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1. XNTRODUCEO

As glandulas salivares de alguns grupos de inse
tos tém sido objeto de estudo no que diz respeito aos aspec-
tos morfolSgicos do Srgdo e & composicido de seus produtos de
secrecao. As glandulas salivares de insetos s3o principalmen
te glandulas labiais, situadas abaixo do mesénteron e desembo
cando na cavidade pré-oral, entre o 13bioc e a faringe (Ross,
1939).

Dentro da classe Insecta as fungBes das gldndu
las salivaxes variam conforme a Ordem considerada. Porém, de
modo geral , acham-se relacionadas com a secrecido de enzimas
digestivas e, no caso de insetos com metamorfose completa, as
glandulas salivares larvais fabricam proteinas que serZo uti-
lizadas na construgao de casulos individuais ou ecoletivos que
abrigardo as pupas (Wigglesworth, 1965), Nos dipteros tém si
do descritas a secrecao de enzimas digestivas e a producao de
mucoproteina e outros tipos de protefna estrutural (Patterson
e col.,, 1949; Laufer e col., 1963), bem como a captacao e con
centragao de proteinas da hemolinfa (Laufer e Nakase, 19653
Rianchi e L.ara, 1969), nas glandulas salivares larvais. Além
de proteinas, a presenca de glicosaminoglicanas tem sido tam

bem relatada na secrecdo de tais glandulas em diversas espé



cies de insetos (Prosophila, Chinonomus, Sciara, Phynchoscia-
nal, atraves de andlise quimica ou citoquimica (Kato e Sirlin,
19633 Perkoswska, 1963; Berendes, 1965; Ceorge, 19683 Bianchi
e Terra, 19753 Mello e Pretti, 1977). Em Punchosciara amend
cana, por exemplo, os carboidratos representam 3,4% da secre
¢ao, enquarnito os constituintes proteicos representam 84,5% da

mesma (Biarnchi e Terra, 1975),

Por outro lado, estudos citoquimicos efetuados
nas ecélulas epiteliais que secgretam tais produtos saoc relati-
vamente esCassos para os dipteros, especialmente em se tratan
do de sciarideos. Em Rradusia 4p, uma das espécies para as
guais existem dados nesse sentido, a resposta ace métodos ci-
taguimicos para glicosaminoglicanas neutras e protefnas & va-
ridvel em funcdo das diferentes regides das glandulas; essas
regides sdo identificiveis pela morfologia celular e pelas ca
racteristicas morfolSgicas dos cromossomos politénicos (Cunha
e col., 1989). Por ocutro lado, em ocutro sciarideo, como Rhyn
e hoscdana americana, os padrdes citoquimicos diverpem dos de
Rradysia s8p (Mello e Pretti, 1977). Neste inseto tambem fo
ram descritas variacdes funcionais estudadas bioquimicamrente,
aliadas a diversificacdo morfoldgica das glandulas (Winter e
col., 1976). Embora poucas espécies da famTlia Sciaridae te
tenham sido analisadas com esse propdsito, os relatos exis-
tentes sao sugestivos de cue possam ocorrer variacGes para as
diferentes espécies do grupo. Além disso, & provavel  que
omyram diferengas em tipos de Secrecac e mesmo em caracteri%qé
cas citoquimicas e citofisicas das células secretoras dupante

as diversas fases do desenvolvimento das plandulas, a semelhan



ga do que F oi narrado para outros grupos de ins etos (Melle e

Vidal, 197 L ).

No presente trabalho, portanto, visando~-se con
tribuir pa x>a © conhecimento dessas caracteristicas em outpas
espécies de sciarideos, serdo estudadas as gliandulas saliva-
res de Bra «f ysia spaiitengum (Hardy, 1956) espécie que parece
apresentar  um ‘.ex-ratio" especial (Souza, 1976) e que, alem
de seu cic X © bioldgico e mapeamento cromossdmico (Comune .
1875), apre=senta poucos dados adicionais conhecidos. Como pri
meira etapea  do trabalho, as c@lulas secretoras das glandulas
salivares € em diversas fases do desenvolvimento) e os produ
tos secretemdos no ldmen do Srgdo serdao estudados em nivel moy
foldgico, «=dAtoquimico e citofisico. A sepuir, serio determi-
nados os peadroes de duplicacdo do contelido de DNA (nas divep-~
sas regicess das glandulas e em varias fases de seu desenvolvi
mento), os <Quais, para os dipteros, hi indicacdes de que va
riem com a espécie (Berendes, 1965; Pavan, 1965, Sim5 e S,
(19673. Fiﬁalmen‘te, tentar-se-& correlacionar o grau de ati-
vidade de e @boragac dos produtos citoplasmiticos com os ni-
vels de dup>licagdo do contelldo de DNA ao longo do Srgdo e du

rante vari=mas etapas de desenvolvimento do mesmo.



2. MATERTAL

Foram utilizadas glandulas salivares de Prady-
sia spatitergum (Diptera, Sciaridae) sciarfdeo  classificado
por Hardy (1958) como Sfedlara (Luconiella) spatitergum e re
classificado por Steffan (1968) como Praduysia spatifergum, no
menclatura atualmente em uso., O material foi estudado no 19
estadic larval (24 horas apds a eclosdo do ovo), na fase ini
cial e final do 49 estadio larval (7 e 9 dias respectivamen-

te) e na fase de pré-pupa., A determinacio dessas fases se ba

seou em dados de Comune (1976).



3. MMMETODOS

3 .1. Criacac de Pradusin dpatitengum

O estodue inicial de Bradysia spatitengum  foi
coletado pela Profl Hebe M. L. de Souza em 1972, em Bardo Ge-
raldo - Caawpinas (S8.P,), usando-se como isca material em pu-
trefacao., A partir de uma amostra cedida pela professora He
be M. L de BSouza ao Departamento de Biologia Celular da Uni -
versidade Xstadual de Campinas sua criage’io foi prosseguida.As
larvas se desenvolvem em um meio de cultura colocado em fras
cos com capacidade de 1/4 de litro. O meio & preparado com
35 g. de &gar dissolvido em um litro e meio de agua. O ali-
mento consiste de rama de batata doce (Ipomea batata) seca e
esterilizada depositado sobre o dgar solidificado. Ouando as
moscas se tornam adultas, s3o repicadas, transferidas para um
novo frasco e as femeas depositam seus ovos. Os adultos mor

rem a seguir.

3.2, Morfologia das Glandulas Salivares

Primeiramente efetuou~se um estudo morfolog ico
das glandulas salivares e para tal utilizaram-se monta gens

totais de glandulas dissecadas ou cortes em parafina (7 um)

de larvas inteiras.



A fixagao do material foi efetuada em formol a
10%, sendo o tempo de 24 horas para as larvas inteiras e 10

minutos par& as glandulas dissecadas.

Os cortes em parafina foram subsequentemente co
radcs com Iematoxilina-eosina. As montagens totais de gléndg
las sem coldloragao, prestaram-se a exame em microscopio de fa~

se e polarizacgao.

3.3. Citoquimica e Citofisica das Glandulas Saliva-

res.

3.3.1. Pesquisa de glicosaminoglicanas neu-

tras.

Cortes em parafina (7 um de espessura) de lar-
vas inteiras e montagem total de glandulas dissecadas foram fi
xalos em etanol-dcido acético 3:1, sendo o tempo de 30 minutos
para as larvas inteiras e 5 minutos para as glandulas disseca
das.

A reagdo citogquimica utilizada foi a do ~ Keido
periddico =~ Schiff (PAS), com e sem digest3o prévia por dias-

txze durante 1 e 2 horas.

3.3.2. Pesquisa de glicosaminoglicanas Acidas

(GAGA)

Cortes em parafina (7 um de espessura) de lar-
ves inteiras e montagem total de glandulas dissecadas foram-fi

xados em metanol:formol:dcido acético (M.F.A.) 85:10:5, du~-



rante 24 horas, ou em formol a 10% em pE 7,0, adicionado de
bwmeto de Tr-hexadecil piridinium, por 2 horas.

Os cortes de material fixado em M, FP.A. foram
submetidos 2 coloracao com solugoes de azul de toluidina a
0,025% em tampdo fosfato-3eido acético M/10 nos seguintes pH:
255 3,04 3,45 4,0 e 5,0 (Lison, 1960).

As seguintes reacoes de bloqueio precederam &

coloragac &acima;

I. Metilagdo e metilacdo seguida de saponificagao (Fis-
cher e Lillie, 1954; Spicer e Lillie, 1959; Lillie e
Jirge, 1975),

IT. Tratamento enzimatico pela hialuronidase testicular
(Lison, 1960; Leppi e Stoward, 1965).

Glandulas dissecadas e cortes do material fixa-
do em formol foram corados pela soluc3o de azul de Alecian a 1%
em HC1 0,1N a pH 1,0 (Lev e Spicer, 1964) e pH 2,5 preparado
com dcido acético a 1% (Lison, 1960).

A determinacdo da concentracio eletrolitica eri
tica (C.E.C.) foi também efetuada. Os cortes de material fi-
xxdo em formol, foram tratados com solucdes de azul de Alcian
a %, pH 5,0 adicionadas de MgCJ..’,Z nas seguintes concentracdes:
005M, 0,2M; O,4M; 0,8M; 0,9M; 1,0M, técnica baseada  nos
tmbalhos de Scott e Dorling (1965) e Scott e Stockwell (1967),

de acordo com Silberman e Fromer (197u),



3.3.3. Pesquisa de radicais eletropositivos

Glandulas dissecadas (montagens totais) e corp-
tes de lar~~as inteiras foram fixados em M.F.A. ou formol a 10%
dwante 2% horas para as larvas e 10 minutos rara glandulas
dissecadas

Os cortes foram tratados por uma solucio de Xy
lidine-porrceau 3 RS a 0,1% em tampdo acetato de =8dio 0,1IM em
HC1 1N, pH 1,7, procedimento este precedido ou nio por desaﬁi
nagdo (Vidal, 1970). Para identificacio dos resTduos de ami
noacidos Fortemente basicos (arginina, lisina), utilizou-se o

mesmo Xyl i dine-ponceau 3RS, porém a pH 8,0 (Vidal e Mello,

1877).

