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PREFACIO

O presente trabalho aborda aspectos citoldgicos
envolvidos fundamentalmente com mecanismos reguladores do de-
senvolvimento e da fisiologia celular, com énfase, como seu
proprio nome indica, a alguns problemas relativos & atividade
organizadora nucleolar.

Por essa razao, a Introdugao do trabalho & uma
revisao referente 3 sintese nucleolar e seu controle. HNao se
trata de uma revisao completa; isto requereria muito mais tem-
po do que o disponivel e seria uma tarefa extremamente dificil
diante do nUmero de trabalhos aue sao publicados mensalmente
sobre o assunto, em revistas de todas as partes do mundo.Creio,

porém, ter abordado seus aspectos fundamentais, ainda que su-

perficialmente.

Os Resultados foram apresentados em itens, de a-
cordo com os métodos utilizacdos. Na sua parte inicial,porém,in
troduzi um item onde procugei caracterizar as espécies analisa
das, apresentando principalmente dados de isolamento reproduti
vo, citoldgicos e ecologicos, coletados na literatura ou resul

tantes de minhas proprias observagdes. Muitos desses dados fo-

ram Oteis no desenvolvimento do trabalho ou na interpretacao

de seus resultados.

A Discussao acompanhou, aproximadamente, a subdi
visao dos Resultados. Entretanto, alguns aspectos foram aborda
dos tendo em vista uma visao glohal dos dados obtidos.

De modo geral, os resultados do presente traba-
lho abrem, no material analisado, varias frentes passiveis de
entrosamento, em um campo ainda aberto a todo tipo de discus-

sao que & a requlacao génica nos eucariotos. Por essa razdo, a
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credito que o estudo desses prohlemas deva ter continuidade.

A
AVAYAY

1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 1e 17 18



AGRADECIMENTOS

A participagao de um concurso de Livre-Docéncia

resulta de uma decisao em um momento de nossa vida profissional,

em que,diante da atividade realizada, e avaliando-a,julgamo-nos
em condigdes de aspirar a uma nova posigdo na carreira universi
taria. E, portanto, em parte, um momento de retrospecgdo.Ao rea
lizar essa retrospecgdao, dentro do principio verdadeiro de que
ninguém & capaz de construir alguma coisa, por mais simples que
seja, sem a colaboragao de outras pessoas, quero expressar meu
reconhecimento a todos os que, em maior ou menor extensao, cola
boraram ou tém colaborado comigo no desempenho de minha ativida
de profissional.

Nao vou citar nomes por dois motivos: (1) a lista

seria muito longa; (2) eu correria o risco de omitir algum. Que

ro poréem, destacar tres grupos de trabalhos, com seus professo-
res, estagiarios e funcionarios, os quais tiveram e continuam
tendo participagao efetiva em minhas atividades: (1) O grupo do
Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias da USP,que
despertou em mim o interesse pela pesquisa em Genética de Droso-
phila, com o qual iniciei minha atividade profissional, em 1958,
e que, apesar dos anos decorridos, ainda hoje me recebe com ami
zade e atengao. (2) 0 grupo do Departamento de Biologia do Ins-
tituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de Sao José do
Rio Preto, onde iniciei minha atividade como professora univer-
sitaria, em 1960; grupo de amigos de todas as horas, criando o
ambiente fundamental de compreensao e harmonia; amigos com os
quais tenho partilhado por um numero maior ou menor de anos, O
esforgco diario para construir alguma coisa representativa em nos

so cenario cientifico. E, finalmente, (3) o grupo de pesquisas do

AV
AVAYEY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 1e 17 18



Departamento de Zoologia da Universidade do Texas em Austin,
U.S.A., onde encontrei amizace, interesse pelo meu trabalho e a
abertura necessaria para utilizacao, a qualquer momento, de tég
nicas mais sofisticadas para complementagcao de minhas pesquisas.'
Tenho, porem, contado ainda com a colaboracdo de
componentes de outros grupos de trabalho, de outros locais e

deste Instituto de Biociéncias; e ainda da Diretoria do Institu

to, cujo esforgo no objetivo de dotar a Escola de melhores con

digoes, tem beneficiado acentuadamente o trabalho de todos.
Duas entidades de auxilio a& pesquisa tém desempe
nhado papel relevante na minha vida profissional: a FAPESP e o
CNPg. A primeira através de bolsas para mim e meus alunos, e vé
rios auxilios; a segunda através da minha primeira bolsa de ini
ciagdo cientifica e através do Projeto Integrado de Genética.

A todos expresso minha profunda gratidao.

AV
AVAYAY

1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 1e 17 18



INDICE
INTRODUC‘;KO ® & & & 8 % 8 S & 5 S B B S S S 8 SRS E S AR SRS R e

MATERERTE E T HETODOS" vt s remotmie i w e oasia s € S
A. Espécies e linhagens analisadas ...ssseesssssssss
Metodos de obtencdo das larvVasS ceeeeecesccccccscecs
Métodos de preparagao das laMiNAS ceeecesccscscsaes
1. Coloragao pela orcelna-lacto-acética ..........
2. Coloracao pelo nitrafto‘de prata iiiisissscrsssa
3. Hibridagao "in situ" com RiIA ribossonics e dide
Numero de larvas 'anallsadas .eciseseacisisesaisises

Fotografias LR R R B B I R R T TR R I I R R B R R

RESULTADOS PR R R R R R R R T T R O O S O S R O S S S S
A. Caracterizagao das espécies analisadas ...cceeeess
l - Taxonomia ® & & & & & & % F & 5 8 S 8 S S S F B S E S s E Y ESS S Ss e

Distribulicac geograflica Leisisnesansnsscasnaiss

Hibridagao em 1laboratOrio .eessseeccecccccssnna

HibridavanrHararal ™ vasda ot f SIS LaIs S AR a0 2
Distingcao do sexo na fase 1larvaria ...eeceecees
ConstituiclBo’ cromossomica 2 asvssses s snssasss s
a. Analise intraaspeciflen .. veeeevs veseaees s
bi Analide Intereapecifica” ssiiinsaes s vaseasas
Outras observagOes sobre a regulagao do organizador

nucleolar em Drosophila mulleri e D. arizonensis e

gels RIDridos cueseess s iciaiies s ssniisiss senvssen i
1. Em laminas de individuos obtidos de retrocruza-
mentos, coradas pela orceina-lacto-acética ....

a. Primeiro Experimento: fémeas hibridas F, (mu-

AVA
AVAYAY

2 3 4 5 6 7 unespwl 12 18 14 15 16

17

18



lleri/arizonensis) X machos mulleri e arizo-

nEnSiS LR L R R B I O S L B B I I O R I I I B R B I Y

b. Segundo Experimento: fémeas hibridas F

2. Em laminas de hibridos F

1

(rnu-

1

lleri X arizonensis) X machos arizonensis . 80

e espécies parentais,

submetidas & hibridacao "in situ" com RNA r .. 99

C. Estudo da relagao morfologica entre cromossomos e

nucléolos, abrangendo outras espécies do complexo

mulleri e alguns de seus hibridos ..eceecececcccss

1. Observagao em laminas nao coradas ou coradas

pelo metodo
a. Hibridos
b. Hibridos
c. Hibridos
d. Hibridos
e. Hibridos

Observagoes

da orceina lacto-acética ...eeeee.

mulderi/mojavensis et difeesidinie e

arizonensis/mojavensisS ..cccescses

mulleridadldoichinlatARNE L. N0

pulleriy/navalod s e S iesTsalalaials e

mulleri/wheeleri ....cccecceaccnes

em laminas submetidas aos métodos

de ¢0loragac AG-AS! @ AG=T . sicunelasssesisaenioiess

DISCUSSKO ® B 8 8 8 8 S B S S S S S S S S B S S S S S AT SRS

CO:JCLUSGES L I T T T I N TR I R I I I I I I R I I TR I I I T L B I

RESU}!.O 8 8 S S S S S RS RS S S SRS S S e SR eSS S S SRS

SUM:’.ARY ® 8 8 8 & 8 8 S 5 8 S S S B A S S S S S S S S S S S S8 S S S s SESEeEEEee

VIII.BIBLIOGRAFIA LI B R R I I B R I I I B B B A A B B R I I O L L B B I O

] 2 3 4 5 6

7

unesp

AVA
AVAVAY
i

L 2 A3 24 1& A6 Ad 18



I. INTRODUGAO

Um dos mais importantes problemas da biologia mo
derna & determinar como a expressao génica € regulada nos euca
riotos. Neles, a dificuldade em conhecer os mecanismos envolvi
dos na regulagao da transcricao resulta, fundamentalmente, da
complexidade genética e estrutural de seus cromossomos.

Principalmente a partir de 1965, porém, uma gran
de quantidade de trabalhos, desenvolvidos por especialistas do
mundo inteiro, vem fornecendo as pegas que, aos poucos, compoem

esse intrincado quebra-cabegas que & o controle génico nos euca

riotos. Questoes importantes sao formuladas e os métodos de pes

quisa vao sendo aperfeigoados para atender a suas demandas.
A sintese do RNA ribossdmico (RNA r) & um dos as

pectos da atividade génica cujo controle tem sido bastante ana-

‘lisado, em varios organismos. Esse interesse decorre do papel

fundamental desempenhado pelos ribossomos na fisiologia celular,
pelo seu envolvimento na sintese protéica. Em consonancia com
esse papel fundamental, hoje sabe-se que os organismos dispoem
de sistemas reguladores que podem ser acionados para assegurar
a celula um suprimento adequado de RNA ribossdmico.

Uma das informagdes basicas relacionadas a sinte
se do RNA r foi a comprovagao, pela técnica da hibridagao DNA/
RNA, de que o DNA complementar aos componéntes ribossdmicos 18S
e 285 localiza-se na regiao organizadora nucleolar (em Drosophi-
la, RITOSSA & SPIEGELMAN, 1965; em Xenopus + BIRNSTIEL &
cols., 1966a, WALLACE & BIRNSTIEL, 1966).

0 organizador nucleolar (NO) & a regido cromosso

mica com a qual o nucléolo se associa e que & responsavel por

sua formagao (MCCLINTOCK, 1934). A identificagdo do NO como sen
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do o sitio do DNA ribossOmico (DNA r) comprovou a idéia de que
o nucléolo € o sitio de sintese do RNA r, sobre a gual ja havia
indicagoes anteriores (por exemplo, BROWN & GURDON, 1964).

Os nucléolos nao sao apenas os locais de sintese
do RNA r;ha evidéncia de que neles ocorre tambem a formagdo das
sub-unidades ribpssémicas (PERRY, 1965; BIRNSTIEL & cols.,
1966b) .

Visto ao microscdpio eletrdnico, o nucléolo mos
tra quatro componentes: zona granular, zona fibrilar, matriz ou
zona amorfa e cromatina associada ao nucléolo (BERNHARD, 1965).
As zonas granular e fibrilar sao duas formas morfologicamente
distintas sob as quais se apresentam as ribonucleoproteinas. Am
bas estao em supensao na matriz que parece ser de natureza pro
téica. A cromatina associada situa-se em torno do nucléolo e pe

netra no mesmo.

Os componentes nucleolares sao fundamentalmente

os mesmos em diferentes vertebrados, invertebrados e vegetais,

mas suas quantidades e distribuicao variam consideravelmente em

diferentes tipos celulares ou em um mesmo tipo celular, depen-
dendo do estado fisioldgico do nlicleo; essas variagOes sao mais
pronunciadas em estados patoldogicos (BERNHARD, 1965).

A zona fibrilar ocupa a regiao central do nucléo
lo. Ha indicag¢oOes de que o precursor do RNA r é sintetizado e
processado nessa regiao, movendo-se depois para a zona cortical
do nucléeolo onde forma a zona granular (DAS & cols., 1970).

Estudos de microscopia eletronica em Allium cepa

revelaram que a regiao organizadora nucleolar e estruturalmente
nuito diferente do restante da cromatina, mostrando areas mais
densas (cromatina condensada) arranjadas em uma zona de densida
de mais baixa, rica em ribonucleoproteina (ESPONDA & GIMENEZ-

MARTIN, 1974), e que a regido NO aparece exclusivamente em con
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tacto com a parte fibrilar do nucléolo (ESPONDA & GIMENEZ-MARTIN,

1975).

O primeiro produto da transcrigao do DNA r & uma

longa molécula precursora que & processada através de uma série

de formas intermediarias até chegar ds formas maduras (para re-
visao ver, por exemplo, LOENING & cols., 1969; PERRY & cols.,
1970; LEWIN, 1974; SPEIRS & BIRNSTIEL, 1974; DE ROBERTIS & cols.,
1975; LEVIS & PENMAN, 1978; MADEN, 1978). O processo de matura
¢do do RNA r inclui, além do processamento em que parte da molé
cula é perdida, modificag¢Ses nucleotidicas tais como a conver-
sao de alguns residuos nucleotidicos de uridina em pseudouridi-
na e a metilagao de outros residuos.

