacionado com diferencas em niicleo-proteinas. No caso
dos machos analisados, como possivelmente as eucromatinas
nao se encontravam transcrevendo em mesmo nivel que nas £fé-
meas, tal diferenca nao se manifestou. Fala em favor dessa
hipdtese o achado de picos de absorcao em ) = 570nm en al-
guns dos machos, enquanto nas fémeas os picos sempre se loca
lizaram em 580nm.

Por outro lado, com base na andlise dos espec-
tros de absorcdo de Feulgen, & possivel se admitir que, en
D. nebulosa, um maior teor em sequéncias repetitivas de ba-
ses puricas noVDNA, favorecendo o aparecimento de moléculas
Schiff di-substituidas com aldeidos adjacentes (Mello, 13%78b,
1980a), nao deva ocorrer na heterocromatina mais representa-
tiva do cromocentro, comparada & eucromatina. Além disso &

de se supor também que na heterocromatina mais representati-
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va do cromocentro de D. nebulosa tal teor em sequéncias re-
- petitivas ndo deva ser alto como o dos tipos de heterocroma-

tina de sciarideos e de Triatoma infestans {(Mello, 1978b,

1980a; Mello e Silva, 1980). Essas conclusoes se baseiam nos
fatos descritos a seguir. Para um tempo de hidrdlise que pos
sibilita maxima depurinacao do DNA de heterocromatina e eu-
cromatina (Kjellstrand, 1977a,b; Mello, 1979%a), as curvas de
Feulgen para os dois tipos de cromatina em estudo salienta-
ram sempre, ao redor de X = 530-~540nm, um ombro discreto e
semelhante entre si. O aparecimento deste ombro, bem como
sua proeminéncia, vem sendo relacionados a ocorréncia de mo-
l8culas Schiff di-substituidas com aldeidos vicinais, em fun
cdo de um nimero significante de sequéncias repetitivas, no
DNA, e maior resisténcia dessas regices aos fen8menos de so-
lubilizacao com a hidrdlise acida (Mello, 1978b, 1980a). Es-—
ta resisténcia i solubilizacdo seria devida & ligac¢do de pro
teinas nucleares((provavelmente ndao histonicas (Mello, 1980
a)) nos fragmentos de acido apurinico que conteriam tais se-
quencias repetitivas de bases (Kjellstrand e Lamm, 1976; Mel
lo, 1980a).

O perfil das curvas de Feulgen de D. nebulosa
& muito semelhante ao encontrado no cromogentro (e¢— e B- he-

terocromatina) e em eucromatina de D. melanogaster (Mello e

Recco, 1980). Por outro lado, difere dos perfis para a maio-
ria das Areas heterocromdticas e para uma certa area eucromi

tica rica-em DNA repetitivo de Rhynchosciara americana (Mel-

lo, 1980a). Nestes {ltimos, o ombro & muito mais proeminente

do que o observado na curvas de D. melanogaster (Mello e Rec

co, 1980) e de D. nebulosa.
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Tais achados falam en favor de uma nao espe-
cial riqueza em sequéncias repetitivas, com setores de puri-
nas adjacentes, na heterocromatina mais representativa do
cromocentro de D. nebulosa, ou seja, a heterocromatina do
cromossomo II. Conforme j3 mencionado, esta heterocromatina -
teria caracteristicas da B-heterocromatina descrita por

Heitz (1934). Sabe-se que nas regides heterocromiticas a e 8

de cromossomos politénicos de D. melanogaster os DNAs sat&li
tes repetitivos sac uma fracao diminuta do DNA total, uma
vez que al praticamente nao se replicam (Gall et al., 1971).
'O DNA replicador da B —heterocromatina & da banda principal,
muito semelhante ao da eucromatina (Gall et al., 1971). Isto

tem sido chamado para explicar de certa forma os perfis de

Feulgen encontrados em D. melanogaster (Mello e Recco, 13%80).
Possivelmente em D. nebulosa éuceda O Mmesmo, © gue seria mais
um dado a favor de se considerar a heterocromatina provenien
te do crbmossomo 11, ho cromocentro, como uma B —heterocroma
tina. Os dados de banda C e as caracteristicas de basofilia
do cromocentro e bandas eucromaticas de D. nebulocsa, sSeme-
lhantes entre si, dao também um certo suporte 3ds deducdes
concernentes ao espectro-de Feulgen.

0 deslocamento do pico de absorcao de Feulgen
para um X mais longo, conforme verifidado no presente traba-
lho, com o avango da hidrdlise, se devido 3 remocao  tardia
de proteinas nuéieares como sugerido por Sibatini - (1950 e
1953), nao deve estar, no entanto, relacionado a histonas.
Estas sao rapidamente extraidas nos primeiros momentos do
processo hidrolitico pertinente 3 reacao de Feulgen. Um tes-

te preliminar demonstrou que apds 2 horas de hidrSlise com
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HCl 0,1N, a 379¢, a reatividade dos cromossomos ao método do
fast-green alcalino de Alfert e Geschwind (1953) modificado
por.Deitch (1966) & praticamente abolida. Por outro lado,
mesmo apds 30 horas de hidrdlise a reatividade ao método do
fast-green acido (Deitch, 1966) permanece tao forte quanto a -
verificada em cromossomos nao tratados por HCL. Isto indica
que apenas proteinas nac histdnicas acham-se presentes nos
cromossomos submetidos d reacao de Feulgen apds longos tem-

pos de hidrdlise.
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VI. CONCLUSBES

.