Alguns cortes e montagens totais de glandulas in
teiras foram tratados por uma solucio de Fast-GCreen a pH 8,1

3.3.4, Pesquisa de lipidios

Utilizou-se de glandulas inteiras ou cortes em
congelacdo do material fixado em formol-cilecio de Raker, para

as seguintes reacdes citoquimicas:

I. Negro do Sudao (Lison, 1960),
II. Teste de Baker para fosfolipidios (Lison, 1960).
III. Anilise da fluorescéncia apds tratamento do material

com uma solucioc de rodamina 6 G 0 (Neuhoff, 1973).

Os itens T e IIT foram realizados apenas em

glandulas dissecadas (montagens totais) .



3.3.5. Pesquisa de RNA

Larvas fixadas em etanol-dcido acético 3:1 fo-
ram cortadas com 10 pym de espessura.

Investigou-se a presenca de RNA atravds da rea
cao da Galocianina-aliimen de cromo (Kiefer, 1970), com e sem
digestdo prévia por RNAse ou hidrdlise dcida com HCZ 1N a

6§0°C durante § minutos.
3.3.6. Anisotropia

Investigou-se também a ocorréncia de birrefrin-
gencia e de dicroismo nos preparados submetidos a coloragao
com azul de toluidina e com Xylidine-ponceau 3 RS, assim como
nos preparados efetuados para a deteccao de complexos lipidi-
cos (Vidal e Bozzo, 19693 Vidal 1970).

Caracteristicas de birrefringéncia foram também
investigadas em glandulas dissecadas (montagem total) a fres

co e sem coloracio.

3.4%. Niveis de Duplicacdo dos Valores Feulgen-DNA

3.4.1. Preparacdo das laminas

As glandulas foram dissecadas em solucao fisio-
logica para insetos e fixadas em etanol-dcido acdtico  (3:1)
por 5 minutos. Os preparados (montagens totais) foram subme =

tidos a reagdo de Feulgen, utilizando-se hidprdlise com HCL 4N
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a tempers=atura ambiente de 25°C, durante 1 hora e 30 minutos,
condigdess em que & permitida uma depurinac3o maxima nesse ti
po de ma®-erial (Mello, 1976a). As glandulas foram tratadas a
seguir cc>in 3 banhos de agua sulfurosa (Deitch, 1966b), lava-
das em Agzwua destilada, desidratadas, diafanizadas e tornadas

permanent- €s em balsamo do Canadid (n = 1,54),
3.4.2. Micro-espectrofotometria

A determinagao dos valores Feulgen-DNA em uni-
dades ari>ditrdrias foi realizada citofotometricamente através
do métodc> de duplo comprimento de onda (Crnstein, 1952;  Pa-
tau, 18952 D. Por este método, a quantidade total do cromdforo
& dada pe2 la fSrmula:

BL_C
m = 2 5 onde
KaZnID ?

_ 1 1
C"Q‘Q Enm,
0=l . 1-T
La 1 - Ta

sendo

m = quantidade total do cromdforo, no caso, valor

Feulgen-DNA em unidades arbitririas.
= drea do campo fotometrado.
= transmitancia medida por Area fotometrada.

= absortividade.

N O N v+

i

1~ T,

£n = logaritmo neperiano.
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0s iIndices a e b referem-se aos valores re
lativos ac s dois comprimentos de onda escolhidos, tais que
Kb - ZKa.

No presente caso, sendo as determinagdes relati

vas e naoc absolutas, a formula utilizada foi m = RL_C.
3.4.3, Selegao dos X operacionais

Para a selegio dos comprimentos de onda ae b
a serem utilizados no presente trabalho foram determinadas cur
vas espectrals de absorgdo nas regides glandulares, Sl’ 82
e S4, Nas 3 fases do desenvolvimento, com um microespectrofo-
tanetro Zeiss equipado com fotdmetro 01 e fotomultiplicador
EMI 6256, Os diferentes A foram estabelecidos com uso de
régua monocromadora Schott. Para a obtencio de curvas de
absorg3@o, variaram-se os aumentos das objetivas e do optovar,
diametros do diafragma de medida e de campo utilizados, em
fingdo das wregides glandulares e fases do desenvolvimento es-
tudadas, conforme acham~se indicados na Tabela I. Tal proce~
dimento foi ditado pela variacdo em Area nuclear e espessura

do material corado nas diferentes condigdes experimentais.



Tabela I —
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Condigdes citofotométricas utilizadas para a sele-
gao dos 2 comprimentos de onda operacionais para a
obtengdo dos valores Feulgen-DNA nas 3 regices
glandulares em diferentes fases do desenvolvimento

pos~embriondrio de Rradysia spatitengum,

Fases de> Regides Diametro Didmetro Erea
desenvol— glandu~ Objetiva Optovar do dia- do dia- de
vimento lares (X3 (X) fragma de fragmade medida
medida campo (um2)
..... . - (mm) - . (mm) . . . .u
10 estadi o Sl 63 2 0,16 0,2 1,29
larval Sy 63 2 0,16 0,2 1,29
S, 63 2 0,16 0,2 1,29
micio de Sy 40 2 0,16 0,3 3,14
4o estadio o 16 1,6 0,25 0,3 74,82
larval
S, 16 1,6 0,25 0,3 T4, 82
) 8, 40 2 0,16 0,3 3,14
Pre-pupa
S, 16 1,6 0,25 0,3 74,82
S 16 1,6 0,25 0,3 74,82
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Ura vez determinado o pico de oeada curva de
absorggo <3e Feulgen, considerou-se este valor de extincio co
mo corres Erondente a 100% e a partir deste, calculou-se a ex-
tingao re I ativa para os valores obtidos em outros A . Deter
minou-se, a seguir a média aritmética, o desvio padrio e o
coeficien-te de variagao desses novos valores para cada compri
mento de <«>nda. Com~os valores dessas mé&dias foram obtidas cur
vas de ab s orgao relativa e a partir destas escolheram-se os
dois comp x~imentos de onda operacionais 2 e b, (0s dados Tre
ferentes A s curvas de absorgao acham-se relatados nas tabelas
IT a X). Levou~se em cpnsideragéo a recomendacaoc de Garcia
e Torio ( 1.966) de que, sendo Ea a extincio dos X mais cur-
to e Eb, @& extingdoc no A mais longo, a razio Ea/Eb deve ser
levemente superior a 6,50 (0,51~0,53). Fsse pequeno excesso
compensar-& o efeito promovido pela presenca de espacos nao

absorvent @s em meio ao material nao corado (Garcia e Torio,

1966).

3.4.4, Escolha da razio Area de medida/area nu

clear.

Um fator importante para o procedimento citofo-
tométrico de duplo comprimento de onda &€ tamhém o estabeleci~
mento de wuma razdo area de medida/area de material absorvente
adequada (Garcia e Torio, 1966) para a determinacio dos valo-
res de Ta e Tb. Sepundo Mello (1976b) & aconselhivel que o
valor des sa razio ndo ultrapasse 3,41, quando as medidas s3o
efetuadas ao citofotdmetro Zeiss, para nlcleos com contorno

circular & elipsocidal, submetidas a reacdo de Feulgen. No pre
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sente tral> &lho, foram utilizados valores da razio A2/Al nao
maiores qur <« os discriminados na Tabela XI. Os diafragmas de
medida utd 1 izados apresentavam &rea circular, exceto para a

medida dos valores Feulgen-DNA da regiZo S Nesta porcao da

1.
glandula, =sendo os niicleos de forma elipsoidal prolato foi

usado diaf wagma de medida com area retangular (Mello e Za

nardi, 197 6.

Tabela IT = Média aritmética, desvio padrioc e coeficiente de
variagac das extincles relativas de nicleos da re
gizo 8, de glandulas salivares de Pradusia spvati-
fergum do 19 estadio larval, submetidas & rea-

¢cdo de Feulgen, (n = 3 curvas).

A {nm) X + 8 C.V. (%) | alnm) X % 8 C.V. (%)
640 12 ,90 * 7,55 53,28 545 99,47 & 0,62 0,62
6530 15,53 + 7,84  50,u45 540 98,72 = 0,90 0,91
620 20,35 * 4,90 24,06 535 99,09 + 1,13 1,14
610 30,46 % 6,33 20,79 530 94,76 + 22,04 23,26
500 48,97 % 4,79 9,78 525 94,26 + 3,98 4,23
590 65,07 * 1,89 2,90 520 88,87 *+ 9,51 10,70
580 80,68 * 5,59 6,93 515 88,87 + 6,57 7,39
575 90,90 £ 1,02 1,13 510 84,90 + 8,17 9,63
570 94,10 * 3,97 4,22 500  T4,ub *+ 568 7,63
565 96,34 * 2,16 2,25 u9g 65,55 & 4,33 6,60
560 98,62 % 1,77 1,80 480 50,36 + 7,07  1u,0%4
555 94,27 * 8,59 9,12 470 42,51 * 9,97 23,45
550 99,30 * 0,77 0,78 Eygo/Ecys = 0,508
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.Tabela IIT - Média aritmética, desvio padrio e coeficiente de
variacdo das extincOes relativas de nicleos de re
gido 5, de glandulas salivares de Rradysia spati-
tengum d6 19 estadic larval, submetidas 3 rea
¢do de Feulgen (n = 3 curvas).