Nos mamiferos, a molécula precursora sedimenta
em torno de 45S, é formada de aproximadamente 14.000 nucleoti-
dios de comprimento e seu peso molecular & de aproximadamente
4,10 X 106 daltons. A molécula precursora em outros organismos
como aves, répteis, anfibios, peixes, plantas e insetos & menor
que a dos mamiferos. Na Drosophila, seu peso molecular foi cal-

culado em 2,85 X 106 daltons (revisao em LEWIN, 1974).

O processo de maturagao da molécula precursora le
va, nos vertebrados, a produgao de duas moléculas de alto peso,
a 28S e a 18S, cujos comprimentos respectivos, nos mamiferos,
sao de aproximadamente 5.000 e 2.000 nucleotidios, e uma peque-
na molécula, a 5,8S, de 158 nucleotidios de comprimento (revi-
sao em LEWIN, 1974; LEVIS & PENMAN, 1978).

Em muitos organismos, além das moléculas deriva-
das do processamento da molécula precursora, O0s ribossomos con
tém RNA 5S, que & codificado .por outras regides cromossOmicas
que nao fazem parte do organizador nucleolar e cuja localizacgao

ja foi determinada em varias espécies de Drosophila (por exem-

plo, em D. melanogaster, TARTOF & PERRY, 1970), no homem (JOHN-
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SON & cols., 1974), em Xenopus laevis (PARDUE & cols.,1973), em

Chironomus thummi (BAUMLEIN & WOBUS, 1976), e outros organismos.

~ Segundo LEVIS & PENMAN (1978), a molécula precur
I~
sora do,ﬁNA r de Drosophila sedimenta em torno de 34S e seu pro

cessamento produz uma molécula 26S e uma 19S (de acordo com oOs
autores,esses valores estao sendo presentemente aceitos em subs
tituigao aos valores 28 e 18S, para os RNAs r desse organismo).

A forma madura do RNA r 26S pode ser separada, sob condigoes de

5 ” B ; .
denaturacao, em quatro constituintes: duas cadeias de aproxima-

damente 19S, uma de 130 bases, analoga ao RNA r 5,8S dos verte-
brados, e uma molécula de 30 bases. Portanto, computando-se tam

bém o RNA r 5S, os ribossomos de Drosophila contém seis molécu-

las de RNA rem vez de quatro como ocorre nos vertebrados.
Em termos de kb (quilobase), o comprimento da mo

lecula precursora do RNA r, em Drosophila, foi avaliado em 8 kb,

e o dos produtos finais de sua maturagcdo, em 4 kb (26 ou 28S) e
2 kb (19 ou 18S) (GLOVER & HOGNESS, 1977).

Os genes para RNA r sdao reiterados e dispostos
em "tandem". Cada unidade consiste de regices que sao transcri-
tas e que se alternam com regides que nao sao transcritas (re-
gides "spacer"). Nos vertebrados, as regiodes que sao transcri-
tas incluem as sequéncias que codificam para os RNAs r 18S, 5,8S
e 28S, separadas por regides que sao degradadas no processo de
maturagao; os cistrons 5,8S localizam-se entre as sequencias que
codificam para os RNAs r de maior peso molecular (SPEIRS & BIRNS
TIEL, 1974; MADEN, 1978).

Em Drosophila melanogaster, foi demonstrada a

existéncia de duas unidades génicas diferentes que codificam pa
ra RNA r. Ambas diferem no comprimento — 11,5 kb e 17 kb —,
sendo a diferenga devida a existencia de uma intersecgéo de 5,4

kb, de fungdo desconhecida, na sequéncia codificadora do RNA
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285. Esta fica, portanto, subdividida em dois blocos (GLOVER &
HOGNESS, 1977; WHITE & HOGNESS, 1977).

Ha evidéncias de uma preservacgao acentuada das
sequéncias de DNA que codificam para RNA 18S e 28S, no processo
evolutivo. O RNA r de Xenopus hibrida com o DNA de uma grande
variedade de eucariotos, incluindo o homem (SINCLAIR & BROWN,
1971; BIRNSTIEL & GRUNDSTEIN, 1972; EVANS & cols., 1974). O RNA
r de Xenopus liga-se também especificamente, "in situ", ao DNA
nucleolar de nucleospoliténicos de dipteros (PARDUE & cols.,
1970) .

O conservantismo das sequéncias ribossﬁmicas,cog

tudo, ndo se estende as sequéncias "spacer" que sao intercala-

das entre os cistrons de RNA r. Assim, a homologia entre genes
que codificam para RNA 18S e 28S, em eucariotos tao diferentes

como plantas e vertebrados, & maior que a homologia das sequén-

cias "spacer" de espécies tao prdoximas como as de Xenopus (BROWN

& cols., 1972).

Apesar da semelhanca, tem sido possivel distin-
guir a sub-unidade 28S de varias espécies de organismos, por
meio, por exemplo, da eletroforese em gel de poliacrilamida; es
sa diferenciagcao vem sendo utilizada para analisar a sintese do
RNA r em hibridos interespecificos (BROWN & BLACKLER, 1972; MAR
SHALL & cols., 1975).

A observagao de que os nucléolos geralmente se
associam a regioes cromossomicas, visiveis nos cromossomos meta-
fasicos como constrigdes secundarias, fez com que estas passas-
sem a ser conhecidas,de longa data,como regices NO(HSU & cols.,
1975; PARDUE & HSU, 1975). Os resultados de hibridagao com RNA
r confirmaram que as constri¢des secunddrias .s3o realmente si-
tios de DNA r, em muitos organismos. Essa confirmagao ocorreu,

por exemplo, nos cariotipos de Xenopus (PARDUE, 1974), Drosophi-
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la (SCHAFER & KUNZ, 1975), homem (HENDERSON & cols.,1972; EVANS
& cols., 1974), chimpanzé (HENDERSON & cols.,1974a), rato (HEN-
DERSON & cols., 1974b), Muntiacus (PARDUE & HSU, 1975), varios
outros mamiferos (HSU & cols., 1975), e em Sciaridae (CROUSE &
gols., 1977).

Entretanto,nem sempre as constrigoes secundarias
observadas nos cromossomos metafasicos constituem organizadores
nucleolares inequivocos. Entre os exemplos contidos na literatu

ra, pode-se mencionar O mamifero Cricetulus griseus (Hamster chi

nés), portador de uma Unica constricao secundaria localizada no
cromossomo X. Esse mamifero mostrou, em experimentos de hibrida
¢ao, que seus genes ribossOmicos estd3o localizados nas regides
teloméricas de varios autossomos; a constrigao secundaria do
cromossomo X, porém,apresentou uma marcagao tao fraca que os au
tores admitiram que essa regido nao constitui um NO(HSU & cols.,
1975) .

Assim, a simples detecgao de constrigdes secunda
rias nos cromossomos metafasicos n3ao constitui uma forma segura

de localizar os organizadores nucleolares. A hibridagao "in si-

tu", permitindo situar, nas preparagoes citoldgicas, pelo uso

de RNA r radioativo, os cistrons ribossomicos, € consideradd o
processo mais seguro para esse fim. O método requer, basicamen-
te, a denaturagao do DNA celular e a renaturagao na presenga do
acido nucléico isotopicamente marcado, seguindo-se o tratamento
autorradiografico (GALL & PARDUE, 1969, 1971). Entretanto, essa
técnica exige condigOes que ndo estao ao alcance de qualquer la
boratdorio, razao pela qual tem havido uma crescente utilizagao
de métodos de coloragao especificos para o NO.
Dois métodos de coloragao véem sendo empregados

na detecgao das regices NO: o método das bandas N (MATSUI & SA-

SAKI, 1973; FUNAKI & cols., 1975) e o da impregnagao pela prata
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(GOODPASTURE & BLOOM, 1975; HOWELL & cols., 1975; BLOOM & GOOD-
PASTURE, 1976).

A técnica das bandas N envolve a extracgao seleti
va de DNA, RNA e histonas das preparacgoes citoldgicas, e colora
¢ao pelo Giemsa. Como apenas proteinas ndo-histdnicas permane-
cem, a coloragao especifica foi atribuida 3@ atuagdo do corante
sobre proteinas residuais ligadas ao NO (MATSUI & SASAKI, 1973;

MATSUI, 1974a, b, c). Em cromossomos politénicos de Drosophila

melanogaster, as bandas N coincidiram com a regiao de heterocro

matina alfa do cromocentro, a qual foi considerada o sitio do
NO por HEITZ, 1934 (FUNAKI & cols., 1975).

Entretanto, a especificidade dessa técnica como
marcadora das regioes NO foi posta em duvida, tendo sido levan-
tada a possibilidade de que as bandas N correspondam nido ao prd
prio NO, mas d& heterocromatina adjacente a ele (FAUST & VOGEL,
1974) . Em um trabalho mais recente, foi feita a aplicagdo ‘da

técnica a cromossomos politénicos de Chironomus e de Drosophila

(HAGELE, 1977). No Chironomus, o padrao de bandas N correspon-

deu ao padrao de pufes; na Drosophila, a coloragdao mais intensa

ocorreu na heterocromatina alfa, confirmando as observagdes an
teriores. Os resultados foram interpretados como decorrentes da
coloragao de proteina nao histdnica que se acumula em regides
cromossOmicas geneticamente ativas, e que se encontra presente,
também, em um tipo determinado de heterocromatina.
A técnica de coloragao pela prata para regides

NO apresenta varias modalidades que receberam nomes diferentes:
AG-SAT (HOWELL & cols., 1975), AG-AS (GOODPASTURE & BLOOM,1975)
e AG-I (BLOOM & GOODPASTURE, 1976). A especificidade da tecnica
foi demonstrada pela sua aplicagao a 9 espécies de mamiferos an
teriormente submetidos a hibridagﬁo "in situ" com RNA r, tendo-

se verificado a marcacao das mesmas regiOes cromossomicas pelas
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duas tecnicas (GOODPASTURE & BLOOM, 1975). Além desse trabalho,
varios outros,realizados com mamiferos (inclusive o homem), em-
pregaram a técnica com sucesso (por exemplo, TANTRAVAHI & cols.,
1976; VARLEY, 1977). Foi também aplicada a cromossomos de ou-
tros organismos, como anfibios (RAGGHIANTI & cols., 1977; RUIZ
& cols., 1978) e grilo (HOWELL, 1977; FERREIRA & cols., 1978).
Ha indicagoes de que o processo de coloragao pe
la prata atua sobre proteinas e ndao sobre DNA ou RNA (HOWELL &-
cols., 1975; GOODPASTURE & BLOOM, 1975; MILLER & cols., 1977).
Um trabalho recente, em que foi utilizada a microscopia eletro-
nica e a digestao enzimatica, revelou que a prata cora um compo
nente da ribonucleoproteina que se localiza fora do organizador
nucleolar ou em torno dele, e ndao um componente do proprio cro
mossomo (SCHWARZACHER & cols., 1978).

A visualizagao induzida pela prata tem sido rela

. cionada com a funcionalidade do organizador nucleolar. Estudos

de hibridos celulares somaticos homem/rato indicaram que somen-

te as regioes que produzem RNA r, e presumivelmente tenham fun-

cionado como NO na intéerfase precedente, coram-se pela prata
(MILLER & cols., 1976a, b, 1977). A aplicacao da técnica aos
cromossomos de ovocito de grilo levou 3 mesma conclusao, suge-
rindo que a prata liga-se as proteinas que se associam rapida-
mente ao RNA r logo apos sua transcrigao (HOWELL, 1977).

Na maioria dos mamiferos, as regides NO sao en-
contradas nos autossomos. Em alguns casos, porém,0S Cromossomos
sexuais mostram sequéncias complementares ao RNA r (PARDUE &
HSU, 1975; HSU & cols., 1975). Essa preponderancia de sitios
DNA r autossomicos, nos mamiferos, foi atribuida a possiveis
problemas que poderiam resultar da inativagao do cromossomo X
nas fémeas, se esse cromossomo fosse portador daqueles sitios,

corroborando essa idéia o fato de que nos mamiferos em que o NO
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é ligado ao X, o Y tambem o apresenta (HSU & cols., 1975).

Ja na maioria das especies de Drosophila, os NOs

localizam-se nos cromossomos sexuais. Em D. melanogaster, estao

na heterocromatina proximal do cromossomo X e no bragco curto do
cromossomo Y (KAUFMANN, 1934, 1938, em PARDUE & cols., 1970).