As regioes heterocromaticas centroméricas dos cromossomos
mitdticos de ganglios cerebrais de larvas de Drosophila
nebulosa, consideradas por Pavan (1946a) como pertencen—
tes a dois tipos diversos (cromossomos II e X), nao dife-
rem em resposta aos métodos de bandas C e G e ao trata-
mento com o composto Hoechst 33258 em cultura (sabe-se
que este ltimo promove geralmente alongamento de regides
heterocromiticas ricas em pares de bases AT). Os centrdme
ros dos autossomos e cromossomo X responderam positivamen
te a todos esses métodos, aoc contrario da eucromatina.
Com base nos resultados obtidos com tais métodos, sugere-
se que o0 teor de AT nao seja excepcionalmente maior do
que o de CG na heterocromatina dos centromeros dos Cromos
acina

soméETEEHéionados. Uma acdo diferencial de proteinas cro-
mossdmicas a ponto de afetar a resposta as metodologias
empregadas parece nao ocorrer nessas areas heterocromati-

cas comparadas entre si.

obtencao
Com relaclo 3 resposta aos métodos paéE“(HEgﬁﬁadas e cul-
tura em meio contendo composto Hoechst, © cromossomo Y
mostrou diferir dos demais, salientando-se nele as pecu-
liaridades de sua composicao. Os métodos de bandas indi
cam certa riqueza em pares de bases AT no DNA de ambos oé
bracos cromossdmicos do ¥, em areas ligeiramente afasta-
das da regiao do centrdmero e dos telomeros. Os resulta-
dos com o composto Hoechst, no entanto, mostraram que,

dos dois bracos cromossomicos, apenas um se alonga, © gue
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& altamente suspeito de que diferencas em proteinas cro-

mossOmicas sejam responsaveis por.tal comportamento.

Nos cromossomos politénicos de glandulas salivares, o cro
mocentro respondeu aos métodos de handas C e G de manéira
muito semelhante 3 maioria das bandas das regioes eucromé
ticas. Esse resultado, nas glandulas salivares, possivel-
mente se deva a alteracdes qualitativas e quantitativas

em tipos de DNA e/ou proteinas cromossomicas, quando se

passa da condicao de cromossomo mitdtico para politénico.

\guanto_ paras
Tantoc para banda C T banda G e resposta ao tratamento com

o composto Hoechst, Drosophila nebulosa apresentou pa-

droes dg resposta mais simples (homogéneos) do gque os de
outras Drosophila mais evoluidas, as qguais apresentam he-
terogeneidade em respostas. Variacoes nesse nivel talvez
possam estar relacionadas com especiagao, como proposto

por Gatti e colahoradores (1976).

Os dados de basofilia e perfis de absorcao de Feulgen sa-
lientaram semelhangas entre a heterocromatina mais repre-
sentativa do cromocentro (cromossomo II) e a eu
cromatina, em D. nebulosa. Com base nos resultados de ba-
sofilia, nao existem, portanto, diferencas drasticas no
namero e proximidade de fosfatos livres do DNA acessiveis
a ligagao com moléculas de azul de toluidina nessas cro-
matinas. Com relaqaé aos espectros de Feulgen, deduz-se '
nao haver maior teor em sequéncias repetitivas de  bases

pliricas do DNA na heterocromatina do cromocentro em compa

ragao d eucromatina lembrando o que acontece em D. mela-

nogaster (Mello e Recco, 1980). MNesta, em tecidos com
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cromossomos politénicos,o teor em DHA satélite repetitivo
do cromocentro é sensivelmente baixo, comparado com o de
tecidos dipldides, gracas a uma nao replicacao dessas se-
quéncias (Gall et al., 1971). As conclusoes levantadas
com os dados de basofilia e curvas espectrais de Feulgen
para os cromossomos politénicos de D. nebulosa encontram

um apoio nos resultados aos métodos de bandas C e G.
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VII. RESUMO

Com o objetivo de se efetuar um estudo citoqui
mico e citofisioldogico dos dois tipos de heterocromatina des

c¢ritos por Pavan, em 1946, para Drosophila nebulosa (regioes

heterocromiaticas centroméricas principalmente dos cromosso-
mos II e X), os cromossomos mitdticos de ganglios cerebrais
e 0os politenicos de glandulas salivares de larvas de 3? esta
obtencaco
dio desse diptero, foram submetidos a metodos p;Fiﬁﬂﬁﬁiﬁ%?(:
e G e 3 acao do composto Hoechst 33258 em cultura. Em cromos
somos politénicos, foram comparados, ainda, os padrdes de ba
sofilia e perfis espectrais de Feulgen do cromocentro {(hete-
rocromatina centromérica do cromossomo II, especialmente)
com relacao aos da eucromatina.