A(nm) X tS C.V. (%) A(nm) X %5 C.V. (%)
840 2,70 % 2,22 82,12 545 97,84 % 2 9y 3,00
630 6,17 * 1,87 30,31 540 97,45 + 1,59 1,64
620 13,68 + 1,71 12,50 535 96,22 % 5,54 5,76
510 25,25 + 2,39 9,u8 530 96,44 * 1,97 2,04
600 41,99 % 5,47 13,0u 525 93,15 % 1,78 1,91
590 61, 75 * 5,04 8,16 520 89,82 % 3,98 H,43
580 82,31 % 4 57 5,55 515 88,02 * 2,54 2,89
575 86 , 46 % 2,37 2,74 510 85,38 * 2,22 2,60
570 92 ,40 * 0,97 1,05 500 73,01 * 1,80 2,46
565 95,15 * 0,94 0,99 490 64,98 * 7 u2 11,42
560 96 , 21 % 1,82 2,00 480 49,15 % 14,21 28,91
555 96, 54 3,11 3,22 470 39,83 * 2,25 5,64
550 99,35 * 1,631 1,14 a0 Feys = 05502
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Tabela IV — Média aritmética, desvio padrac e coeficiente de

variagao das extingles relativas de nlcleos da re

gido S, de glandulas salivares de Rradysia spati-

' teagum do 19 estadio larval, submetidas a reacdo

de Feulgen. (n

3 curvas).

A (nm) Xt S C.V.(% Atom) X % S C.V. (%)
640 9,05 + 6,47 71,43 545 94,02 + 9,10 9,68
630 14,26 * 4,77 33,48 540 92,58 * 10,78 11,64
620 21,84 % 5,00 22,88 535 91,22 + 13,73  15,r5
610 31,18 % 5,91 18,96 530 9u,74 % 6,90 7,28
600 52,53 £ 2,86 5,45 525 91,65 ¢+ 8,28 9,04
590 70,50 + 5,08 7,20 520 86,25 % 10,50 12,17
580 85,84 x 4,66 5,43 515 84,20 £+ 9,55 11,35
5758 88,57 + 4,91 5,04 510 82,50 + 6,69 8,10
570 92,63 & 7,24 7,82 500 72,24 + 8,91 12,33
565 88,40 + 9,50 10,75 490 61,13 + 9,30 15,21
560 92,11 + 5,69 6,17 480 51,82 %+ 4,54 8,76
555 90,01 + 11,21 12,45 470 42,48 + 6,72 15,82
6§50 95,01 + 8,74 9,20 wgo/Esgg = 0,545
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Tabela V — Meédia aritmética, desvic nadrao e coeficiente de

variagdc das extingSes relativas de nlcleos da re
giao S, de gliandulas salivares de Bradysdla spati -
{Lexgum do inicio do 49 estadio larval, submetidas

a reacdo de Feulgen. (n = 3 curvas).

Alnm) X %S Cav. (3| Atam) X £S5 .. . C.V.(%)
6u0 12 o14 = 5,74 47,28 545 96,26 + 3,18 3,31
630 15 42 + 5,35 34,73 540 95,34 & 3,41 3,58
620 25 ,02 + 1,34 5,33 535 93,63 &+ 5,79 6,18
610 35 .49 + 5,91 16,65 530 91,30 £ 4,50 4,93
6§00 56 ,10 &+ 6,48 11,56 525 90,92 % 5,93 6,52
590 66 .13 & 4,18 5,32 520 R9,16 + 5,14 5,76
580 B7 ,9% 1+ 5,78 6,55 515 85,85 + 5,41 6,30
575 92 595 + 6,10 6,55 510 82,34 & 4,76 5,78
570 gy 1% + 5,55 5,89 500 74,37 + 6,90 9,28
565 96 ,1% & 5,66 5,89 490 65,26 * 5,67 8,69
560 98 L,80 + 0,40 0,41 LgQn - 53,65 & 4,24 7,90
555 100,00 x 0,00 0,00 4790 L ,06 £ 3,73 8,09
550 95 ,90 + 4,16 4,34 Eygo/Egss = 05537




is

Tabela VI - M&dia aritmética, desvio padrao e coeficiente de
variagdo das extingdés relativas de niicleos da re
gido S, de glandulas salivares de Pradusia svati-
terqum no inifcio do 49 estadio larval, submeti -
das a reagdo de Feulgen. (n = 5 curvas).

A (nm) Xt S C.V.(%) | Atnm) X 8 C.V. (%)
640 13,98 + 3,65 26,10 545 96,86 + 2,98 3,08
630 21,27 + 6,43 30,25 540 92,61 & 7,73 8,35
620 34,59 + 8,83 25,53 535 96,26 + 1,52 1,58
610 46,88 *+ 13,58 28,97 530 93,05 + 4,87 5,20
600 64,57 + 15.18 23,51 §25 92,50 + 2,63 2,83
596 77,98 + 12,19 15,63 520 94,11 + 2,10 2,23
580 88,00 : 7,38 8,38 515 91,96 + 2,40 2,60
575  9u,74 + 235 2,48 510 89,06 # 3,21 3,60
570 93,45 + 6,09 6,52 500 81,10 & 4,23 5,22
565 98,59 : 1,82 1,86 490 74,67 ¢+ 5,30 7,80
560 99,03 £ 0,97 0,97 480 60,09 + 13,56 22,57
555 98,22 % 1,87 1,91 470 51,34 * 10,57 20,58
550 96,76 + 3,15 3,26 Eynp/Esse = 0,523

470
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Média aritmética, desvio padrio e coeficiente de

variacdo das extingfes relativas de niicleos da

regido S, de glandulas salivares de Pradysic spa

titergum do inicio do 49 estadio larval, subme-
tidas & reagdo de Feulgen. (n = 3 curvas)

A (nim) X S C.V.(%) | atom) X 2 8 CLY. ()
64O 1% L M5 % 9,29 64,28 545 92,18 + 12,15 13,18
630 20 4,62 t 12,51 60,67 540 90,30 & 14,81 16,40
620 32 5 72 + 17,23 52,67 535 84,39 + 10,87 12,88
616 46 . 247 % 15,88 34,18 530 91,73 £ 7,70 8,40
600 67 5 93 & 15,32 22,55 525 89,30 + 7,47 8,36
590 77 5 54 * 5,89 8,89 520 90,59 + 3,35 3,70
580 89 , 67 + 3,16 3,53 515 85,52 + 413 4,83
575 92 L 60 + 4,00 4,32 510 82,53 + 5,92 7,17
570 95 ,03 &+ 2,21 2,33 500 79,24 & 2,17 2,67
565 95 , 04 &+ 6,36 6,69 490 71,71 & 4,48 6,25
560 99 .28 & 1,26 1,26 480 62,26 + 8,61 13,83
555 93 _ 78 + 2,82 3,01 470 51,25 % 8,85 17,76
550 94 , 18 + 3,86 4,10 F . /E = 0,516

1470

560
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Média aritmética, desvio padrdoc e coeficiente de

variagao das extingdes relativas de nilcleos

regido 8, de glandulas salivares de Ruadysia spa

da

- titerngum  (pré-pupa) submetidas a reagdo de Fe-
ulgen. (n = 3 curvas).

ACnm) T+ S . C.V.(8) | . Alnm) X £ 8 . C.V.(%)
640 8,36 % 3,60 43,08 545 86,36 * 8,91 10,32
630 13,91 % 3,08 22,12 540 93,17 + 1,25 1,35
620 21,51 ¢ 2,33 10,81 535 89,4t & 5,29 5,91
610 29,37 + 3,40 11,58 536 90,98 + 1,66 1,82
600 u2 1% + 6,50 16,36 525 88,17 + 2,10 2,38
590 69,33 &+ 7,03 10,14 526 84,45 + 6,59 7,81
580 78,23 & 7,61 9,73 515 81,30 + 2,96 3,64
575 84,78 + 7,09 8,36 510 79,82 &+ 4,26 5,34
570 96,28 + 3,31 3,44 500 69,87 + 2,18 3,11
565 96,60 % 5,90 6,11 %90 61,91 + 3,12 6,03
560 91,85 £ 8,25 8,98 L8O 48,03 + 2,64 _5_,_5_9_
555 88,61 % 9,49  1p,71 470 43,61 + 4,85 11,12
556 89 .4l & 7,80 8,49 Fugo/Fsgp = 05523
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Tabela IX — Média aritm&tica, desvio padrio e coeficiente de
variacao das extingles relativas de nicleos da
regiao 8, de glandulas salivares de Raadusia sra
{itengum  (pré-pupa), submetidas & reagdo de Fa
ulgen. = 5 curvas).

A{nm) X +£3 C.V.(%) A{nm) ¥+3 C.v.(%)
610 74 73 £ 1,53 19,84 545 97,14 + 3,68 3,79
630 12,65 ¢ 2,81 22,23 540 99,41 + 0,86 0,86
620 23,21 & 3,68 15,86 535 97,40 % 2,66 2,73
610 37435 + 5,58 14,95 530 93,98 & 8,u48 9,02
600 61. 12 x 14,89 24,36 525 93,25 &+ 6,11 6,55
590 73,65 % 7,26 9,85 520 92,79 + 3,29 3,55
580 87,92 * 8,33 9,47 515 89,91 &+ 4,26 Y, 75
575 93,50 & 8,75 5,08 510 88,15 + 4,19 4,76
570 93 474 * 3,65 3,90 500 77,68 £ 5,29 6,81
565 96 5,26 & 3,77 3,91 490 65,74 % 12,20 18,56
560 96 448 * 3,74 3,88 480 55,19 # 4,30 7,78
555 94 , 8B * 14,10 4,31 470 46,93 * 4,42 9.4
550 97 . 52 £ 2,31 2,37 5470/3525 = 0,503
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Tabela X -~ M™é&dia aritmética, desvio padrio e coeficiente de va
riagao das extingdes relativas de nicleos da re-
siao S, de glandulas salivares de Bradysia spatitfen
qum en fase de pré-pupa, submetidas a reacio de
Feulgen. {n = 3 curvas)

A (nm) X * S C.V.(%) | Atam) = X'+ 8§ C.V. (%)
640 7,22 £ 0,79 10,91 545 96,17 * 5,49  §,71
630 10,50 # 1,32 12,45 540 95,31 % 3,93 4,12
620 18,23+ 8 + 1,30 7,02 535 90,85 + 5,1u 5,66
610 29,2 3 + 1,06 3,63 530 90,20 * 4,73 5,25
BOC 44,9 3,11 6,04 525 94,78 % U,U46 b,71
590 66,01 * 2,55 3,86 520 88,70 % 4,51 5,09
580 75,683 * 9,14 12,12 515 87,49 % 4 QU 4,62
575 87,76 * 7,31 8,33 510 87,88 % 1,47 1,687
570 92,37 + 6,82 7,39 500 77,33 & 9,44 12,21
565 95,7 7 % 5,71 5,96 490 67,40 £ 5,29 7,85
560 32,29 + §,07 6,53 480 55,78 = 3,80 6,81
555 o4, S L 4 4,17 oyl 470 50,81 & 3,25 6,39
550 97,884 + 2,63 2,69

Ey70/Egsq = 0,519
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Tabela XTI — Determinacdo da razic area de medida citofotoms -
trica/drea nuclear utilizada no método de duplo
comprimento de onda para as 3 regides das glindu-
las salivares de'ﬁ%adypiajfpaiifgnaum em diferen-

tes fases do desenvolvimento pos~embrionario.