Drosophila simulans, criptica de D. melanogaster, apresenta um

NO na heterocromatina proximal do cromossomo X, mas nao ha indi

cagao de que contenha NO no cromossomo Y (DURICA & KRIDER,1977).
Em D. hydei, ha um NO no brago esquerdo, inteiramente heterocro
matico, do cromossomo metacéntrico X. Além desse, -outros dois
NOs ocorrem no cromossomo Y que & submetacéntrico: um no bracgo
curto e outro na parte distal do braco longo (HEITZ, 1934, em
PARDUE & cols., 1970; SCHAFER & KUNZ, 1974, 1975; HENNIG & cols.,
1975) . |

Nos genomas dos mamiferos, os genes ribossam;cos
podem apresentar-se conforme os seguintes padrGes: um Gnico si-

tio, multiplos sitios nas areas da heterocromatina centromérica,

.miltiplos sitios nos bragos heterocromaticos curtos (inclui-se

neste padrao o homem) ,emultiplos sitios nas regides teloméri-
cas (HSU & cols., 1975). Os autores admitem que o padrao com um
Unico e longo sitio ribossdmico seja o mais ancestral em termos
de distribuigao de DNA r e que subsequentes inversOes e translo
caqaes tenham cortado a regido e transposto partes para outras
posicoes no mesmo Ou em outros Cromossomos. Entretanto, os mes-
mos autores desconhecem se ha vantagem seletiva para a sobrevi-
veéncia da espécie, na existéncia de sitios multiplos.

Em geral, o numero de NOs e caracteristico de
espécie. NOs (e nucléolos) adicionais foram, porém, observa
em populagoes naturais de Allium, gue apresenta, normalmen-
um Unico par de cromossomos NO (BOUGOURD & PARKER, 1976).

outro lado, conhece-se, em Xenopus laevis, uma mutagao que
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reduz o numero de nucléolos que nas células normais & dois; ho-

mozigotos para a mutagao morrem antes de atingir o desenvolvi-

mento completo (FISCHBERG & WALLACE, 1960).

Em uma célula, o numero de nucléolos pode corres
ponder ao numero de Cromossomos portadores de regides NO, ou es
ses cromossomos podem associar-se para formar um s nucléolo.

Nas preparagoes metafasicas mitoticas de cromossomos humanos,es
se tipo de associacao & frequente e recebe o nome de associagao

satéelite, por envolver as regices sateélites dos cromossomos

acrocentricos (FERGUSON-SMITH & HANDMAKER, 1961). Os cromosso-

mos associados nas preparacoes metafasicas sao frequentemente

conectados por filamentos nucleoprotéicos que se estendem entre
as regioces NO, ou por restos do nucléolo. Essas associagoes sao
consideradas remanescentes da relagao desses Cromossomos COm um
nucléolo. Os filamentos que conectam os cromossomos associados
contém DNA r (HENDERSON & cols., 1973).

I Foi proposto que a frequencia com que'um cromos-
somo & envolvido em associagoes & uma fungao de seu conteudo de
DNA r ﬁHENDERSON & cols., i973). Envolvimento ao acaso indica-

ria quantidade igual de DNA r nos cromossomos NOs. O comprimen-

to do filamento da regido satélite, isto &, da constrigao secun
diria € que esta correlacionade com a frequéncia da associagao
satélite, e nao o tamanho do satélite (SCHMID & cols., 1974).

Essa observacgao esta de acordo com o fato de que, nos cromosso-
mos humanos, o DNA r localiza-se na constrigio ou filamento, e

ndo parece estar presente nos satélites; cromossomos com fila-

mento longo hibridam algumas vezes mais que os de filamento cur

to, enquanto o tamanho do satélite ndo afeta a hibridagao (EVANS

& cols.;,; 1974).

Dados de MILLER & cols. (1977) tambem mostraram

forte correlagao entre a frequéncia de associagdo satélite e a
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quantidade de material corado pela prata no NO. Os CromossoOmOS
com grande quantidade de material corado foram os mais envolvi-
dos em associagoes.

A frequéncia do envolvimento cromossémico em as
sociagOes satélite nao parece ser, porém, uma simples fungao

do contetdo de DNA r, pois nem todos Os cromossomos mostram uma

correlagao positiva entre quantidade de hibridacdo DNA/RNA r e

associagao satelite (WARBURTON & cols., 1976).

Em preparagoes meidoticas de cromossomos humanos,
os 5 bivalentes também podem estar associados com o nucléolo;eg
te fenOmeno sugere uma correspondéncia as associagOes satélite
mitoticas (FERGUSON-SMITH, 1964).

O numero de nucléolos, portanto, pode variar,
nao so dependendo do numero de NOs no complemento, ﬁomo do ar-
ranjo cromossOmico na intérfase. Em fémeas do mamifero Potorus

tridactylis, cada NO pode organizar um nucléolo separadamente,

ou os dois NOs podem dispor-se proximo um do outro e formar um
s0 nucléolo (HSU & cols., 1975). Por outro lado, estudos reali-

zados com o mamifero Cricetulus griseus, em que foi induzida a

formagEo de micronucléolos por tratamento com colchicina, suge-
riram que cada cromossomo NO pode organizar um nucléolo (PHIL-

LIPS & PHILLIPS, 1969). Entretanto, o numero maximo & raramente
atingido em qualquer organismo.

Ha aparentemente uma relagao entre o grau de di-
ferenciagao celular e o numero de nucléolos; nas ceélulas dife-
renciadas, que ja nao se dividem, geralmente predomina um nu-
cléolo Gnico, mesmo que o organismo seja portador de NOs multi-
plos, enquanto nas células em ativo crescimento ou menos dife-
renciadas, predomina uma atividade dos-NOs em separado (HSU &
cols.; '1975).

Individuos de uma mesma espécie podem apresentar
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nucléolos de tamanhos diferentes ou quantidades diferentes de

ribonucleoproteina associada aos NOs (MACGREGOR, 1965). O uso

das técnicas de hibridagdo vieram demoStrar que nas células di

Ji . - . .
ploides contendo NOs com niveis de redundancia diferentes,os ta
manhos relativos dos nucleolos que‘se formam sao proporcionais

ao numero de genes em cada NO (em Bufo marinus, MILLER & BROWN,

1969; em Xenopus laevis, MILLER & GURDON, 1970; em Zea mays,

PHILLIPS & cols., 1971; em Chironomus tepperi, EIGENBROD,1978).

-

Entretanto, em Ambystoma mexicanum n3do foi possivel atribuir A&

perda de genes ribossOmicos, uma mutacao que determina redugao
do tamanho do nucléolo em certas fases do desenvolvimento do em
bridao; os autores atribuem essa redugao a algum mecanismo regu-
lador (SINCLAIR & cols., 1974).

A evidencia de que a quantidade de DNA r varia,
nao sO entre as espécies, mas tambeém entre os individuos de uma
mesma espécie, originou-se inicialmente de observagoes quanto
ao comprimento do organizador nucleolar e a quantidade de ribo-
nucleoproteina a ele associada (por exemplo, em anfibios, MACGRE
GOR, 1965). Posteriormente, o emprego das técnicas de hibrida-
gao "in situ" com RNA r mostrou a existéncia de incorporagao di
ferencial nas regioces organizadoras nucleolares de Cromossomos
homdlogos. Diferengas individuais quanto & quantidade de DNA r
foram também indicadas pela técnica de hibridagao em filtro (GIL
LESPIE & SPIEGELMAN, 1965). A utilizag¢do das duas técnicas de
hibridagao permitiu que a variabilidade intraespecifica fosse
verificada em varios organismos, entre os quais, os anfibios
(por exemplo, MACGREGOR & KEZER, 1971; MACGREGOR & WALKER, 1973;
MILLER & BROWN, 1969; MILLER & KNOWLAND, 1970; MACGREGOR & cols.,
1977;SINCLAIR & cols.,1974) ,0 homem(por exemplo,HENDERSON & cols.
1972; EVANS & cols., 1974; WARBURTON & cols., 1976; DITTES &

cols., 1974), a Drosophila (por exemplo, RITOSSA & cols., 1966,
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1976), e vegetais (FLAVELL & SMITH, 1974; CULLIS & DAVIES,1975).
A quantidade de DNA r nos cromossomcs humanos di
fere nao sO entre cromossomos homdologos como também entre os di

ferentes acrocéntricos de um mesmo individuo, sendo as diferen

¢as hereditarias (EVANS & cols., 1974; DITTES & cols., 1974).

Em alguns casos conhecidos, o decréscimo da quan
tidade de DNA r, abaixo de um certo limite, leva a modificacgoes

fenotipicas visiveis. Em Drosophila, associa-se ao fendtipo

"bobbed" (RITOSSA & cols. , 1966) e em Sciara, ao fendtipo
"wavy" (GERBI, 1971). Assim, quando o numero de genes para RNA
e baixo, a sintese de RNA r é inadequada e incompativel com um
desenvolvimento normal.

A literatura vem acumulando um crescente numero
de trabalhos que demonstrama existéncia de mecanismos regulado-
res que atuam no sentido de permitir a@ célula sintetizar quanti
dades de RNA r condizentes com seu nivel de atividade. Alguns
desses mecanismos regulam o nimero de genes para RNA r.

De modo geral, se a capacidade de transcrigao de
um Gnico gene for insuficiente para suprir a demanda de seu pro
duto em determinada fase do desenvolvimento, este problema pode
ser solucionado, ao nivel génico, pela reiteragao do gene no lo
te haploide ou pela amplificacao seletiva do gene no estadio
crucial do desenvolvimento (RUTTER & cols., 1973).

A reiteragao dos genes para RNA r foi demonstra-
da em diversos organismos pela cinética da hibridacao (por exem

plo, em Drosophila, RITOSSA & SPIEGELMAN, 1965; em abdbora,MAT-

SUDA & SPIEGEL, 1967; em Xenopus, BIRNSTIEL & cols., 1968; em
Sciara, GERBI, 1971). Mas, aléem da reiteragao, os cistrons ri-
bossdomicos apresentam também amplificagdao. Essa amplificagao

foi observada no nicleo de ovocitos de anfibios, de insetos e

de varios outros animais inclusive o homem (por exemplo, BROWN
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& DAWID, 1968; EVANS & BIRNSTIEL, 1968; GALL, 1968, 1969; GALL
& cols., 1969; LIMA-DE-FARIA & cols., 1969, 1973; STAHL & cols.,
1975). A amplificagao nos ovocitos € aparentemente necessaria
para a intensa sintese de RNA r que ocorre no seu periodo de
crescimento, e pode ter sido selecionada no processo evolutivo
porque a reiteracao dos genes ribossdmicos, no nivel da amplifi
cagao encontrada nos ovocitos de alguns organismos, resultaria
em pelo menos 50% do genoma codificando para uma unica funcao
(RUTTER & cols., 1973).

Por exemplo, em Xenopus laevis, calcula-se entre

450 e 610 o grau de reiteragao dos genes para RNA r, por comple
mento haploide de célula somatica (BROWN & WEBER, 1968; DAWID &
cols., 1972). Na vesicula germinativa, apds a amplificagao, a

quantidade de DNA r (5,3 pg) corresponde a aproximédamente 1.500

vezes a quantidade presente no lote haploide de célula somati-

ca (0,0035 pg) (BROWN & DAWID, 1968).
Em Xenopus o DNA r amplificado fica localizado

fora do cromossomo, em multiplos nucléolos presentes no nicleo

do ovocito. Enquanto as .células somaticas contém um sO nucléo-

lo por lote haploide de cromossomos, derivado de uma regiao or
ganizadora nucleolar, o ovdcito contém aproximadamente 1.000 nu
cléolos (BROWN & DAWID, 1968). A atividade sintetizadora do DNA
r contido nesses nucléolos foi visualizada ao microscdopio ele-
tronico (MILLER & BEATTY, 1969).

A replicagao seletiva do DNA r nos ovocitos de
anfibio ocorre no paquiteno. As cOpias do DNA r amplificado per
sistem até um estadio posterior da maturacao do ovocito, quando
entdo os nucléolos se fundem e o DNA r & degradado (BROWN & DA-
WID, 1968).

Nos ovocitos humanos, na fase de diploteno, ha,

geralmente, um nimero maximo de 3 nucléolos e numerosos micronu
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cléolos que denotam amplificacao dos cistrons ribossdmicos (STAHL
& cols., 1975). Enquanto os nucléolos associam-se aos cromosso-
mos acrocentricos (NOs), os micronucléolos aparecem conectados
a regioces de heterocromatina constitutiva. Como essa observacao
opoe-se a classica nogao de inércia genética da heterocromatina,
os autores admitem que as regioes de heterocromatina sejam ina=-
tivas nos cromossomos das células somaticas, mas apresentem a
capacidade de funcionar como organizadores nucieolares nos ovo-
citos, quando aumenta a necessidade de RNA r.
Nos ovocitos humanos, portanto, a amplificacao
parece estar a cargo de organizadores nucleolares secundarios.
Nos ovocitos de Acheta (Orthoptera), a amplifica

g¢ao ocorre em cromomeros dos cromossomos 6 e 1ll. As cOpias do

DNA r amplificado desprendem-se desses cromomeros, COmM a CONCo=-

mitante diminuigdao de seus diametros (LIMA-DE-FARIA & cols.,

1973).