Os resultados relativos a bandas C, G e
apds tratamento com © composto loechst em cultura nao salien
taram diferencas de resposta entre a heterocromatina centro-
mérica dos cromossomos mitoticos X e II. Da mesma forma se
comportou o cromossomo I1I.

As regices heterocromiticas centroméricas dos
autossomos'e cromossomo X responderam positivamente a esses
métodos, sempre diferindo do comportamento das regides eucro
maticas. Os dados sugerem que o teor de bases AT do DNA nao
deva ser drasticamente superior aoc de CG, nem que ocorram ai
ferentes proteinas, cuja ag3o pudesse afetar os padrdes de
bandeado ou alongamento pela atuacao do composto Hoechst, na
heterocromatina desses cromossomos.

O cromossomo Y mitGtico salientou diferenca em

composicao dos demais cromossomos, com uma riqueza em AT em
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ambos os bracos, em areas 1igéiramente afastadas do centro-
mero e teldmeros, e proteinas supostamente diferentes, quan
do se comparam os dois bragos entre si.

As respostas relativamente homogéneas aos mé-
todos de bandas C e G e ao tratamento com © compdsto Hoe-
chst em cultura das adreas heterocromaticas de D. nebulosa
comparadas ds de outras Drosophila parecem estar de acordo
com a posicao das mesmas na arvore filogenética respectiva,
se se considerar padtSes mais complexos, encontrados nas
Drosophila filogeneticamente superiores, como cardter mais
evoluido.

Os dados de desnaturagao-renaturac¢ao indicaram
semelhangaé entre a heterocromatina dqo cromocentro com rela
¢ao 3 eucromatina, em cromossomos politénicos, possivelmen-
te devido a alteracoes qualitativas e gquantitativas em ti-
pos de DNA e/ou protelnas cromossémicas, quando se passa da
condicao de cromossomos mitdticos (dipldides) para a de cro
mossomos politénicos.

Semelhancas entre essas regides foram também
determinadas em termos de caracteristicas de basofilia e es
pectros de absorcao de Feulgen. Sugere-se semelhanca em nu-

mero e proximidade de fosfatos livres do DNA e um teor en

sequéncias de DNA repetitivo nao sensivelmente diferente,

quando se comparam tais regices entre si.
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VIII. ABSTRACT

-

The two types of heterochromatin described for

Drosophila nebulosa by Pavan, in 1946 (heterochromatin of

the centromeric regions of the X, Y and IITI chromosomes VsS.
£hat of the II chromosome) were estudied cytochemically and
cytophysiologically. |

Mitotic chromosomes of neural ganglia and poly
tene chromosomes of salivary glands of third instar larvae
were subjected to C- and G- banding procedures and incubated
in a medium containing the 33258 Hoechst compound. Patterns
of basophilia and Feulgen spectral absorption curves were al
S0 determiﬁed for the polytene chromosomes, the chromocenter
region (mostly, heterochromatin of the II chromosome) being
compared with the euchromatin.

The results did not enhance differences bet-
ween the centromeric heterochromatin of the mitotic chromo-
somes X and II. The centromeric heterochromatin of the auto-
somes and X chromosome responded positively to C- and G- ban-
ding methods and moderately decondensed after being treated
with Hoechst compound, always differing in relation to eu-
chromatic regions. It is suggested that the AT content should
not be strongly higher than the CG one in these heterochro-
matic regions. Differences in proteins,which could possibly
affect the handing patterns or the decondensation due to the
33258 Hoechst compound, also do not appear to exist.

When the ¥ chromosome was compared with the

other chromosomes in neural ganglia, differences in comnosi-
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tion were found. Both arms of the Y chromosome digplay AT~
rich areas slightlv shifted from the centromere and telome-
res. Different proteins are supposed tobe associated to chro
matin, when the two chromosome arms are compared to each
other.

If the complex responses to C- and G~ Dbanding
and to decondensation with the Hoechst compound, found in
phylogenetically high Drosophila species could be considered
an evolved character, the relatively homogeneous pattern de-~
picted by the heterochromatic areas of D. nebulosa would be
in agreement with its position in the phylogenetic tree pro-
posed for these flies.

The denaturation-renaturation data indicate a
similarity between heterochromatin cf the chromocenter and
the euchromatin, of the polytene chromosomes, possibly due
to qualitative and guantitative changes in DWA types and/or
chromosome proteins which are supposed to occur when diploid
chromosomes turn into polytene chromosomes.

These chromesome-regions do not also differ in
characteristics of basophilia and Feulgen absorption spec—-
trum. The number and proximity of the DNA free phosphate
groups and the quantity of repetitive DNA sequences are sug-
gested not to bhe markedly different, when these regions.- are

compared to each other.
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