Ay = Area de Al = Area nu-

Fases do Regioes mensuracio clear dos maio
desenvol glandu- res nlucleos A,/AL
vimento lares (um?2) (um2)
) Sl 8,71 3,27 2,95
19 estadioc
Lapval S, 49,51 23,09 2,14
83 ______ ?}Sl 5}15 l}SH
Inicic do 81 119,20 37,92 3,14
¢ estadio s, 766,99 498,62 1,54
larval
Sy 766,99 321,21 2,39
) cH 100,00 36,64 2,73
Pre-pupa
82 766,99 294,35 2,61

Sq 766,99 360, 36 2,12
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3.4.5. Homogeneidade da luz e de resposta do
fotocatodo do citofotdmetro.

Estes itens foram testados segundo recomendagao
de Garcia e Iorio (1966}, ou seja, variou-se a posicdo de um
nlicleo da =»regiioc 353 dentro do campo fotometrado, registrando-
se o valox~ da transmitancia em cada posic3o e comparando-se
os resultza <los entre si. Foram testadas 5 posigoes e 3 leitu
ras, em cex<da uma. Calculou-se a sesulr a média aritmética
desvio paci¥ao e coeficiente de variagao para cada posigdo,con
forme ind3i <cados na tabela XTII. Considerando-se gue a diferen
¢a maxima entre os valores das médias por posigBo foi  menor
gque 3%, a homogeneidade da luz e de resposta do fotocado du-
rante o leewantamento dos valores de transmitancia ou extin-
¢oes dos ralicleos de B, spatitengum, foram altamente satisfatd

rios (Garrcia e Iorio, 1966).

Tabela XIT - Teste de homogeneidade da luz e de resposta do
fotocatodo realizado em um niicleo da regido Sq
da glandula salivar de pré-pupa.

s T vansmitancias - C.V.
Posigdo €3 leifuras) X+5 (%)

1 81 .43 81,5; 81,5 81,47 + 0,06 0,07 L
2 81 ,8; 81,7; 81,2 81,57 # 0,32 0,38 /7 5 O\
3 81 ,8; 81,8; 82,2 81,93 % 0,23 0,28 {4 1 2 |
Y 80 ,2; 80,0; 80,0 80,07 + 0,12 0,14  \ 3  /
5 81 ,5; 81,5; 81,2 . 81,40 * 0,17 0,21 R

A = 550mm, objetiva = 16X, optovar = 2X, didmetro do dia
fragma de medida = 2,5mm, diametro do diafragma de campo = 8mm.
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3.8.6. Itens operacionais selecionados para

a citefotometria.

Com base nos itens 3.4.3, 3.4.4, 3.4.5, a ava
liagc@o cito fotométrica dos valores Feulgen-DNA dos nicleos das
glandulas s a@livares nos dois comprimentos de onda eseolhidos,
foi finalmente realizada utilizando-se das condigdes operacio-

nais aponta das na Tabela XIIT.
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4. RESULTADOS

4.1, Estudo Morfoldgico

No decorrer do desenveolvimento pds-embrionario,
Rraduysia & watitergum apresenta-se com tamanho relativamente
pequeno: 0,5mm, 3,0mm, 3,5 ~ 4,0mm e 2,5 =~ 3,0mm de com
primento, xespectivamente durante o 19 estadio larval, ini-

cio de 49 estadio, fim de 49 estadio e pré-pupa.

A metodologia empregada para o estudo morfoldgi
co de suas glandulas salivares, permitiu as observacgldes que

S5€ Segucei.

As glandulas salivares acham~se dispostas longi
tudinalmente com relagao ao corpo da larva, ocupando quase to
da sua extensido; dois tubos a compdem € se unem anteriormente
em um duto que desemboca proximo a extremidade labial. As cé
lulas das diferentes porcdes glandulares convencionadas como
regides S45 S, e S, apresentam-se morfologicamente distin -
tas. Na Ffigura 1 acham-se esquematizadas as slindulas sali-
vares de B, spafitergum bem como o aspecto de cortes trans-
versais ao seu longo eixo, passando pelas 3 regides glandula-

res,



} DUTO

o 1. Esquemd geral da gifindula salivar de Brudysio spatitergum

indicando & direita o aspecto de cortes transversais correspondentes
& cada regifo glandular (S .5, ¢S54

N= nicieo L= {timen

28
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A regido S, apresenta células, num total de 18
com uma fe>wrma aproximadamente cbnica e com nficleos peauenos,

de locali== =acdo parabasal (Fig. 2). Na regi3o S, (Fig. 3) as

2
células n=xirm total de 23 sido aparentemente maiores auando com
paradas ceorm as da regiio Sy e Sy (Figs. 2 e 4); sua forma
€ aproximea clamente clbica, com um citoplasma filamentoso (ao
coﬁtrério <do que se verifica na regiao S, cujo citoplasma &
mais granwxi3 oso) e nlcleos também com localizacdo parabasal
{(Fig 31. ™a porgido em que S, se torna proxima de 54, as cé

lulas de :5?22 comegam a mudar sua morfologia (Fig. 4).

Na regido 8§, as células num total de 85, tem
disposici<«> semelhante as de 81 porém s3o maiores do que es-
tas (Fig. 5). A medida que se aproxima da extremidade distal
das gland=aiTlas, as células de 83 diminuem gradativamente de ta

manho (F -ig. B),

0 1Gmen das regides S, e S, apresenta  aspecto
semelhante= , enguanto o da regido S5, devido a disposicio e
forma ¢on i «<a das cflulas que a compdem, adquire um aspecto he

licoidal.,
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4.2 . Dados Citoguimicos e Citofisicos das Glandulas Sa

livares

4.2.,1. Glicosaminoglicanas neutras

Detectou-se reatividade ao PAS, com diferentes
intensidades, ao longo de trda a glandula tantc no citoplas-
ma como no limen do drgdo (Figs. 7, 8, 89). O bordo estriado
dessas células também mostrou-se reativo. Quando a reacaoc ao
PAS foi precedida por digestao com diastase, a reatividade no
citoplasma e limen da porgdo distal das células de S, nao mals
se manifestou. Porém, esta, apesar de menos intensa, permane
ceu na regido proximal de Sas 82 e Sl tanto no citoplasma co
mo no 1limen (Tabela XIV). 0O bordo estriade também permane -

ceu reativo.



Figas.:

7

Reagdo ao PAS em montagem total das gléndﬂ
las salivares de Raradysdia spatifengum. 7 -
Glandula salivap em infcio de 4% estadio,

A porgdo proximal da regido S, (P) apresen

3
ta-se mais reativa ac PAS guando compareda

com as regibes 82 e S?. Motar material

mais intensamente reative as PAS nec limen
de S, (375X). & - Em pré-pupa ha uma rea-
tividade marcante no ldmen (L)} da glandula,
Porgao distal de Sz (D), regiaoc mediana de
S, (M), regiino S, (setal)((375%X). § =~ Rea-
tividade ao PAS muito fraca no limen (L)
e citoplasma (C) da porgao distal da regi
EYs) SS. Glandula salivar em fase de pré-pu-
pa. (375X). N = nlcleo; C = gitoplasma e

L = limen,
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4.2.2. Glicosaminoglicanas Acidas

Os resultados whtidos quando da coloragao do ma
terial por> solugdes de azul de toluidina em diferentes DPH, co

mo também apds reagdes de bloaueio acham-se ilustrados na Ta

bela XV.
H;;;;g;‘*--;ﬁ;fiiiiiiifl‘ Citoplasma Liimen
A,T. pH. 5,0 ¥ o+ o+ o+ o+ -
M. + ALT. pH 5,0 - -
M. + S. + A.T. pH 5,0 - -
H., + A, T, pH 5,0 _ + -
AT, pH 4,0 + + + + -
M. + AT. pH 4,0 - -
M. + 5. + AT, pH 4,0 - -
H. + A,T. pH 4,0 : + -
AT, pH 3,4 + o+ o+ -
M. + AT, pH 3,4 - -
M. + S. + A.T. pH 3,u - -
H. + A.T. pH 3,4 + -
A, T, pH 3,0 + 4 _
M. + AT, pH 3,0 - -
M. + 8. + A.T. pH 3,0 - -
H., + A, T. pH 3,0 - -
AT, pH 2,5 + -
M. + A.T. pH 2,5 - -
M., + S. + AT, pH 2,5 - -
H., + AT, pH 2,58 . e e

Tabela XV ~ Resposta do citoplasma e liimen das células glandu-
lares ao azul de toluidina em diferentes PH prece-
cida ou nao por reacdes de blogueio.

A.T. = azul de toluidina; M, = metilacio; S. =
= saponificagdo; H. = hialuronidare; +++++ = pea
tividade fortissima; ++++ = peatividade fortey
t++ = reatividade média; ++ = veativida fraca; + =
= reatividade muito fraca; - = nio reativo.
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Evidenciou-se uma alta basofilia citoplasmatica
e ruclear as sim como uma metacromasia no material, em varias fa
ses do desenvolvimento, corado a pH 5,0 (Fig. 10), sendo que
esta decresce a medida em que se dimiiui o PH. A metilacao
abole a basofilia citoplasmatica, a qual ndoc € restaurada ards
saponificagao nem mesmo quando o material & tratado com a 50
lugdo de azul de toluidina pH 5,0. O tratamento pela hialuro
nidase testicular remove larga porcentagem da basofilia de-
tectada a PH 5,0, 4,0 e 3,4. Se o material for tratado com
a solugao de azul de toluidina a pH 3,0, apds digest3oc  pela

hialuronidase, a basofilia & totalmente abolida (Tabela XV).