Nos insetos com ovarios meroisticos, como & o ca

so da Drosophila, hda uma situagdo diferente (revisao em GEHRING,
1976) . Uma pequena sintese de RNA r ocorre nos ovocitos. Entre-
tanto, as células nutritivas poliploides produzem grandes quan-
tidades de RNA que parecem ser transferidas para o ovocito pe-
los canais intercelulares que as comunicam com este. Acredita-
se que esse RNA seja predominantemente ribossomico (MERMOD &
cols., 1977). Como as células nutritivas sao poliploides, colo
ca-se, nesse caso, a questdo da existéncia ou nao de amplifica-
¢ao dos genes ribossdmicos. Ha indicagdes de sub-replicagao des
ses genes nos niicleos das células nutritivas e das células foli

culares de Drosophila hydei (RENKAWITZ & KUNZ, 1975). Sub-repli

cacao do DNA r foi também observada no ovario de pupas de D. vi-
rilis (ENDOW & GALL, 1975). Entretanto, ha dados que mostram

ocorréncia, nas camaras de ovos de D. melanogaster, de aumento
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da sintese de RNA r paralelamente a um aumento do niimero de ge
nes ribossomicos (MERMOD & cols., 1977). Esses aumentos foram
atribuidos & poliploidizagdo dos niicleos das células nutritivas.

Varios trabalhos tém indicado a existéncia de um
controle para a replicagao do DNA r, nos cromossomos politéni-
cos, a parte do mecanismo que regula a replicagdo do DNA eucro-
midtico ou do DNA heterocromitico (SPEAR & GALL, 1973; SPEAR,
1974) . Isto permite que a quantidade de DNA r seja diferente da -
quantidade dos demais DNAs.

Os valores de saturagao para hibridagcao dos RNAs
r 18S e 285 mostraram que, nas células politénicas de Drosophi-
la, o DNA r correspondente apresenta-se sub-replicado em rela-
cao ao DNA eucromitico (HENNIG & MEER, 1971; SPEAR & GALL,1973).
Em D.hydei, a replicagao do DNA r na politenizagao dos cromos-
somos salivares corresponde a 1/8 da replicacdao do DNA eucroma-
‘tico (HENNIG & MEER, 1971).

Contudo, ha dados que indicam amplificagao do

DNA ribossOmico nos cromossomos politénicos. Nos Sciaridae, a

presenga de micronucléolos em células politénicas foi interpre-
tada como resultado de uma possivel amplificagao do DNA r (DA

CUNHA & cols., 1969). Posteriormente, foi demonstrada a presen-
¢a de cistrons para RNA r nesses micronucléolos (PARDUE & cols.,
1970; GERBI, 1971). Entretanto, os valores de saturagao DNA/RNA

r obtidos para tecidos de Rhynchosciara com e sem micronucléolos

nao acusam amplificagdo do DNA r acima do nivel das células di
ploides (GERBI, 1971). Esses cistrons ribossomicos existentes

fora do cromossomo foram explicados como sendo provavelmente de
vidos ao destacamento de partes do organizador nucleolar de sua
localizagao cromossOmica original. Entretanto, permanece a pos-
sibilidade de que a formagao dos micronucléolos poderia ocorrer

para ajustar, ao nivel normal, o DNA r sub-replicado pela poli-
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tenia (GERBI, 1971).

A amplificagao dos cistrons ribossomicos ocorre
também como mecanismo compensatorio em situagdes de delegdo par
cial ou completa de um organizador nucleolar. Em D. melanogas-
ter, individuos portadores de menos de 130 genes para RNA r 18S
e 28S apresentam o fendtipo "bobbed", ja mencionado, que se ca
racteriza por cerdas menores, cuticula quitinosa mais fina e au
mento do tempo de desenvolvimento (RITOSSA & cols., 1966; HEN-
DERSON & RITOSSA, 1970). Machos portadores de delegdao em ambos
Os cromossomos sexuais podem reverter ao fendtipo selvagem, de
pois de algumas geragoes, com aumento concomitante do numero de
cistrons ribossOmicos, aparentemente no proprio locus "bobbed".
Esse fendOmeno recebeu o nome de magnificacdao (RITOSSA, 1968 ; HEN
DERSON & RITOSSA, 1970). Como mecanismo para explicar a magnifi
cagao foi aventada a hipotese de troca desigual entre cromati-

des irmas, chamada pelo autor hipOtese USE ("unequal sister ex-

change") (TARTOF, 1974).

Em fémeas de D. melanogaster normais ha cerca de

250 genes para RNA r por régiéo organizadora nucleolar. Quando
essa regido estd presente em dose tinica (machos XO ou XYbb , ou
fémeas XXNO ) o niumero de genes ribossOmicos aumenta para aproxi
madamente 400. Esse aumento foi explicado como devido a um meca
nismo de replicagao desproporcional, capaz de superar uma defi
ciéncia do nimero de genes para RNA r, de forma analoga a ampii
ficagao dos genes ribossdmicos nos ovocitos (TARTOF, 1971, 1973,
1974).

Tanto a magnificagao como a replicagao diferen-
cial envolvem o aumento da quantidade de moldes presentes para
transcricao, sendo, ambos O0s processos, provavelmente, manifes-
tagoes de um mesmo principio regulatdorio basico..Mas a replica

¢ao diferencial, diferentemente da magnificagao, ocorre no cro
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mossomo X normal e em uma Gnica geracao. Alem disso, enguanto a

replicagao diferencial & restrita ds células somdticas, a magni
ficagdo ocorre nas células germinativas.

Entretanto, testes de conteudo de DNA r em extra
to de tecidos separados uns dos oﬁtros,em vez de extrato total
da mosca adulta (como foi utilizado por TARTOF) nao confirmaram
aumento de DNA r nos tecidos diploides de individuos XO, indi-
cando a possivel influéncia de tecidos politénicos nos resulta
dos daquele autor (SPEAR, 1974).

O mutante "bobbed" ocorre também em outras espé-

cies de Drosophila. Em D. hydei comporta-se, do ponto de vista

genético, como em D. melanogaster, e da mesma forma que nesta es

pécie, algumas linhagens "bobbed" de D. hydei sd3o instdveis, re
vertendo ao normal (HESS, 1976).
Magnificagao dos genes ribossomicos, provavelmen

te analoga a verificada nos mutantes "bobbed" de Drosophila,foi

observada em Saccharomyces cerevisiae deficiente para 25% dos

genes ribossomicos (KABACK & HALVORSON, 1977).

A regulacao do conteldo ribossomico dos eucario-
tos esta, porem, sujeita a mecanismos que atuam em outros ni-
veis alem do controle numérico dos genes que codificam para os
diferentes RNAs r. A transcrigao, o processamento da molécula
precursora, a sintese e a reunido dos demais componentes ribos-
sOmicos, e mesmo o "turnover" ribossdOmico, sao alguns dos aspec
tos do problema passiveis de regulagao (revisao em PERRY,1973).

A inexisténcia de relagao direta entre quantida-
des de DNA r e de RNA r, detectada em alguns mutantes "bobbed",
sugere a atuagao de mecanismos reguladores (SHERMOEN & KIEFER,
1975) . Os autores basearam-se em exemplos conhecidos de regula-

¢ao da transcrigao em D. melanogaster e na falta de exemplos na

turais de controle do processamento do RNA para propor a exis-
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téncia de uma regiao cromossOmica externa e adjacente ao DNA r,
a qual afetaria sua transcricao.

Por outro lado, foi analisado um mutante "bobbed"
cujo contelldo de DNA r e cuja atividade sintética de RNA r nao
diferem dos da linhagem selvagem (MARRAKECHI, 1974). Como os da
dos indicaram também uma degradacao especifica do RNA r 28S no
processamento do precursor, o autor admitiu a existéncia de um
defeito qualitativo na molécula transcrita.

Indicagao de mecanismos reguladores atuando em
outro nivel que nao o do nimero de moldes disponiveis para trans

cricao foi tamhém apresentada no caso, ja referido, da variagao

de tamanho do nucléolo em Ambystoma (SINCLAIR & cols., 1974).

Os métodos de coloragao pela prata também eviden
ciaram mecanismos de regulaqao dessa natureza, em alguns organis
mos. No homem, embora o DNA r tenha sido detectado, por hibrida
¢ao "in situ", em todos os cromossomos acrocéntricos (WARBURTON
& cols., 1976), os métodos de coloragao pela prata mostram cro
mMOSSOmMOS COm pouca ou nenhuma coloragao, sugerindo a possibili-
dade de que esses resultados sejam decorrentes de uma proporgao
de NOs inativos que nao se coram apesar da presenca do DNA r
(TANTRAVAHI & cols., 1976; MILLER & cols., 1977).

MILLER & cols. (1977) observaram que o numero de
acrocéntricos humanos corados pela prata varia entre as células
de um mesmo individuo, sendo que Os cromossomos nao corados nao
ocorrem ao acaso. Esses autores obtiveram nlumeros modais de
acrocéntricos corados, por individuo, que variaram de 5 a 9
amostra analisada. Também variou a intensidade de coloragao
ra um mesmo cromossomo e entre diferentes cromossomos. Os auto
res interpretaram esses resultados como decorrentes, em parte,
da diferencga de contelldo de DNA r, mas em parte, como efeito da

regulagao da expressao desses genes.
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O estudo de hibridos trouxe informagoes importan
tes sobre os mecanismos reguladores da atividade organizadora
nucleolar ao nivel da transcrigao. Tornou-se evidente, por exem
plo, a existéncia de domindncia do organizador nucleolar nesses
individuos.

A dominancia nucleolar foi descrita em hibridos
vegetais (de Salix, WILKINSON, 1944; de Ribes, .KEEP, 1962; de
Crepis, NAVASHIN, 1934, em DURICA & KRIDER, l9f8: WALLACE & LAN
DRIDGE, 1971; DOERSCHUG & cols., 1976), em hibridos animais (de
Xenopus, BROWN & BLACKLER, 1972; HONJO & REEDER, 1973; CASSIDY

& BLACKLER, 1974; de Drosophila, BICUDO & RICHARDSON, 1977; DU-

RICA & KRIDER, 1977, 1978), e em hibridos celulares somaticos
homem/roedores (ELICEIRI & GREEN, 1969; MARSHALL & cols., 1975;
CROCE & cols., 1977; MILLER & cols., 1976a, b; BRAMWELL & HAND-

MAKER, 1971).

Nos casos analisados, em que a hibridagao & pos-

sivel em ambas as diregoes de cruzamento, a origem especifica

do NOR dominante manteve-se a mesma. Por exemplo, em hibridos

Xenopus laevis/X. mulleri,o DNA r amplificado, nos ovocitos, &

o de X. laevis, mesmo quando proveniente do pai. Essa indepen-

déncia do DNA r amplificado, em relagdo a origem especifica da
mae, permitiu que se pudesse atribuir a um mecanismo de cOpia
cromossomica, a amplificagdo que ocorre nos ovocitos, eliminan-
do-se a possibilidade de amplificagao a partir de um epissomo

que envolveria heranga citoplasmatica (BROWN & BLACKLER, 1972).
A maneira nao linear com que o DNA r se acumula, durante a am-
plificagao, sugere que as copias cromossOmicas sejam sintetiza-
das por um mecanismo de "cascata" ("cascade"), em que as molécg
las de DNA r amplificadas servem de molde para a replicagao se
guinte (BROWN & BLACKLER, 1972). Nesses hibridos de Xenopus, a

dominancia nucleolar manifesta-se também nos tecidos somaticos;
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neles, o RNA r transcrito & o de X. laevis (HONJO & REEDER,1973;
CASSIDY & BLACKLER, 1974).

Nos hibridos de Drosophila melanogaster e D. si-

mulans ocorre, nos neuroblastos, supressao da constrigao nucleo

lar do cromossomo X de D. simulans, também independentemente da

diregao de cruzamento. A dominancia nucleolar foi observada em
80 a 100% das céelulas examinadas (DURICA & KRIDER, 1977).
A situagdo verificada nos hibridos interespecifi

cos vegetais & semelhante a essa. Nos hibridos de Crepis capil-

laris e C. dioscorides ocorre supressdao da constrigao secunda-

ria associada com a formagao do nucléolo, do cromossomo deriva-

do de C. dioscorides (DOERSHUG & cols., 1976). Neste caso foram

efetuadas medidas do contelido de DNA r das espécies parentais e
hibridos, as quais indicaram que a hibridagao ndao altera o nume
ro de genes ribossomicos. Segundo os autores, esses resultados
sugerem que a supressao do organizador nucleolar deve ocorrer
ao nivel da transcrigao.

Resultados diferentes foram obtidos em Drosophi-

la melanogaster, D. simulans e seus hibridos. As fémeas hibri-

das apresentaram aproximadamente 73 genes acima do valor pre-
visto a partir das medidas das espécies parentais, podendo,esse
aumento, representar uma resposta a deficiéncia funcional (DURI
CA & KRIDER, 1977).