Nas montagens totais observou-se em primeiro Iu
gar, gque as glandulas recém-removidas e tratadas por brometo
de cetil piridinium sofriam extragdc de um produto que se pre
cipitava ao lado do preparado, este corava-se pela solucido de
azul de toluidina a pH 3,4, As células glandulares também co
ravam~se bem. Como particularidade, notou-se que haviam dife
rencas entre as 3 regides glandulares guanto a intensidade de
cor. As células de 82 e as proximais de 83, exibiam colora-
cao mais forte. Nestas, constataram-se vesiculas de tamanho
variado; bem coradas e destacando~se sobre o citoplasma, Em
cortes histoldgicos esta observacdo poderd corresponder as ve
sIculas bem coradas ligeiramente metacromiticas e de  centro
livre de coloracdo (Fig. 11}, O centro das vesiculas apresen
tava-se sem coloragao, mas quando observado em microscdpio de
polarizagao revelava uma birrefringéncia em forma aproximada

de cruz de malta.



Fig.

Fig.

10,

1l.

38

Regido S, da gl8ndula salivar em corte de larva de

3
49 pstadio. Alta baspofilia citoplasmitica (0) e

nuclear (N) das células coradas pela solucdo de
azul de toluidina a pH 5,0. Lilmen ndo se apresen
ta corado (L}, exceto por filamentos do borde api
cal celular. 788X,

Corte de larva de 4% estadio coradas com azuyl de to
luidina pH 4,0, Observam-se no limen e no cito-
plasma vesfculas de paredes bem coradas (V), Cito-
plasma {C); 376X,
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Verificou-se pelo exame dos preparados, que as
solugdes de== azul de Alcian coravam os preparados com intensi
dade decres=s <ente a medida que se aumentava a molaridade do
MgC£2 prese=mite na solugdo corante. Utilizando-se solugdo de
azul de Alc= 3 an adicionado de MgCF,Q (0,9M), nodia-se ainda de
tectar leve= coloragdo citoplasmatica que se apresentava com
aspecto de ede (Fig, 12}, Os cortes de larvas em fim de 49
estadico quaaindo corados com azul de Alecian a 0,9M de MgC/ZZ, exi
biam, princ= Ipalmente, em 83, vesiculas com paredes muito bem
coradas (FA g. 13). Estas vesiculas eram também vistas no 1a
men da glarx<dula. Esta observagdo & semelhante a dos prepara-

dos coradoss com azul de toluidina a pH 3,4,

Em montagens totais de glandulae coradas com
azul de Aleian a pH 2,5, observou-se que estas nao apresenta-
vam coradass as regides S1 (Fig. 14) e a metade distal de Sqe
As c&lulas da regido proximal de S, e distal de S, coravam-se
mais fortemente do que as outras regides. (Fig. 15). Fm al

guns prepax~ados a coloragao fol mais evidente na porcdo basal

das células .

Os preparados tratados com solugdo de azul de

Alcian a pH 1,0, coravam—-se nmuito fracamente. A regido S e

1
a metade distal de 83 nao coravam. Justamente coravam-se bem
as células Pproximais de 83 e distais de 82 que ficavam assim

muito bem e-wvidenciadas (Fig. 18).



Fig.

13.
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Corte em parafina (7 um de espessura) de bré-pupa
tratado pela solugdo de azul de Alcian adicionada
cle Ngcﬂz 0,9M. 0 citoplasma em forma de rede (C)
na regilo 82 da glédndula [(seta) apresenta-se leve
mente coradoe, Nicleo (N); 1dmen (L). 375X.

Vesiculas (V) na luz da gladndula, svidenciada apds
tratamento pela soclugéo de azul de Alcian adicio-
nada de MgCEz 1,0 M, 2.000X,.

15, Montagem total da glandula salivar em fim de
4% estadio larval corada com azul de Alcian a pH
Z2,5. 14, Observa~se uma coloracgdoc intensa ape-
nas na porgao basal das células (indicado na se-
tal 375%, 15. FReatividade maicer na regisde dis-
tal de 82 e proximal de 83 {setal. 378X.

N = Nicleo; C = Citoplasma; L = Limen.

-

o
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Fig. 16. Montagem total da glandula salivar de P, spafifen-

gum corada com azul de Alcian a pH 1,0. Malor rea

tividade do citoplasma (C) na porgaoc distal de S

2 proximal de S

A

2

3* 375X,

4.2.3. Radicais eletropositivos

reatividade ac Xylidine-ponceau 3RS a pH 1,71

manifestou-se nas glandulas salivares em todas as fases do de

senvolvimento estudadas, porém esta reatividade foi mais in-

tensa na regiio
cregcdo no limen
corante (tabela

saminacao, essa

82 {(Fig. 17) e distal de 83. 0 produto de se

das glandulas também mostrou-se reativo ao

XVII). OQuando a reagao foli precedida por de

reatividade diminuiu significantemente, (Fig.

18), O mesmo padrao de coloragido detectado com Xvlidine~

ponceau 3 RS a pH 1,71, ocorreu quando o tratamento foi reali

zado com Xylidine-ponceau 3 RS a pH 8,0, porém a intens idade

de coloracao fol muito menos intensa (Fig. 197,




Fig.

Fig.

17,

16,

41

Montagem total de glandula salivar em inicie de 4°¢

estadio larval. Citoplasma (L) da regido S, mais
reativo ao Xylidine-ponceau 3 RS pH 1,71 comparado
com o da regifoc S,. Limen (L) da regiao s, fraca -
mente reativo. 500X,

31andula salivar de larva no fim do 4% gstadio tra-
tada com Xylidine-ponceau 3 RS pH 1,71, apds reagao
de desaminagfo. Observa-se uma diminuigdo da reati

widade am 82. 400X .

Montagem total d& glanduls salivar no infcio do 4°F
estadio larval tratada com Xylidine-ponceau 3 RS a

pH 8,8. Intensidede de coloragaoc sensivelmente de
craescida. 400X,
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Resultados semelhantes aos obtidos apds colora

cao com Xyl i <Eine-ponceau 3 RS a pH 8,0 foram  evidenciados

quando se re sx lizou a coloragao com Fagt-green a pH 8,1, porém

neste caso A

20 & 21).

Figs,:

20

=

. . L . . . £
intensidade de coloracac foi mals intensa{Figs.:

=z 1,

Montagem total da glandula salivar de larvas
em inicio de 4° estadio tratadas com solu-
gado de Fast-green a pH 8,1.

20 - Reatividade maior no citoplasma (C) da
L = ldmen. 400X.

regiao S, do que em S

1!

Evidencia-se uma reativida-

2
21 - Repide SS'
de maior no citoplasma (C) gque no ldmen (L)
400X.
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4,2.4, Lipidios

0Os dados obtidos com a coloracao pelo Negro do
Sudao reves laram as células glandulares da regido Sy (Fig. 22)
e S3 (Fig « 23) igualmente coradas, com excecao da regido pro-
ximal de S 5 em que a intensidade foi menor. (Fig. 24)., A co
loragaoc @& marcante na porg¢ao basal dessas células e a secre -
¢do no limen apresenta-se também reativa ao corante. As célu
las glandwulares da regiifo 82 (Fig. 25) apresentam-se menos co

radas em relacao a Sl e a parte distal de S No l{men a res

3¢
posta tambeém fol mais fraca. OQuando as glandulas foram subme
tidas ao tratamento extrativoe com metanol-clorofdrmio o grau

de reativi dade ao Negro do Sudioc diminuiu.

As diferentes intensidades ao Negro do Sudao fo
ram igualmente observadas nas 3 fases do desenvolvimento es-

tudadas.
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Quanto ao teste de Raker, constatou-se mesmo

padrao de resposta nas diferentes regides glandulares (Figs.

2B e 27) e em diferentes fases de seu desenvolvimento. ApSs

a extracdao pela piridina, a reatividade apresentou~se sensi-

velmente decrescida (Fig. 28]).

Figs.:

28 a 28,

53(3

Teste de Baker realizado em cortes em conge=-

lagao. 28. Regiao 32 de larva em inicic de
49 pstadio, fortemente corada. 437X, 27. Ci
toplasma (T} da regiao Sy em fim de 4% esta
dio larwval corade, enguanto ¢ 1dmen (L) nao
se cora. 437X. 28, Regido 8, da glandula
salivar em Fim de 4° estadioc larvsl, Apds a
extragdo pela piridina a coloragdo apresenta
se sens ivelmente decrescida, { = gitoplas -~

ma; N = nlcleo. 437X,
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Por outro lado, em preparados tratados com Roda
mina 68 € O foram evidenciades
a) Nicleos birrefringentes fluorescentes em to

das as poxrgoes glandulares, especialmente em S (Fig., 28).

2

b) Birrefringéncia no contato entre as membra
nas celul ares em SQ (Fig. 297).

¢) C&lulas distais da regilo S, com sobreposi-
gio de birrefringéneia fluorescente (Fig. 30)

d) Limen da porcdo proximal de S, (Fig. 31) mais
birrefringente que o distal da mesma. (As diferencas se rela

cionam apenas com a intensidade e nao com o padr3o de birre -

fringéncia)l.

Procedendo-se a uma extracdo prévia com meta-
nol-clorofdrmio, destacam-se

a) Nicleos birrefringentes,

b} Contato entre as membranas ainda birrefrin-
gentes.

c¢) No llmen da regiZo proximal de 845 birre -
fringéncia fluorescente, o mesmo nao ocorrendo no ldmen da re
gide distal da mesma.

d) Fm pré-pupa, o citoplasma de algumas célu -

las da regiao 83 continuaram levemente birrefringentes.
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4.2.5. Detecgao de RNA

0 citoplasma e o nlcleo das cé&lulas glandulares
em todas as fases observadas, apresentaram-se reativos a Ga-
locianina—alimen de cromo (Fig. 32). Nic se observaram porém,
diferencas entre as diferentes porcoes glandulares. Tanto os
pPreparados corados por Galocianina como os corados por azul
de toluidimna a pH 3,4, mostraram sensibilidade aos corantes
decrescida quando as reacgoes foram precedidas com  digestdo
por RNAse (Fig, 33). No caso da coloragao obtida com a solu
gao de azul de toluidina a pH 3,4 houve reduc@o praticamente

de 50%, gquando se utilizou tratamento prévio com RNAse,

Fips.,: 32 e 33, Corte em parafina (10 pm de espessura) de pré
pupa submetido & reacgio da Galocianina-allmen
de cromo. 32, Regiao Sy, distal onde se obser
va alta reatividade no citoplasma (C), porém,
no 1llmen (L) a2 resposta & negativa. CG = corpo
gorduroso, 500X, 33. Reatividade sensivelmen
te menor do citoplasma (C) guando o material
foi previamente tratado com RMAse. L = Limen;

N = nlcleo; CG = corpo gorduroso. 500X.
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h,2.6. Anisotropia

As glandulas dissecadas (montagens totais) sem
coloracdo, quando examinadas ac microscdpio de polarizagéo,;g
velaram intensa birrefringencia na regidao proxima do envélu-
cro nuclear e bordo estriado celular. A porgdo citoplasmati-
ca proximal da regido Sl da mesma forma que a de algumas célg

las da regiao 83 fol altamente birrefringente. (Fig., 343},

Em material no inicio do 49 estadio larval, sub
metide & coloragdo pelo Negro do Sud3o, os nilcleos e a porcdo
basal das células epiteliais mostraram-se mais birrefringen-

tes quando comparados com os de pré-pupa.

Em preparacoes coradas com Xylidine-ponceau 3RS
verificou-se a presenca de graos altamente birrefringentes no
citoplasma e limen das células plandulares. Ffeitos de diero
ismo foram também visualmente evidentes no citoplasma e lumen
nos preparados corados com Nepro do Suddo e Xylidine - ponceau

3 RS.

i



Fig. 34.
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Regiéb Sl da ‘gllén'dula salivar de pré-pupa nao cora-
da, observada com microscGpio de polarizacio {anali
sador e polarizador cruzados)., Verifica-se alta
birrefringencia {sesta) n:'a porg@o citoplasmitica pro

ximal de Sl’ em contato com o ldmen (L), 1250X%.



Figs.

35 a 41,

Montagem total de glandulas salivares de B.
Apatitergum em diferentss fases do desenvolvi
mento larval submetidas & reacdoc de Feulgan.
35, Glandule salivar de larva do 1% estadia,

mostiendo os ndcleos das regilas S 52 e 83.

450X. 3B. Glandula salivar no infcio do 4°
estadio, onde aparecem alguns nicleos da re

gido 51 8 82. Ao lado da regiédo 82 aparecem
alguns nicleos dr corpo gorduroso (CG) 450X,

37. Nicleos da regidon S, e S de pré-pupa.

4 2 .
450X. 38. Nicleos da regiédo 5, 8 8, de pré-
pupa. 450X. 38, Regido 52 mostrande nicle

os da glandula salivar no infcio dc 4% esta-
dio larval, (1800X). 40. Nicleos da regido
8, de pré-pupa. Um dos nficleos 33 apresenta
infcic de degeneracdo. (1800X), 41. Nicleocs
da regido 53 com aspecto em degeneracio.
{(1.800X7,



52

4,3, Determinacao dos Valores Feulgen-DNA nas Glé_g

dulas Salivares.

0 aspecto dos nlicleos das diversas regides glan

dul . -
Ares, s ubmetidos & reagdo de Feulgen, acha-se documentado

nas figurae 35 4 41.

35
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Os nlcleos da regi3o S, de larvas do 1% estadb,

apresentavam-se maiores quando comparados com os das vregides
e S

51 @ S5,

res eram menores em relagao ao das mesmas regides de larvas do

(Fig. 35). Porém,os nicleos das 3 regiSes glandula
infcio do 49 estadio e pré-pupa (Figs. 36, 37 e 38). Os ni-
cleos da regiEO_Sg de pré-pupa aparentavam possuir tamanho se
melhante aos da regiao 82 da mesma fase do desenvolvimento.

(Fig. 38). Comparando-se também niicleos da regifio S, de lar

2
vas no inicio do 49 estadio (Fig. 39) com nicleos da  mesma
regido em fim de 4© estadio larval, verificou-se um aumento
ligeirc no tamanho dos mesmos. Em pré~pupa comegam a apare
cer, na regiaé Sg, alguns nlcleos aparentando infcio de dege-
neragao (Fig. 41), eventualmente nliclecs da repilo Sp podem
tamb&m apresentar tal aspecto (Fig. 40).

Os valores Feulgen-DNA em unidades arbitrdrias,
para as 3 regices glandulares nas varias fases do desenvolvi-
mento larval, foram distribufdos numa escala em P,.E6, de tal
sorte que, entre os valores 50 e 100, 100 e 200, 200 e 400
etc, existissem 10 classes intermediidrias (Ferreira col.,
1967} {Fig, 42},

No presente trabalho denomina-se 2C o intervalo
de duplicagdo com os menores valores Feulgen-DNA  detectados

{(regides S1 e 83 de larvag do 19 estadio).
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Atrav€s da andlise dos histogramas de frequén-~
cia dos valores Feulgen-DNA, podemos inferir que a regido S,
das glandulas salivares de larvas do 19 estadio apresenta va
lores Feulgen-DNA ocupando intervalos de duplicacdo mais ele
vados quando comparada com a regiao Sl’ na mesma fase do de-
senvolvimento. Os valores Feulgen-DNA para a maioria dos ng
cleocs da regido 83 apresentam, por outro lado, uma dispersao

contendo intervalos de duplicacao iguais aos de S Interva-

1-

los 2C e 4<C ocorrem, portanto, para as regides § e 8C,

1€ 53
16C e 32C para a regizo S,, das glandulas salivares dessa fa

se do desenvolvimento larval.

No infeioc do 49 estadio larval, os valores Feul
gen-DNA dos nilcleos da regido Sy proximos a desembocadura da
glandula, ¢histogramas hachureados da Fig. u42) sio ligeiramen
te inferiores dqueles mais proximos da regiao 82. Os nlcleos
proximos a desembocadura da glindula ocupariam os inter valos
de duplicacao 16C, 32C e 64C, enauanto os proximos a 82 eg
tariam contidos nos intervalos 32C e principalmente B4C. Am-
bos, porém, apresentam seus valores Feulgen~DNA sensivelmente
menores que os das regides S, e 84. Na regido S, foram encon
trados valores Feulpen-DNA distribuidos nos intervalos 256C,
512C e principalmente 1024C. Na pepiao 83 08 valores Feulgen
DNA acham-se contidos nos intervalos 128C, 256C e 512C. De
modo geral, a distribuicido dos valores Feulgen-DNA da rerilo

52 alcanga os intervalos mais elevados apresentados nesta fa

Se.



56

As regites S, e S,, (mesmo de nicleos em infecio
de degeneracao)} de pré-pupa continuam a ter seus valores Feul
gen-DNA mais elevados que os de Sl. Em Sl encontraram-se va
lores Feul gen-DNA correspondentes aos intervalos de duplica-
cio 16C, 32C e &4C, O intervalo de duplicacao 16C & repre
sentado por nlcleos proximos a desembocadura da glandula. Os
valores Feulgen-DNA para S2 e 83 estao contidos nos interva-
los 512C e 1024C, exceto os de nicleos em inicio de degene
Pagao, (55 os quais ocupam os intervalos 256C e 512C (his
togramas pontilhados). Em termos de distribuigao de valores,
nio se constatou diferenca entre os nicleos de 93 formande o

corpo mediano dessa regido, e aqueles proximos a 82 (histogra

mas preenchidos com tragos).

Considerando-se a regido Sl ao longo do desen-
volvimento pds-embrionario, observa~se que do 19 para o ini-
cio do 49 estadio larval, os nicleos sofreram 3 a 4 duplica-
coes em seu contelldo Feulgen-DNA; isso sem levar em conta pe
lo menos uma duplicagio j& ocorrida, anterior 3 amostragem
(nllcleos 4C). Dessa fase para a de pré-pupa, harece nao ter

havide duplicag3o do contetdo Feulgen-DNA.