Os hibridos Ribes nigrum/R. grossularis mostra-

ram auséncia de constrigdo secundaria de R. nigrum e um unico
nucléolo no final da divisdo celular. Em algumas células foi
visto um pequeno nucléolo adicional associado ao cromossomo de

R. grossularis (KEEP, 1960, 1962).

A perda de constrigdo satélite foi também obser-
vada nos hibridos Fy de varias espécies de Salix, tendo sido pos

sivel, em alguns casos, diagnosticar a espécie parental cujo sa
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télite foi suprimido (WILKINSON, 1944). Em Fyor porém, a ativida
de nucleolar foi normal, sugerindo que o efeito da hibridacao
nao se estende além da primeira geragao.

Em todos esses casos, configura-se uma situagao
de repressao alélica, em que a presenga do DNA r de uma espécie
suprime a atividade do DNA r da outra.

Nos hibridos melanogaster/simulans, a expressao

da dominancia nucleolar & dependente da preseng¢a de um Cromosso °

mo X de D. melanogaster. A constrigao nucleolar aparece no X de

D. simulans, em machos hibridos XO, nos quais o X de D. melano-
gaster esta ausente (DURICA & KRIDER, 1977). Um estudo poste-
rior em que deficiéncias heterocromaticas em torno ou incluindo
o NO dos cromossomos X e Y foram utilizadas, indicou, porém,que

a presenga do NO de melanogaster e insuficiente para estabele-

cer a domindncia nucleolar. Esta depende da presenga de pelo me
nos uma regiao heterocromatica, localizada na regidao proximal

em relagao ao NO do cromossomo X e distal em relagao ao NO do

cromossomo Y. A expressao da dominancia nucleolar nesses hibri

dos, ndo resulta, portanto, de uma relagdao entre os proprios
DNAs ribossomicos (DURICA & KRIDER, 1978).

Em hibridos de Xenopus, tanto o citoplasma como
o DNA r de X. laevis podem reprimir a atividade do DNA r de X.
mulleri (HONJO & REEDER, 1973). Mas, enquanto a repressao na pre
senga de DNA r de X. laevis & permanente, -a repressao exclusiva
mente pelo citoplasma dessa espécie & transitoria.

Nos heterocarions homem/rato, ambos os tipos de
RNA r 28S estao presenté% nos sincarions, porém, ocorre elimina
¢do cromossOomica e supressao da atividade do DNA r de uma das
espécies (ELICEIRI & GREEN, 1969; BRAMWELL & HANDMAKER, 1971;
MARSHALL & cols., 1975; MILLER, 1976b). A origem especifica do

DNA r suprimido variou com a origem especifica dos cromossomos
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eliminados. Nos sincarions que eliminaram preferencialmente cro
mossomos de rato, os organizadores nucleolares humanos permane-
ceram ativos; nos sincarions ém que cromossomos humanos foram
eliminados, apenas RNA r 28S de rato foi produzido.

Os resultados foram atribuidos a um efeito da
proporgao de certos cromossomos humanos e de rato, determinando
a origem especifica do organizador nucleolar a ser suprimido
(MILLER & cols., 1976b). Os organizadores nucleolares da espe-
cie que teve cromossomos eliminados, mesmo presentes nao sao
ativos; o método AG-AS mostra ausencia de coloragao nesses Cro-
mossomos.

Da mesma maneira que nos hibridos celulares ho-
mem/rato, heterocarions homem/hamster produzem RNA r 28S de am
bas as formas parentais, enquanto os sincarions que eliminaram
cromossomos humanos contém apenas RNA r 28S de hamster (MARS-
HALL & cols., 1975).

Aparentemente, constitui regra geral nos sinca-

rions homem/roedores, que somente sejam ativos os genes DNA r

da espécie cujos cromossomos sao retidos predominantemente.

Os trabalhos mencionados mostraram a Iexisténcia
de varios processos que visam dotar os organismos de niveis de
RNA r compativeis com sua atividade, atuando diferentemente em
diferentes organismos, tipos celulares e fases do desenvolvimen
to. Algumas vezes sao mecanismos utilizados normalmente, outras
vezes sao mecanismos de reserva, acionados apenas para corrigir
distorgoes e cuja existéncia, em alguns casos, revela-se mais
facilmente atravées dos hibridos.

Os estudos realizados em Drosophila mulleri, D.

arizonensis e seus hibridos sugeriram que processos descritos

em diferentes organismos podem fazer parte do sistema regulador

de reserva de uma unica espécie e podem ser acionados de acordo
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com as exigéncias do momento (BICUDO & RICHARDSON, 1977).0s_hi
bridos das espécies mencionadas apresentaram, simultaneamente,do
minancia interespecifica do sistema regulador do NO e ativagao
de um organizador nucleolar secundario associada a amplificacao
génica.

As observagoes efetuadas nos cromossomos polité-
nicos das glandulas salivares desses hibridos mostraram que, em
bora nas fémeas e machos de ambas as espécies ocorra uma asso-
ciagdo evidente do cromossomo X ao nucléolo, nas fémeas hibri-

das um Gnico X, o de arizonensis, mostra essa associagdo. Nos

machos hibridos, um dos elementos do par de microcromossomos sO
fre uma amplificacao de até mais de 4 vezes seu contelido normal
de DNA. Ao mesmo tempo, esse microcromossomo amplificado passa
a mostrar uma associagao muito frequente com o nucléolo. As ve-

zes, um corpiisculo semelhante ao nucléolo aparece ligado ao mi

crocromossomo amplificado, quando este n3ao se encontra associa-

do ao nucléolo normal.
Essas observacoes foram interpretadas como indi-
cativas de uma domindncia do sistema regulador do organizador

nucleolar de D. arizonensis sobre o de D. mulleri. Como os cru-

zamentos das duas espécies sd produzem descendentes na direcao

femeas mulleri X machos arizonensis, todos os machos hibridos

sao portadores do cromossomo X de mulleri. Se a domindncia ocor
resse apenas ao nivel dos organizadores nucleolares e nao ao ni
vel do sistema regulador do mesmo, o°'X de mulleri deveria assu
mir inteiramente a fungao de organizador nucleolar nesses ma-
chos. No entanto, um microcromossomo (ha alguma evidéncia de que

se trata do microcromossomo de arizonensis) sofre um processo de

amplificacao e passa a atuar como um organizador nucleolar secun
dario.

Os autores admitiram que o cromossomo X e O micro
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cromossomo de D. arizonensis contém cistrons ribossdmicos e o si

tio regulador da supressao do NO de D. mulleri e que o NO loca-

lizado no microcromossomo de D. arizonensis é regulado pelo cro

mossomo X da mesma espécie.

O presente trabalho contém resultados obtidos
posteriormente, com dois objetivos principais: (1) Testar hi
poteses aventadas no trabalho anterior e ampliar as informagoes
sobre os fendmenos observados, (a) pela andlise dos descenden-

tes de retrocruzamentos das femeas hibridas F, (mulleri/arizo-

ik

nensis) com as espécies parentais, em preparagoes citoldgicas

coradas pela orceina lacto-acética e (b) pela hibridagao "in si
tu" DNA/RNA r de fémeas hibridas F, e espécies parentais; (2)
Verificar se o padrao de regulagao da atividade organizadora nu

cleolar observado nos hibridos mulleri/arizonensis repete-se to

tal ou parcialmente, ou mostra novas facetas, em hibridos des-
sas espécies com outras do mesmo complexo, em preparagoes cito-

10gicas coradas com orceina lacto-acetica ou com nitrato de pra

ta. Por esta andlise pretendeu-se, também, verificar se o padrao

de regulacao da atividade organizadora nucleolar sofreu modifi-

cagoes no processo de diferenciagdo das espécies analisadas.
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II. MATERIAIS E METODOS

A. Espécies e linhagens analisadas

A procedéncia das linhagens representantes das
seis espécies analisadas consta da Tabela 1. Todas foram obti-
das dos estoques do Genetics Foundation, na Universidade do Te
xas, em Austin, U.S.A..

A manutengao dessas espécies, em nosso laboratd

rio, tem sido feita em meio de cultura de banana e agar-agar,e

i temperatura de 20°C + 1°c. os experimentos foram realizados

i essa temperatura e a 25°C + 1%c.

B. Métodos de obtengao das larvas

O presente trabalho foi baseado na analise de
preparagoes citologicas de glandulas salivares e céerebro de
larvas. Foram analisadas larvas obtidas diretamente dos esto-
ques, larvas hibridas Fl e larvas produzidas por retrocruzamen
tos de fémeas hibridas F, com machos parentais.

As larvas hibridas F, foram obtidas por dois pro

1
cessos: (a) cruzamentos "em massa", em vidros de 1/4 de litro,
e (b) cruzamentos "em massa", em caixas de populagao. O segun-
do processo & particularmente adequado para obtengdo de larvas
hibridas interespecificas, por duas razoes: primeiro porque um
numero maior de casais pode ser utilizado, aumentando a produ-
tividade (ver dados comparativos dos dois métodos em BICUDO &
RICHARDSON, 1978); e segundo porque, devido a maior facilidade

de observagéo, pode-se controlar melhor o grau de maturidade

das larvas e, consequentemente, aproveitar um maior numero de
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TABELA 1.

Relagao das espécies analisadas e sua procedéncia

Espécie

Procedéncia

mulleri

arizonensis

mojavensis

aldrichi

navajoa

wheeleri

Guayalejo, Tamazunchale, Mexico

Guayalejo, Tamazunchale, México

Baja California, Mexico

Austin, Texas, U.S.A.

Navajoa, Méexico

Arroyo Solloro, Baja California, México

5

6

l'unesp
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las no estadio adequado ao preparo das laminas. Assim, os cruza
mentos em frascos de 1/4 de litro foram utilizados para as com
binagdes interespecificas que produzem hibridos mais facilmente,
enquantc os cruzamentos em caixas de populagao foram utilizados
para as combinagaes que produzem hibridos com dificuldade.O pri
meiro tipo de cruzamento envolveu o uso de 20 a 40 casais por
frasco, e o segundo,o uso de 200 a 600 casais por caixa.A maior
parte desses cruzamentos foi mantida a 20°C + 1°C. Fémeas e ma -
chos permaneciam separados até a idade de 7 a 10 dias, quando
eram preparados oOs cruzamentos.

As caixas de populagao utilizadas neste trabalho
sdo caixas de acrilico incolor medindo 20 cm de lado na base e
16 cm de altura. Apresentam 4 aberturas na base e outra em uma
das paredes laterais, todas com diametro de 5,5 cm. As caixas
tém peés de 8 cm. As aberturas da base adaptam-se, com fita ade
siva, placas de petri plasticas, contendo meio de cultura, as
quais sao trocadas no intervalo de tempo que se desejar (troca-
mos a cada 72 horas,neste trabalho). A abertura lateral serve
para introduzir as moscas e para arejamento atraves de um orifi
cio na rolha, fechado com tela. A tampa da caixa & parafusada e
pode ser removida para limpeza.

Os retrocruzamentos envolveram duas das seis espé

cies analisadas -D. mulleri e D. arizonensis- e foram utiliza-

dos em dois grupos de experimentos. No primeiro deles, oOs cruza
mentos foram inicialmente preparados "por casal" em tubos de

aproximadamente 10 cm de altura por 2 cm de diametro, sendo 50

casais formados por féemeas F, e machos arizonensis,e 50, por fé

meas F1 e machos mulleri. Apdos 15 dias, como nao produzissem
descendentes, os casais foram reunidos em grupos de 10 (cruza-
mentos "em massa"), deixados em tubos por 3 dias, e transferi-

dos para vidros de 1/4 de litro. Apenas nos tubos nasceram des
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cendentes. O segundo teste de retrocruzamentos foi realizado

com femeas F, e machos arizonensis em um total de 70 casais cru

zados "em massa" e mantidos em caixa de populagao.
C. Métodos de preparagao das laminas

Neste trabalho foram utilizadas 3 técnicas citold
gicas: 1. Coloragao pela orceina lacto-acética; 2. Coloragao pe
lo nitrato de prata; e 3. Hibridagao "in situ" com RNA ribosso-
mico. Nos 3 casos as preparagoes citologicas foram feitas por
esmagamento das glandulas salivares e cérebros larvais,obedecen
do a processos diferentes conforme a técnica a que se destinavam.

As larvas utilizadas para laminas de glandulas sa

livares foram as do 39 estadio do desenvolvimento, na sua fase

mais adiantada. Nessa fase, que precede a formagao do puparium,

os espiraculos anteriores das especies do complexo mulleri sao

amarelos. As larvas utilizadas para laminas de cérebro foram as

do 39 estadio inicial.

1. Coloragao pela orceina lacto-acetica

Para esta téecnica, o procedimento foi o seguinte:
dissecgao da larva em solugao fisiologica de Shen (NICOLETTI,
1959) ou de Demerec (DEMEREC & KAUFMANN, 1945); transporte das
glandulas salivares para solugao 3:1 (3 partes de etanol e 1 de
acido acetico) por 2 minutos aproximadamente; transporte das
glandulas para orceina lacto-acética (solugao a 2%) por 1 minu-
to; transporte para solugdo aquosa de acido latico a 50%, por 3
minutos; ruptura das glandulas em 2 ou 3 partes com o auxilio
de estiletes, seguida de esmagamento na propria solugao de aci-
do latico, entre lamina e laminula; luto da l3mina com esmalte

de unhas incolor.
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O preparo das laminas de cérebro obedeceu ao mes
mo procedimento, intercalando-se dois passos entre 1 dissecgao
e a fixagcao em etanol acético (3:1): permanéncia por 10 minu-
tos em solugao aquosa de colchic;na (Colchicine Houdé) a 10 ug/
ml, seguida de 10 minutos em solugao hipotdnica de KCl a 0,4%.

Outra técnica, mais simples, foi tambem utiliza-
da para glandulas salivares com bons resultados: dissecgac em
Shen ou Demerec; transporte das glandulas para orceina lacto-
acetica (2%), por 2 minutos; transporte para solugao aguosa de
acido latico a 50%, por 10 minutos, seguindo-se esmagamento en

tre lamina e laminula e a lutagem.
2. Coloracao pelo nitrato de prata

0 preparo das laminas para coloragao pelo nitra-
to de prata e para hibridagao "in situ" obedeceu a um mesmo
procedimento: dissecgao em solugao de Shen ou Demerec; trans-
porte para solugdo 3:1, por 2 minutos; transporte para solugao
aqudsa de acido latico a 50%, por 3 minutos; transporte para
acido acetico em solugao aquosa a 45%, e imediato esmagamento,
no proprio acido acético, entre lamina e laminula. O esmagamen
to foi feito como indicado por ATHERTON & GALL (1972), batendo-
se, delicadamente, com a ponta de um lapis-borracha sobre a la
nminula colocada sobre a lamina e envolta em papel de filtro, e
acompanhando-se, ao microscopio, o grau de distensao dos cro-

mossomos. Atingida a distensdao adequada, procedeu-se ao aqueci

mento em placa aquecedora a aproximadamente 45°c, durante 1 mi

nuto. A laminula foi retirada com auxilio do nitrogénio liqui-
do. Os passos seguintes foram: permanéncia por 15 minutos em
solugdo 3:1, por 10 minutos em dlcool 70, 5 minutos em alcool
95 e 12 horas ou mais no alcool 100, seguindo-se secagem ao ar.

Para as tecnicas de coloragao pelo nitrato de
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prata e hibridagao "in situ" foram tambem utilizadas preparagdes
de cérebros larvais. Essas preparagoes foram feitas do seguinte
modo: dissecgao da larva em solugao fisioldogica, transporte do
cerebro para solugao aquosa de colchicina a lO,ug/ml, por 10 mi
nutos, transporte para solugao hipotdnica de KCl a 0,4%, por 10
minutos, seguindo-se 3 minutos em solugao 3:1 e esmagamento em
solugao de acido acetico a 45%. A laminula foi retirada com au
x1lio do nitrogénio liquido e os demais passos foram idénticos
aos descritos bara as glandulas salivares.

No preparo de parte das laminas utilizadas para
coloragao pelo nitrato de prata foi eliminada a passagem pelos
alcoois antes da secagem.

As laminas de vidro empregadas nas preparagoes
que seriam submetidas a coloragao pelo nitrato de prata e a hi
bridagao "in situ" foram recobertas por uma camada de gelatina.
O procedimento para gelatinizagao consiste em limpar as laminas

previamente, fervendo-as em solugao de acido cloridrico a 0,1 N,

por 10 minutos e secando-as ao ar; e, posteriormente, em submer

gi-las em um banho preparado pela mistura de 2 solugoes: (a)
0,10 g de gelatina dissolvida em 50 ml de agua quente, e (b)
0,01 g de alimem de cromo dissolvido em 50 ml de agua. O banho
deve ser mantido morno durante o uso. Segue secagem ao ar.

Foram empregados dois métodos de coloragao pelo
nitrato de prata: o método Ag-AS, de GOODPASTURE & BLOOM (1975),
e que & fundamentalmente semelhante ao AS-SAT de HOWELL & cols.
(1975); e o metodo Ag-I, de BLOOM E GOODPASTURE (1976). O pri-
meiro método utiliza 3 solugdes: (a) solugcao aquosa de nitrato
de prata a 50%; (b) solugao de prata amoniacal, preparada pela
dissolugdo de 4 g de nitrato de prata em 5 ml de agua e acrescen
tando-se 5 ml de hidroxido de amonia concentrado; e (c) solugao

aquosa de formalina a 3%, neutralizada (pH 7.0) com cristais de
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acetato de sddio e ajustada ao pH 4.5 com acido £ormico. Empre
gou-se agua deionizada em todas essas solugoes.

As solugoes a e b sao mantidas em frasco escuro,
a 4°C, e devem ser filtradas imediatamente antes do uso. A co
loragao & feita pingando-se algumas gotas da solugdo a na lami-
na que e colocada sob um foco de luz forte, durante 10 minutos.
A técnica original recomenda a utilizagao de uma lampada foto-
grafica de 2.800°K que foi substituida, porem, por uma lampada
de 150 W colocada em uma estufa ligada a 60°C. A laminula &, en
tao, removida em agua deionizada. Colocam-se, agora, sobre o ma
terial, 2 gotas da solugao b, 2 da solugao ¢ e a laminula. A co
loragao dourada aparece rapidamente (menos de 1 minuto) e deve
ser acompanhada ao microscopio. Atingida a_colorag&o deséjada,
lava-se a lamina em agua deionizada e faz-se a montagem perma-
nente.

O método Ag-I produz os mesmos resultados e apre
senta vantagens sobre o Ag-AS por ser muito mais simples e por
permitir um melhor controlg da intensidade de coloragao,pois es
ta se processa muito mais lentamente. Esse metodo envolve ape-
nas o uso de algumas gotas da solugao aquosa de nitrato de pra
ta a 50%, sobre o material, na la3mina. Esta € recoberta pela la

minula e colocada em estufa a 37 ou 45°C, em placa de petri con

tendo papel de filtro umedecido com agua deionizada. A 45° - a

coloragao ocorre em aproximadamente 4 horas, e, a 37°C, em 8 a
12 horas. Porem, esses tempos variam com o material utilizado.
Introduzimos uma pequena modificagao nessa tecni-
ca Ag-I: algumas gotas de acido acetico a 45% eram pingadas so
bre o material, na lamina, e escorridas (nao totalmente secas)
antes de colocar a solugao de prata a 50%. Sem este procedimen-

to, os tempos acima mencionados ficam mais longos.
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3. Hibridagao "in situ" com RNA ribossémico

A hibridagao "in situ" entre o DNA e o RNA ribos
somico foi realizada, basicamente, conforme a técnica de WIMBER
& cols. (1974), com algumas modificagoes sugeridas por SZABO
(publicadas, por exemplo, em SZABO & cols., 1977).

As laminas, preparadas da forma descrita anterior
mente, foram reidratadas através de serie de alcoois, decrescen
te em concentragao (70, 50 e 30%, 5 minutos cada) e secas ao ar.
Seguiu-se tratamento por incubagao com RNAse (concentragao enzi
matica 100 ug/ml em solugdo 2XSSC), por duas e meia horas,d tem
peratura ambiente, lavagem em 2XSSC (4 banhos de 3 minutos cada),
desidratagao em série crescente de alcoois (70, 95 e absoluto,3
minutos cada), e secagem ao ar.

A solugao 2XSSC foi preparada com 87,6 ml de solu
¢ao de cloreto de sodio a 1,5 M, 44,1 ml de citrato. trissodico
a 0,15 M e completando 5 litros com agua destilada.

A déhaturagﬁo foi feita por aquecimento em presen
‘¢a de formamida. Apds adigao de 0,03 ml da solugado de hibrida-
cao (RNA ribossdmico marcado + 2XSSC + formamida) sobre o mate
rial em cada lamina, e cobertura com laminula, as 1éﬁinas fo-
ram colocadas em placas de petri em cujo fundo havia sido posto
papel de filtro umedecido com 10 ml da solugac formamida a 50%
+ 2XSSC (l1l:1) e incubadas por 22 horas a 40°c. Ao fim da incu-
bagao, a laminula foi retirada, as laminas foram lavadas 4 ve-
zes em 2XSSC (5 minutos cada) e tratadas com RNAse por 2 horas
e meia, a temperatura ambiente. Seguiram-se 3 banhos em 2XSSC,
passagem por alcool 70% e 95% (5 minutos cada) e secagem ao ar.

As laminas foram reveladas 90 dias apos a cobertura com emulsao

autorradiografica (Kodak NTB), tendo sido utilizado o revelador

Kodak D-19. Para coloragao do material foi utilizado o Giemsa.
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O RNA ribossomico, isolado de Drosophila melano-

gaster, e contendo as fraqaes 18S e 28S marcadas com 1125, foi

fornecido pelo Dr.Dale M. Steffensen,da Universidade de Illinois.

A atividade especifica foi estimada em aproximadamente 70 X 106

dpm/ug.

Esta parte do trabalho foi realizada na Universi-
dade do Texas, em Austin, em colaboragao com o Dr. R. H.
Richardson, quando de meu estdgio em seu laboratorio, em 1975 e’

1976.

D. Numero de larvas analisadas

O numero de larvas cujas glandulas salivares fo-

ram analisadas variou entre as diferentes tecnicas. A orceina

lacto-acética foi utilizada em, no minimo, 40 e no maximo 60

‘larvas de cada combinagao interespecifica, alem de 10 a 30 lar-

vas, de cada sexo, das espécies parentais. A técnica de colora-
¢ao pelo nitrato de prata foi aplicada a um minimo de 5 e um ma
ximo de 10 larvas de cada sexo, em cada espécie parental e nas
combinagoes interespecificas. A hibridacdo "in situ" foi reali-
zada em 30 laminas, incluindo individuos dos estoques mulleri e

arizonensis e seus hibridos.

Dos retrocruzamentos, foram analisadas as glandu-
las salivares de 51 individuos, em dois experimentos, utilizan-
do, em ambos os casos, a técnica de coloragao com orceina lacto-
acetica.

Na analise de cromossomos mitoticos foi aplicada
a tecnica da orceina lacto-acética a cérebros de 5 larvas de ca
da sexo, obtidas de cada espécie parental e seus hibridos.A téc
nica da coloragao pelo nitrato de prata foi aplicada a um total

aproximado de 30 cérebros larvais, das diferentes espécies e
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seus hibridos. E a-hibridaqao "in situ" foi aplicada a 6 larvas

de cada sexo das espécies mulleri e arizonensis e seus hibridos.

E. Fotografias

As fotografias do presente trabalho foram tiradas
em um Fotomicroscopio II Zeiss, utilizando filme Kodak Panatomic
X 32 ASA. O papel fotografico empregado nas copias a partir das'
quais foram preparadas as montagens foi o Kodak F-4. Para as c§
pias das montagens foram utilizados também o F-2 e o F-3.

No desenvolvimento deste trabalho foram tiradas

aproximadamente 1500 fotomicrografias, das quais 164 foram uti-

lizadas no preparo das figuras que compOem a presente teée.

A escala, nas figuras, corresponde a 10 microme-

tros. A presengca de escala em um sO0 componente da montagem sig-

nifica que a escala &€ a mesma para os demais componentes.

Nas -figuras foram utilizados os seguintes simbo-

los: MU = mulleri; AR = arizonensis: AL = aldrichi; WH = wheele-

ri; NA-= navajoa; MO = mojavensis; nu = nucléolo.
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A. Caracterizacgao das espécies analisadas

1. Taxoricmia

As espécies de Drosovnhila, utilizadas no presente

trabalho, pertencem ao complexo mulleri do subgrupo de mesmo no
me, do grupo repleta.
WASSERMAN {1962) incluiu 12 espécies no complexo

mulleri: mulleri, aldrichi, mojavensis, arizcnensis, wheeleri,

longicornis, ritae, martensis, pachuca, propachuca, desertorum

e tira. Entretanto, calcula-se que o0 numero de espécies do com
plexo, hoje conhecidas, deva situar-se em torno de 20 ( R. H.

RICHARDSON, informacao pessoal). As novas espicies, porém, nao
foram ainda descritas. Entre elas inclui-se D. navajoa, que ana

lisamos no presente trabalho.

2. Distribuicao geografica
A maior parte das espécies 3o subgrupo mulleri es

tao associadas a cactos, razao pela qual sua area de distribui-

cdo é dependente da distribuicao desses vegetais. Das espécies

analisadas no presente trabalho, sabe-se, por exemplo, que D.

mojavensis € uma espécie cactifilica estrita, alimentando-se e

cruzando-se somente em caules em decomposicao de certos cactos.