Duanto & regido S,, hd indicagdes de que ao re
dor de 5 duplicacGes do conteiido Feulgen-DNA tenham ocorrido
do 19 (momento da amostragem) ao inicio do 49 estadio larval.
Contudo, anteriormente 3 amostragem de larvas do 19 estadionﬁ
cleos com até 4 duplicagOes do contelido de DNA ja estavam pre

sentes. Aparentemente nado ha alteracdo no perfil de distri-

buicao dos valores Feulgen-DNA quando a larva passa do 49 es-
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tadio larwral para a fase de pré-pupa, aparentando os niicleos,
portanto "terem sofrido um total de 8 a 9 duplicacBes do con-

telido Feuld gen~-DNA,

No que concerne a regiao S3, 6 a 7 duplicagles
do contelido Feulgen-DNA s3o sugeridas como tendo ocorrido do
19 para o inicio do 4% estadic larval. Do U¢ estadio larval
para a fase de pré-pupa pelo menos mais uma duplicacdo deve
ter ocorrido. Levando-se em conta que anteriormente a amos -
tragem de larva do 19 estadio pelo menos uma duplicacio de
DNA 3& hawvia ocorrido, na fase de pré-pupa sio encontrados nil

cleos que sofreram 8 a 9 duplicagfes de seu conteldo Feulgen~-

DNA.,
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5. DISCUSSAQD

As glandulas salivares de Bradysia spatiferqum
apresentam alguns aspectos morfoldogicos aue diferem dagqueles
apresentados em outros Sciarideos como, por exemplo BRradysia
hyaida (Sauvaia e Alves, 1968) e Rhynchosciara americana (Mo
raes e Mirranda, 1974)., 0 nimero de células glandulares nes~
tas espéci.es, € maior (R, hygida = 202 c8lulas (Sauaia e Al
ves, 19683 ; P. americana = 311 células (Moraes e Miranda, 1971
do que aquele apresentado por Bradysia spatiterqum (126 c&lu~-
las), Em R, spafiternqgum fFforam detectadas no presente traba-
ltho aproximadamente 18 cflulas em Sy» 23 em S, e 85 em Sqs
enguanto em R. amenrdcana foram encontradas 51, 199 e Bl c2lu-
las para @as trés repides fundamentais das glandulas (Moraes e
Miranda, 1 974). Larvas de P. spatiferaum apresentam tres re
pides glandulares bem distintas, diferindo do que se verifi-
ca em Pradysdia hygida, em que seis repides plandulares foram
descritas por Sauaia (1971). A regifo denominada Tstmo por
este autor, em R. snafifergum, correspondente & regiio Si. A
_regiao 82 Cgranulosa) de P. hugida corresponde & regiao fila-
mentosa (S,)de B. spatitergum. O limen com a forma helicoidal

da regiao 93 em B, spatiferaum desde a sua poredo  proximal

ate a distal, identifica-se com o de R, hvaida apenas com re
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lagdo a porgao distal desta, pois na porgao proximal de S, em

3
P. hygida parece haver uma modificacdo no tamanho do mesmo

{Sauaia, 21971).

Observam-se também diferencas quanto a forma
das célul as das glandulas salivares de B. spatifergum se com

paradas com as de Rradysia ap (Cunha e col.,, 1869).

As glandulas salivares de B, spatifergum pare-
cem ident ificar-se guanto a forma, disposicao das cé€lulas e
localizagd@o do niicleo, com as glandulas salivares de  Sciara
coprophi€a (David e Swift, 1965). No entanto quando observa-
das em microscdpio de fase, as células glandulares de Biza'c!_:_z_
sdla spatitengum apresentam caracteristicas que indicam um indi
ce de refragao maior na porgic basal das mesmas., Este achado
difere daquele deduzido de fotos publicadas de glandulas sali
vares de Scdlara coprophila, observadas em mesmas condigbes ex
perimentais, em que o indice de refracac parece ser menor
(David e Swift, 1965). Possivelmente, o indice de refracdo
maior na porgao basal das células glanduléres de B. spatifen-
gum esteja relacionade com uma concentracao maior de glicosa-
minoglicanas dcidas (GAGA) nesta zona; assim pelo menos o in
dicam os resultados obtidos apds reacdo com azul de Alcian a

pH 2,5, nestas glandulas salivares.

De acordo com a metodologia empregada para a de
tecgdo de glicosaminoglicanas neutras, e fundamentando-se nos
resultados apds digestdo com diastase, pode-se admitir a pre
senca de glicogeénio no citoplasma das células glandulares es-

tudadas, como também de um outro tipo de glicosaminoslicanareu
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tra na re gilo proximal de S Parece haver +m aumento na

5
quantidade de glicosaminoglicanas neutras no final do 49 esta
dio larva.ll e que permanece em pré-pupa. Como a partir do 49
estadio, & concentracao de glicosaminoglicanas neu“trasé'maior
no limen, acreditamos se trate de uma glicoproteina secretada
na regiaoc proximal de 83. Possivelmente esteja sendo trans-
portada para participar na estruturacao do puparium, de modo

semelhant e ao que fol descrito em Drosophifa pseudoobscura

(Barrod, 3.972).

A reatividade positiva ao PAS no bordo estriado
celular mesmo apbs digestdo enzimdtica, € indicativa da pre
senca de glicoproteinas estruturais nesta porcadc celular. A
birrefringeéncia observada ao nivel deste mesmo bordo &€ um da
do que pexrmite a deducao de gue seus compconentes apresentam

elevado n3Ivel de ordenacdoc molecular.

Nas glandulas salivares de Bradysia spatitergum
demonstro1ui-se a presenca de GAGA, as ouals foram pesguisadas
através de suas propriedades anidnicas. As técnicas utiliza-
das, §& hh& longo tempo emprepgadas em nossos meios  cientifi-
cos, acham-sgse bem descritas por Liscon (1988); Pearse (1970),
Mello e V idal (1972)., Para andlise dos resultados aceitam-se
as pressuposigdes descritas a sepguir. 0Os radicais anionicos,
responsaveis pelas reacdes com corantes catidnicos emprega-
dos, sao: carboxilicos, sulfatos e fosfatos (Lison, 1960). Na
presente pesquisa pode-se imediatamente desconsiderar a pre
senga de wTadicais carboxilicos como responsaveis pela basofi-

lia celul a&ar, pelo nao retornc dessa propriedade apds metila-
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cao seguida de savonificacdo e pela observacio de que se tor
na necessaria concentracdo elevada de MgC£2 (0,9M a 1,0M) adi
cionado as solugles de azul de Alcian a fim de que se core o
citoplasma . Tendo-se em conta que a metilacdo destrdi os gru
pos sulfatos e fosfatos (Lison, 1360), eliminando as possibi-
lidades de saponificacao e consequentementeo retormo da basofi
lia, admite-se a presenca de radicais sulfato e fosfato  nos
locais que exibiram basofilia nos preparados corados com solu
goes de azul de toluidina de pH 4,0 a pH 2,5. Confirma esta
dedugao o fato de se obter uma diminuicdc considerivel da al-
cianofilia somente a partir da concentracio eletrolitica de

0.,9M de MgCKQ.

Foram detectadas vesiculas, na regifo proximal
de S3 e distal de 82 no fim do 49 estadio larval, envolvidas
por uma parede com reatividade positiva ao azul de Aleian em
uma concentragdo eletrolitica de até 0,IM e 1,0M de Ngciz e
que apresentaram também reatividade ac azul de toluidina, de
modo a permitir a dedugdo de que as substincias que a compoem
sejam glicosaminoglicanas acidas sulfatadas. Uma vez que es
tas vesiculas foram encontradas no lilmen das glandulas exami
nadas, conclui-se que se estd diante de um processo de secre
cdo especializado. Considerando-se que nestas vesiculas vpor
métodos apropriados, foi detectado um conteiido anisotrdpico &
valido concluir-se a natureza complexa dessas vesiculas. A
idéia de que haja mineralizacao (calcificacdo) do interior
destas estruturas € aceitdvel principalmente se considerarmos

que reagoes para cdlcio foram positivas em muitos grinulos ci

toplagmaticos.
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F interessante do ponto de vista de especializa
¢ac celule=ar, lembrar-se gque, o citoplasma das regides mais ri
cas em gl—i cosaminoglicanas Acidas, no presente caso sulfata -
das, sao, por outro lado, as mais pobres em lipidios, confor

me serd d-i scutido mais adiante.

0s resultados encontrados apds coloracao pelo
Xylidine-y>onceau a pH 1,71 e 8,0 sustentam a proposicdo de
que as prec>teinas glandulares, estruturais e de secrecdo con
tem, nas c—ondigdes desta pesquisa, grupos eletropositivos to
tals evideezmnciados a pH 1,71 e de arginina/lisina (mais prova

velmente <lesta 0ltima) salientados a pH 8,0. A maior reativi
dade ao Xs# lidine-ponceau 3 RS na regiZo Sy denunciar.do radi-
cais eletx—~opositivos, em adic3o a outros dados reportados aci
ma, conduz a deducdo de aue ai ocorrem provavelmente, comple
xos protecsglicanicos que compdem o edificio macromolecular ne
cessario e s fungdes da area em apreco, De acordo com o des-
crito nos xresultados, alguns gridos observados tanto no cito=-
plasma como dentro do limen, corados com Xylidine-ponceau exi

biam birres fringéncia, o que revela seu estado de agregacao e

sta ordenam gao molecular.

Ouanto aos resultados obtidos com »s meétodos
utilizados para a detecgdo de lipidios, sabe-se que o Negro
do Suddo, em solugdo alcodlica saturada, cora os 1lipidios em
geral, sem aque se possa especificar og tipos. Contudo, quan
do esta reacaoc &€ acompanhada de fendmenos anigotrdopicos & muj__
to provave 1 que sejam fosfolipidios os responsiveis por tais

fenomenos {(Vidal e Rozzo, 1969), Assim, de acordc com o des-
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crito, a x>egido basal de todas as células sendo sudanofilicas
e anisotrSpicas devem ter um empilhamento de estruturas mem-
branosas. Tal arranjoc pode ser devido a uma concentracao
maior de < rganelas (reticulo endoplasmatico e/ou mitocon-

dr’2s) ccrm um consequente ordenamento dags mesmas.

Uma vez que o teste de PRgker nac revelou dife
rengas entre as varias vegiles da pgliandula e o Negro de Sudio
o fez, cormxclui-se que as diferencas por este detectadas devem
ser provoc:adas por lipidios n3o estruturais (n3o fosfolipidi-
os) 08 quexis se fariam presentes em S, e porcac distal de 53
(material mno ldmen). A especificidade da Rodamina foi testa-
da por extragoes com metanol-clorofdrmio. Como apds a extra-
¢80 a reat ividade a Fodamina no liimen e no citoplasma da re-

gido Sy di stal nao mais se manifestou, admite-se a presenca

de fosfoli pidios nesta porcao glandular.

A sensibilidade a RNAse r.s preparados tratados
com azul e toluidina a pH 3,4 ou por Galocianina-alimen de
cromo evidencia a presenga de RNA no citoplasma e nitcleo das
células glandulares. Nao foram detectadas visualmente dife -
rengas quanto a este componente nas diversas regides das glég

dulas e durante diversas etapas de desenvolvimento.