Encontra-se associada principalmente a&s espécies Lamaireocereus

thurberi e Machaerocereus gummosus, embora também tenha sido co

letada, em numero reduzido, em Carnegiea gigantea, Opuntia spp

e Rathbunia alamonensis (HEED & cols, 1968) . Drosophila mejéven-
sis foi também encontrada, na natureza, associada aos cactoes

Equinocactus acanthodes (PATTERSON & CROW, 1940) .
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Drosophila arizonensis foi obtida, em numero ele

vado, a partir de Myrtillocactus geometrizans (RICHARDSON &

SMOUSE, 1976; BICUDO & RICHARDSON, 1978). Mas foi tambem obtida

a partir de Rathbunia alamonensis, Lamaireocereus thurberi, Fe-

rocactus, Oountia, moranga, e frutas citricas (HEED & cols,1968).

Tanto mojavensis como arizonensis sao, portanto,

especies polifagas, com alguns hospedeiros em comum. Convém sa
lientar, porém, que nesses hospedeiros comuns, quando o numero
de exemplares coletados de uma das espécies e elevado, o da ou

tra e muito reduzido. Por exemplo, em amostras de Rathbunia,

HEED & cols. (1968) obtiveram 790 arizcnensis e 20 mojavensis,e

em Lamaireccereus, 113 mojavensis e 3 arizonensis.

Drosophila mulleri utiliza espécies de Opuntia,

como a 0. lindheimeri. FlutuagOes estacionais no tamanho da

pulagao de D. mulleri acompanham o tempo de frutificacao des-
sas plantas (PATTERSON, 1943; PATTERSON & WAGNER, 1943).

Drosophila aldrichi utiliza os frutos do® cactos

Opuntia, como ocorre com D. mulleri, mas, esta ultima espécie

tambem habita outros frutos e vegetais (HEED, 1957; FELLOWS &
HEED, 1972).

De modo geral, as espécies analisadas neste tra
balho ocorrem, predominantemente, ao sul dos Estados Unidos da
América do Norte e no México. De acordo com PATTERSON & STONE
(1952), as areas de distribuigdo de D. mulleri e D. aldrichi su
perpoem-se no Texas e no nordeste do Mexico. Entretanto, ainda
de acordo com os mesmos autores, a distribuig¢do de mulleri vai
alem da de aldrichi, na direg¢do leste, atingindo a Fldorida, en-
quanto a distribuigdo de aldrichi ultrapassa a de mulleri na di

regao sul do México. Drosophila mulleri foi, posteriormente, co

letada em Kingston (Jamaica) e no Estado americano de Nebraska,

e T

localizado ao norte do pals (WASSERMAN,
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foi registrada na Australia, onde espécies de género Opun-

foram introduzidas (MULLEY & BARKER, 1977).

Drosophila arizonensis ocorre nos Estacdos de Ari

zona e Novo Mexico, U.S.A., e no Estado de Sonora, Méexico
(PATTERSON & STONE, 1952). Essa especie foi tambem coletada na
Baja California, Mexico (WASSERMAN, 1962) e no Texas (BICUDO &
RICHARDSCON, 1977, 1978).

Drosophila wheeleri foi coletada na California,

U.S.A., e em Sonora, Méexico (PATTERSON & ALEXANDER, 1952).
A espécie D. navajoa, ainda ndo descrita, ocorre

no Mexico, tendo sido coletada na localidade que lhe deu o nome.

3. Hibridagao em laboratorio
A tabela 2 contem dados existentes na literatura,

referentes aos cruzamentos férteis das espéecies em estudo no

presente trabalho. Pode-se verificar que os resultados de tes-

tes de hibridagao entre mulleri e arizonensis obtidos por CROW

. (1942) e PATTERSON (1947) de um lado, e por BICUDO & RICHARDSON

(1977, 1978) de outro, nao concordam: enquanto os testes reali-
zados pelos primeiros autores produziram apenas machos, os rea-
lizados pelos ultimos autores produziram fémeas e machos. Essa
nao concordancia de resultados pode ser decorrente da diferenca
dos métodos utilizados, bem como da diferenca quanto & procedén
cia das linhagens intercruzadas (BICUDO & RICHARDSON, 1978).
WASSERMAN (1954) mencionou, inclusive, nao ter conseguido obter
hibridos entre as duas espécies.

Entre todas as possibilidades de hibridagao en-
volvendo as espécies em estudo, algumas foram selecionadas, ten
do em vista um dos objetivos do presente trabalho que era o de
verificar se outras espécies do complexo mulleri comportam-se,

em cruzamentos com D. mulleri, da mesma forma que D. arizonen-
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TABELA 2. Dados existentes na 1literatura, sobre a hibridacao,
laboratorio, das espécies estudadas no presente trabalho.

mulleri; AR = izonensis; AL = aldrichi; MO = mojavensis;

wheeleri; £ = fémea; m = macho; F = fertil; S = estéril.

Cruzamento Resultado Autor (es)
£ m

CROW (1942); PATTERSON (1947)
BICUDO & RICHARDSON (1977, 1978)
PATTERSON & CROW(1940); CROW (1942
PATTERSON & CROW (1940)
PATTERSON & ALEXANDER (1952)
PATTERSON & ALEXANDER (1952)
CROW (1942)

PATTERSON & CROW (1940)

CROW (1942); METTLER (1957)

CROW (1942); METTLER (1957)
PATTERSON & ALEXANDER (1952)
PATTERSON & ALEXANDER (1952)
PATTERSON & ALEXANDER (1952)
PATTERSON & ALEXANDER (1952)

PATTERSON & ALEXANDER (1952)
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sis, quanto ao organizador nucleolar (BICUDO & RICHARDSON,1977).

Com esse objetivo, foram entao cruzadas com D. mulleri, as espé

cies mojavensis, aldrichi, wheeleri e navajoa. Com o objetivo

de obter informag¢oes quanto a possiveis diferencas de comporta-
mento do organizador nucleolar, dependentes da direg¢ao de cruza

mento, foram intercruzadas mojavensis e arizonensis.

Dos intercruzamentos selecionados, os de maior

produtividade sao os de D. arizonensis com D. mojavensis. As

duas direg¢des desse cruzamento produzem um grande nimero de des
cendentes fémeas e machos, os quais s3o férteis na diregao fé-

measmojavensis X machos arizonensis, mas os machos sao estéreis

no reciproco. Na diregdo fémeas mojavensis X machos arizonensis

a produtividade e aparentemente tao boa quanto a dos cruzamen-
tos intraespecificos.

A produtividade de mulleri X mojavensis segue-se,

em ordem decrescente, a de arizonensis X mojavensis. A postura

de noventa femeas, em 3 cruzamenios em massa (30 casais cada),
com uma transferéncia para meio de cultura novo, pro
duziu, no espago de 20 dias, 308 descendentes adultos, sem com-
putar as 50 larvas utilizadas no preparo de laminas. Ja em mulle-

ri X arizonensis, BICUDO & RICHARDSON (1978) obtiveram,

caixa de populagao fundada com 400 femeas e 600 machos,
vas hibridas, em 20 dias de manutengao. Desse total, 46 larvas
foram utilizadas para o preparo de laminas, e as demais produzi

ram 80 adultos. Tanto mulleri X arizonensis como mulleri X moja-

vensis sdao férteis apenas na diregao que envolve fémeas mulleri.

As fémeas hibridas de ambos os cruzamentos sao férteis, enquan-
os machos sao estéreis.
A produtividade de larvas dos cruzamentos mulle-

ri X navajoa € semelhante a de nulleri X arizonensis. Entretan-

to, o numero de adultos produzidos por mulleri X navajoa e acen
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tuadamente menor que o do outro cruzamento. Neste caso tambeémn,
somente a direcao que envolve femeas mulleri & fértil,mas a ge-
ragao Fy e constituida apenas de fémeas adultas. Estas ndo pro
duziram descendentes em cruzamentos com machos mulleri.

A produtividade dos cruzamentos mulleri X wheele-

ri foi inferior aos anteriores. Essas espécies intercruzam-se
nas duas diregoes, produzindo apenas fémeas estéreis na direcdo
femeas wheeleri X machos mulleri, e fémeas férteis e machos es- .
téreis no reciproco. A produtividade também difere nas duas di
regoes. PATTERSCN & ALEXANDER (1952) obtiveram, de 200 casais,
em cruzamentos em massa, 28 descendentes fémeas na direcao fe-
meas wheeleri X machos mulleri, e 54 fémeas e 71 machos na dire
¢ao reciproca. No presente trabalho obtivemos 18 fémeas e 28 ma
chos (computando larvas e adultos), de uma caixa de populagao
contendo, aproximadamente, 200 casais, na decorrer de 20 dias.

Entre todos os intercruzamentos analisados,porém,

o mais dificil de obter € o que envolve mulleri e aldrichi. Es-

tas espécies produzem descendentes apenas na diregdo fémeas mu-

lleri X machos aldrichi, embora PATTERSON (1947) tenha verifica

do a ocorréncia de inseminagcdao das fémeas aldrichi quando cruza
das com machos mulleri. Os hibridos, fémeas e machos, sao esté
reis. Em uma caixa de populagao contendo aproximadamente 200 ca
sais, conseguimos obter 18 larvas, no decorrer de 20 dias de ma
nutencao.

A inexistencia de dados anteriores, relativos a
navajoa,torna oportuna a descrigao mais detalhada de algumas ob
servagoes relativas aos hibridos obtidos em cruzamentos dessa
espécie com mulleri. yma delas refere-se & mortalidade desses hi
bridos, constatada nas fases de larva e de pupa. Aproximadamente

30% das larvas morre antes de atingir a fase do 39 estadio em
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que o0s espiraculos anteriores tornam-se amarelos. As larvas
"anormais" paralisam o desenvolvimento mas continuam a crescer
em tamanho, muitas superando as "normais" quanto a esse aspecto.
Tornam-se pouco ativas, movimentando-se lentamente e chegam a
permanecer no 39 estadio inicial entre 4 e 5 dias, quando nor-
malmente ficariam aproximadamente 24 horas nessa fase. Ao mor-
rer adquirem uma coloragao marron escura, quase preta.

Embora ndo se possa excluir a existéncia de = fé .
meas entre as larvas que se comportam da maneira descrita, en-
tre elas devem predominar os machos, pelas seguintes razdes: 1.
A maioria das larvas coletadas para analise citoldgicas (3? es-
tadio adiantado) compunha-se de fémeas. 2. Entre as larvas ma-

cho da fase de espiraculos anteriores amarelos analisadas, algu

mas eram muito grandes e apresentavam também as glandulas sali-

vares muito desenvolvidas. 3. Esses cruzamentos interespecificos
produzem apenas fémeas adultas.

A anadlise citoldgica de algumas larvas anormais
mostrou cromossomos muito alterados e muitas inclusoes citoplas
maticas. Foi possivel analisar 0 sexo da larva pelo cromossomo
X em apenas 8 casos, mas todas eram machos. Esta observacao po-
de ser tomada como um 49 argumento para admitir que, entre os
individuos que morrem antes do 39 estadio adiantado, devem pre
dominar os machos.

Entretanto a mortalidade entre as fémeas hibridas

mulleri/navajoa & também bastante acentuada, pois embora um na-

mero elevado de descendentes femeas na fase de larva possa ser
obtido desse cruzamento, o numero de féemeas adultas produzidas
e muito pequenc. A mortalidade das fémeas deve manifestar-se,
portanto, predominantemente, na fase de pupa.

Foram coletadas 43 pupas hibridas das placas de

petri apostas as caixas de populacao e transvortadas cuidadosa-
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mente para um frasco de 1/4 de litro contendo meio de cultura.
O frasco foi mantido a mesma temperatura em que vinham sendo
mantidas as caixas de populacao (20°% + e Apenas 5 feémeas

adultas foram obtidas a partir dessas pupas, 0 que da uma morta
lidade aproximada de 89% nessa fase do desenvolvimento. Os adul
tos obtidos apresentaram uma peculiaridade: 4 das 5 fémeas ti-
nham as asas abertas e o corpo encurvado (Figura 1), assemelhan
do-se a disposic¢ao das asas do mutante Dichaeta, descrito em

BRIDGES & BREHME (1944). O mutante Dichaeta, em Drosophila mela-

nogaster, apresenta uma inversido no cromossomo X e & letal nas

fémeas, em homozigose.

A mortalidade dos hibridos mulleri/navajoa obti-

dos A temperatura de 25°C + 1°¢c, aparentemente nio difere da ob
servada nos hibridos obtidos a ZOOC + loc. Entretanto, a 25°C

nenhuma fémea apresentou a alteracao das asas verificada a 20°¢.
Esses resultados permitem admitir a possibilidade de que varia

gaes da temperatura, nos limites analisados, nao alteram a via-

bilidade dos hibridos, mas alteram a manifestagao de determina-

dos efeitos deccrrentes das interag¢des genéticas interespecifi-
cas. Esse problema requer, porem, um estudo mais detalhado para
confirmacgao.

Dois cruzamentos em massa, com 20 casais cada,fo
ram preparados nas duas dire¢oes de cruzamento, envolvendo nava-

joa e arizonensis. Esses cruzamentos nao produziram descenden-

tes.