0s resultados citoquimicos encontrados em  R.
spatitengum acham-se sumarizados na tabela XVIII e diferem
dos relatados para Bradusia s4p (Cunha e col., 1969), Rhunchos
ciana amesndicana (Winter e col., 1978) e Phunchosciara sp (Ge-
orge, 196 8), sendo gue, nesta Gltima espécie estd presente no

citoplasma das c&lulas glandulares uma grande concentragao de
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glicosamunioglicanas dcidas do tipo carboxilado e que sdo se

cretadas para o limen da glandula, o que nio se verifica em

B. spatite nagum.

Com relagac aos resultados do contetdo Feulgen-
DNA, had indicagdes de variagdes ao lonpo das slAndulas saliva
res de Bara dusia spatiternagum (regides S1s S, e S3) e em di-
versas fas es de seu desenvolvimento pds~embrinnario. Fendmeno
semelhante foi também j3 descrito em glindulas salivares  de
outros dipteros, como por exemplo Prosophila hydei (Beren=-
des, 1965> e Phunchosciara sp (Simbes, 1967), neste Ultimo ca
so através de outro método de abordagem (passos de replica
¢ao determiinados com procedimentos radiocautograficos). Dentre
os métodos citofotométricos a escolha do método citofotométri
co de dupl o comprimento de onda para avaliacdo dos valores Fe
ulgen-DNA & justificada pelas suas qualidades de precisao e
por melhor se prestar a andlise do material em aquest3o (Men-
delsohn, 1 966; Garcia e Iorio, 1966)., FExiste tarbém relato
de variagoes em contelido Feulgen-DNA dentro da mesma glindula
salivar e &o longo de seu desenvolvimento, em outros grupos
de insetos (Romer, 1966; Cruz~Landim e Mello, 1969; Mello e
col,, 1970 >. Altos valores de duplicacdo no conteldo Feulgen
DNA, como ©s detectados no presente trabalhc, atingidos em al
gumas regiSes glandulares, foram também reportados em DProso-
phifa hude. £ (Rerenes, 1965) e Phuynchosciara 4p (Simde s,

1967).

A ocorréncia, em Rradusia spatiterqum, de um

contefido de DNA maior na vrepido distal de svas glandulas (no
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caso S3) do que na regido mais proximal ($37) lembra o padrao
de P. hyde£ <{(Berendes, 1965) e o de Phynchosciara sp (Simbes,
1867). No entanto, ndo comparidvel aos organismos citados, R.
spatidengusr apresenta os valores mais elevados dos intervalos
de duplicag&o do conteilido Feulgen-DNA n3o na poredo terminal,

mas em 82.

No presente trabalho assume-se que o fenomeno
de duplicagdo do conteildo Feulgen-DNA se ligue ao processo de
politenizag@o das glandulas salivares. EImbora n3o se tenha
ainda determinado a existéncia de puffs de DNA em R, Avatiten
gum, estes s3o de ocorréncia geral em glindulas salivares de
sciarideos durante o 49 estadio larval (Breuer e Pavan, 19553
Simoes, 19673 Sauaia, 1971) e & de se esperar que tamhém se
facam presentes neste diptero, A contribuigdo, porém, dessa
sintese adicional localizada de DNA, ndao poderia ser conside-
rada responsivel pela elevacac dos valores Feulgen-DNA devi-
dos a politenizacgdo a ponto de duplicd-los, sepundo evidencias
observadas pelo grupo de Lara (Mello, 1977 -  comunicacio

pessoal).

0 achado de que no 19 estadio larval existem ni
cleos de 82 com valores Feulgen-DNA correspondentes aos inter
valos 8C, 16C e 32C indica aque nessa regizo, j3 no infecio
da fase larval e anterior A amostragem, as replicacoes foram
em maior nimero do que por exemplo, em S3. O fato de Sj apre
sentar os menores intervalos de duplicacac dos valores Feul
gen~DﬁA possivelmente esteja relacionado com a menor ativida-

de secretora dessa regido. Conforme ja ficou demonstrado com
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a andlise citoquimica desse material, S; € uma pegifo pobre
em sintese= de proteinas e glicosaminoglicanas acidas. Por ou
tro lado, Sos regido com 03 valores Feulgen-DNA mais elevados
€ a mais x~ica em proteinas e proteoglicanas. Fm S, contudo,
que aprese= nta diferentes caracteristicas citoauimicas do cito
plasma e <3o produto secretado ji presente no limen, conforme
se conside rem suas regides distal e proximal, nao foi encon -
trada, vax—iacac nos padrdes de  distribuicdo dos  wvalores

Feulgen-DINFA.
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6. CONCLUSOES

1. As glandulas salivares de Rraduysia spatiten
gum apresentam um aspecto morfolégico tipico, diferindo dos
relatados para outras espécies de sciarideos, ou seja, Rra-
dusia sp, Bradysia hygida e Rhynchosediara americana. Porp ou
tro lado, identificam-se mais com as gliandulas salivares de

Seiara coprophila,

2. Os estudos citoquimicos, revelaram a pre
senga dos seguintes componentes nas plindulas salivares de
Pradysdia spatitergum:

2.1. Glicopénio no citoplasma das células
epiteliais, mais especificamente na porcio distal da regiao
83.

2.2, Glicosaminoglicanas neutras outras aue
glicogénio nas células, especialmente da pergao proximal  da
regiao 83, sendo produzidas em guantidade mais elevada a par
tir do final do 49 estadio.

2.3. Glicosaminoglicanas acidas sulfatadas

em maior concentrag3o no citoplasma de células da regiao S,

e porcac proximal de Sge
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2.%. Proteinas em proporcioc mais elevada

na reglao S, e porcac distal da regifo S Estas se apresen-

3¢
tam aparerztemente em maior quantidade no inicio do 49 estadio
se compars=s das com o 19 estadio larval,

2.5. Lipidios, no citoplasma e limen das
células gX_andulares, apresentando uma concentracao maior nas
regides Sy e porcac distal de S5, durante todo o desenvolvi -
mento pos— embrionirio.

2.6. RNA, no citoplasma e nicleos em to~
das as rege i1des glandulares e durante todo o desenvolvimento
pos-embrice>mnario. -

2.7. A secrecio do limen das gldndulas acre

senta: gl dcoproteina, proteinas e lipidios.

3. Observagdes ao nivel da microscopia de pola
rizacdao dezmmonstraram, que as proteinas e os lipidios detecta-
dos citoawzimicamente apresentam alta orientagio molecular ja

no citeplsm sma das células glandulares.

k. 0 padrao de distribuigdo e ocorréncia  dos
componente s citoguimicos difere daqueles desepitos para Prady-

sia sp, Riz g¢nchosciara amenicana e Rhunchosciana a».

5. Ocorrem variactes nos niveis de dvrlicacao
dos valore s TFeulgen-DNA ao longo dag glandulas salivares e em
diferentes etapas do seu desenvolvimento pds-embrionario.

5.1. Os mais altos niveis de duplicacdo no
conteido F eulgen-DNA sdo atingidos em 82, seguidos pelos da

regido 83. 0 fato de Sl exibir os menores intervalos de du~
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plicacao F eulgen-DNA e 82 os malores; possivelmente se rela-

clone com & menor ¢ maior atividade secretora dessas regides.
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7. RESUMO

As glandulas salivares de Rradysia spatitergum
apresentarn um aspecto morfoldgico tipico, quando comparad as
com glandulas salivares de outros sciarideos. Suas caracte-
risticas citoquimicas sdo também particulares, quando compara
das com as de Bradysdia sp, Rhynchoscianra americana e Rhynchos
ciana Ap. Os testes citoquimicos realizados evidenciaram a
presenca de glicogénio e um outro tipo de glicosaminoglicana
neutra na porgac distal da regiio Sg das glandulas salivares
de Rradusdia spofifengum, em maior cuantidade a partir do 4o
estadioc larval. Glicosarminoglicanas dcidas sulfatadas se fa
zem presentes, no citoplasma da regido 5, e porgac proximal
de S3, durante todo o desenvolvimento pds-embrionirio. Protei
nas e lipidios foram encontradas nestas glandulas salivares
(citoplasm@& € secrecdo no 1lUmen) em maior concentracio nas re
gioes S, e Sy distal e 8, & 85 distal, respectivamente, As
observagoes realizadas ao nivel da microscopia de polarizacao
demonstram cue estes componentes apresentam alta orientacao
molecular. O RNA citoplasmiatico e nuclear se mostrou pre-
sente durante todo o desenvolvimento pés—embrionério, em to

das regiodes glandulares.
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Cs intervalos de duplica¢do dos valores Feulgen
-DNA encortrados nas glandulas salivares, {(menores em Sl e
malcres emm 82, possivelmente se relacionem com & meror e maior
atividade secretora dessas regildes glandulares respectivamen-

te,
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8. SUMMARY

The salivary glands of Bradysia spatitergum show
a typical morphological aspect when compared with salivary
glands of other Sciarid flies. Their cytochemical characte
risties are also peculiar when compared with those of Bradysia
4p., Rhynchosciara amenicana and Rhynchosciara sp.. G@lycogen
and other neutral glycosaminoglycans were specially detected
in the cytoplasm of the distal part of the 83 region of the
glands, where they increase in amount from the 4th instar on.
Sulphated acid glycosaminoglycans are -present in the
epithelial cells of the S, region and proximal zone of the S,
region, during all the post-embryonic development. RMA wasg
found in the gland epithelial cells throughout the organ and
during all the post-embryonic development. Proteins and lipids
are present in the cytoplasm of the epithelial cells and also
in the lumen of the organ as part of the gland seaction. Their

content was shown to be specially increased in S. and distal

2
8, regions (proteins) and in S, and distal S, regions (lipids)
Both protein and lipid (lipoprotein?) components were proved

to display high molecular orientation patterns when studied

with polarizing microscopy.
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Nuclear Feulgen~DNA values were cytophotometrical 1y
evaluated 4in the various gland zones at the 1st and early 4th
larval inss “tars and prepupal stage. The fmallest and largest
duplicatice 1 intervals for the Feulgen-DNA values, both
ascribed t—«> be provided by polytenization phenomena, were found
in the Sl <=and 82 regions of the glands, respectively, They
are possib- 1y related with different secretion activities of

these glan <3 regions.
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