4. Hibridagao natural

Drosophila mulleri e D. aldrichi sdo simpatricas

no sul do Texas e suas larvas utilizam os mesmos frutos do cac
tos Opuntia. HEED (1957) tentou detectar hibridagao natural en

tre as duas espécies pela ocorréncia de reagao de inseminagao
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FIGURA.1l. A. Fémea mulleri. B, C, D. Fémeas hibridas mulleri/

navajoa. Em B e C, a implantagao das asas &€ anormal e o corpo

ligeiramente encurvado.
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em fémeas coletadas na natureza. O meétodo ndo permitiu, ao au-

tor, chegar a uma conclusao satisfatoria sobre a existéncia ou

nao de hibridagao natural entre essas especies. PATTERSON (1947),

entretanto, havia identificado machos hibridos naturais que eram
produzidos quando a proporgcao de machos aldrichi constituia pe

lo menos 1/3 da populagao masculina total (mulleri + aldrichi).

Como mencionamos anteriormente, as femeas e os machos hibridos
dessas duas espécies sdao estéreis.

Drosophila mulleri e D. arizonensis superpoem

suas areas de distribuicdo, mas, embora em laboratorio seu iso-

lamento seja menor que o de mulleri X aldrichi, hibridos natu-

rais das duas espécies ndao sao conhecidos (BICUDO & RICHARDSON,

1977) .

As espécies arizonensis e mojavensis apresentam,

em laboratorio, isolamento ainda menor que qualgquer das espé—
cies mencionadas. METTLER (1957), NAGLE & METTLER (1969) e NA-

GLE (196°) obtiveram inclusive introgress3o em populacoes de la

Jboratdrio fundadas com as duas espécies. Mas, também no caso

dessas espécies, hibridos naturais sao desconhecidos.
Essa ausencia de hibridos naturais de ‘espécies
simpatricas que se cruzam em laboratdorio indica a existéncia,na

natureza, de outros mecanismos de isolamento efetivos na separa

¢ao das mesmas. No caso de D. arizonensis, D. mojavensis e D.
mulleri, esses mecanismos podem estar envolvidos cem a selegéo
de habitat, pois d;ferentes géneros de cactos sao utilizados por
essas especies como sitios de oviposigao e substratos larvais

(FELLOWS & HEED, 1972; RICHARDSON & SMOUSE, 1976).
5. Distincao do sexo na fase larvaria

Em todas as espéecies analisadas neste trabalho,&

possivel distiguir o sexo das larvas pelo tamanho das gonadas.
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Os primdrdios dos testiculos sao bem maicres que os dos ovariocs
e podem ser vistos por transparéncia da parede do corpo das lar
vas, da mesma forma descrita por DEMEREC & KAUFMANN (1945) para

D. melanogaster. Nos hibridos em estudo,porém, excetuando-se oOs

descendentes do cruzamento arizonensis X mojavensis,esse proces

so de distingcao do sexo nao pode ser utilizado; neles, os pri

mordios dos testiculos confundem-se, pelo tamanho, com os ova-

rios. BICUDO & RICHARDSON (1978) ja haviam mencionado esse pro

blema com reféncia aos hibridos mulleri/arizonensis, atribuindo-

o & malformacao das gdonadas masculinas em consequéncia da hibri
dacao; os machos adultos, hibridos dessas duas especies, apre-
sentam testiculos menores e paragdnias maicres que as espécies

parentais.

6. Constituigao cromossdmica
a. Analise intraespecifica
A configuracao metafasica dos cromossomos cere-

brais de mulleri, arizonensis e aldrichi foi analisada por

WHARTON (1943), e a de wheeleri, por PATTERSON & ALEXANDER(1952).
Todas essas espécies tém 6 pares de cromossomos, sendoc 5 acro-
céntricos e um par de MicCrocromossomos.

Desconhegco qualquer analise anterior dos cromos-
somos metafasicos de navajoa. Suas caracteristicas sdao as mes-
mas verificadas para as demais espécies (Figura 2).

Os cromossomos salivares de mulleri, mojavensis

e aldrichi foram primeiramente analisados por PATTERSON & CROW
(1940) e CROW (1942). As observagoes dos autores referem-se
principalmente a comparagoes interespecificas quanto ao parea-
mento cromossomico, que classificaram como pobre, bem como a au
séncia de grandes rearranjos cromossdomicos nos hibridos mulleri/

aldrichi. Referem-se também a presenga de algumas inversoes nos
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hibridos mulleri/mojavensis, nos quais o pareamento tambem foi

considerado pobre,e ao pareamento bom e a presenca de varias

versGes nos hibridos mojavensis/arizonensis.

Um estudo mais detalhado do ordenamento cromoss

mico intra e interespecifico foi realizado por WASSERMAN (1954,
1962) , abrangendo as espécies analisadas no presente trabalho,
com excegao de navajoa. Intraespecificamente todas as espécies
mostraram completa homozigose cromossdmica.

Posteriormente, METTLER (1963) constatou polimor

fismo cromossomico em D. mojavensis, resultante de duas inver

sOes paracéntricas no cromossomo 2 (a que chamou LP e BA) e uma
no cromossomo 3 (denominada MU). Baseado na distribuicgao dos
arranjos cromossomicos, o autor descreveu duas ragas cromossomi

cas para essa espécie: mojavensis (dos Montes Chocolate, Cali-

fornia, USA) e baja (dos estados mexicanos de Baja California,

Sonora e Sinaloa). As populagoes polimcrficas eram todas prcce

dentes da Baja California. JOHNSON (1973) ampliou a area de co

leta da espécie, procurando determinaros limites da distribui-
cdo das inversdes e suas frequéncias.

A analise cromossomica intraespecifica, realiza-
da no presente trabalho, confirmou a homozigose anteriormente ve

rificada por WASSERMAN para mulleri, aldrichi, wheeleri e arizo-

nensis, embora as linhagens utilizadas por aquele autor tivessen
origem geografica diferente das nossas (eram respectivamente de
Austin, Texas, USA, Humboldt, Nebraska, USA, e Kingston, Jamaica;
San Pedro, México; Arcadia, California, USA; Fairbanks e Patago
nia, Arizona, USA, e Baja California, México). Por outro lado,
mostrou que navajoa € tamb2@m homozigota para todos Os cromosso-
mos.

Quanto & linhagem de mojavensis da Baja Califor

nia, analisada neste trabalho, verificou-sc que também & polimor
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fica, apresentando uma inversao heterozigota no cromossomo 2(Fi
gura 3A) e outra no cromossomo 3 (Figura 3B). A inversao do cro

mossomo 3 € a mesma MU descrita por METTLER (1963). A inversao

do cromossomo 2, porém, nao corresponde as inversdes LP ou BA

descritas por aquele autor. Parece, porém, conferir com a des-
crigao da inversao 2s, apresentada por WASSERMAN (1954). O alti
mo autor admitiu a ocorréncia das inversoces a que chamou 2q, 2r
e 2s, no processo evolutivo que teria originado o cromossomo 2

de mojavensis a partir de arizonensis. A confirmagao de que se

trata realmente da inversao mencionada indicara que essa linha-
gem, na sequéncia estabelecida por WASSERMAN, & ancestral das
demais linhagens da espécie, ja analisadas.

Outro aspecto novo nesta analise cromossomica in
traespecifica refere-se d detecgdo de uma deficiéncia e de uma

adigao de material cromossOmico em arizonensis. A deficiéncia

foi observada, em heterozigose, na extremidade distal do cromos
somo 5, em uma larva fémea tomade do proprio estoque. A adigao
foi detectada, também em heterozigose, na extremidade distal do
cromossomo 4, em dois individuos, sendo uma fémea e um macho,am
bos descendentes de um retrocruzamento entre uma fémea hibrida

mulleri/arizonensis e um macho arizonensis. Tanto a larva féemea

como a larva macho, portadoras da adigao, eram homozigotas para

0 cromossomo 4 originado de arizonensis.

A deficiéncia e a adigao foram encontradas em

cromossomos originados do mesmo estoque de arizonensis, mas os

fendmenos foram observados com um intervalo de dois anos.

Na Figura 4, as fotos 4B a 4D mostram a deficién-
cia e as fotos 4F a 4H mostram a adigao. Os padroes de banda
normais do cromossomo 5 e do cromossomo 4 s3o vistos, respecti-
vamente, nas fotos 4A e 4E. A foto 4B sugere a auséncia de uma

banda terminal. No entanto, a foto 4D mostra uma banda aparente
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FIGURA 3. Inversoes heterozigotas em mojavensis. A. Cro-

mossomo 2. B. Cromossomo 3. As setas menores indicam 0s
pontos de quebra, e as maiores, a extremidade distal dos
Cromossomos.
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FIGURA 4. Deficiéncia e adigao em arizonensis. A-D. Cromosso-

mos 5. A. Cromossomo normal. B, C, D. Cromossomos heterozigotos
para deficiéncia da banda espessa apontada pela seta. Em C,a ex
tremidade distal do cromossomo encontra-se despareada. E-H.Cro
mossomos 4., E. Cromossomo normal. F, G, H. Cromossomos heterozi
gotos para adigao de material. Nas fotos E-F, a seta aponta a

faixa que 83 aparentemente, extrema nos cromossomos normais.
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mente recobrindo a extremidade final de ambos os homdlogos (o de-
ficiente e o normal), indicando tratar-se de auséncia de uma ban
da subterminal.

Quanto a adigcao de material, pode-se verificar,pe
las fotos 4F e 4G, que ela ocorre acima da banda que é, aparente
mente, a mais extrema no cromossomo normal. No entanto, a foto
4H também sugere a existéncia de uma faixa comum aos dois homdlo

gos, recobrindo o material adicional.

b. Analise interespecifica
WASSERMAN (1954, 196C, 1962) determinou a sequén-
cia de bandas das espécies do complexo mulleri, por ele analisa-

das, comparativamente & sequéncia de D. repleta, tomada como pa-

drao. O autor verificou que aquelas especies diferem desta por 3

inversces homozigotas no cromossomo X (inversoes Xa, Xb, Xc),por

2 inversoes homozigotas no cromossomo 2 (inversoes 2a, 2b),e por

‘1 inversao homozigota no cromossomo 3 (inversao 3b). Os cromosso

mos 4 e 5 ndo diferem dos de repleta e o 6 (microcromossomo) nao
foi comparado.

0 estudo comparativo do ordenamento cromossomico
entre as espécies do complexo mulleri foi feito, por WASSERMAN
(1954, 1962), pela analise de hibridos interespecificos, exceto

para mulleri/arizonensis. Neste caso, as inversoes interespecifl

cas foram deduzidas a partir da observagao dos hibridos mulleri/

mojavensis e arizonensis/mojavensis, pois o autor nao conseguiu

obter descendentes em cruzamentos de mulleri com arizonensis. Os

resultados mostraram que entre as espécies em estudo neste traba
lho, algumas partilham inversdes homozigotas que permitem dife-
rencia-las dasoutras especies. Essas inversoes distribuem-se da
seguinte maneira:

Cromossomo X: mojavensis - homozigota para a inversao Xe; demais
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especies homozigotas para o arranjo padrao.

Cromossomo 2: mulleri, aldrichi e wheeleri - homozigotas para as

inversoes 2c, 2f, 2g, 2h, 2i; mojavensis - homozigota para as in
versSes 2c, 2f, 29, 2h, 2q, 2z, 2s.

Cromossomo 3: mullerij., aldrichi wheeleri - homozigotas para as

inversoes 3a e 3c; arizonensis - homozigota para a inversdo 3b;
\\

mojavensis - homozigota para as inversdes 3a e 3d.

Cromossomos4 e 5: nenhuma das espécies apresentou inversdes nes-

tes cromossomos.

Cromossomo 6 (microcromossomo): n3do foi comparado por WASSERMAN.

De acordo com METTLER (1963), porem, o cromossomo 6 nao foi sub-
metido a modificag¢oOes na evolugdo do grupo repleta.
No presente trabalho constatamos pareamento cro-

mossOmico ruim em todos os hibridos, exceto arizonensis/mojaven-

sis, como havia sido mencionado por autores que nos precederan.

Nos hibridos arizonensis/mojavensis, o pareamento & quase tdo

bom como o detectado intraespecificamente. Neles ocorre assina-

pse nos microcromossomos e em algumas secgoes da extremidade pro

ximal dos outros cromossomos. As extremidades distais e alguns
pontos intermediarios apresentam despareamento com frequéncia
baixa.

Figuras de inversao foram detectadas em todos os

hibridos, exceto mulleri/wheeleri e mulleri/aldrichi, também con
firmando observagOes anteriores. Essas inversdes, simples ou mal
tiplas, ocorrem em um ou mais dos pares cromossomicos X, 2 e 3.

Os hibridos mulleri/navajoa mostraram inversoes

interespecificas nos cromossomos 2 e 3. Os demais cromossomos
apresentaram um pareamento deficiente, mas nenhuma figura de in-
versao.

Dessa maneira, permanece valida, para as espécies

do complexo mulleri, a observagao de WASSERMAN quanto a preserva
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¢ao do ordenamento das bandas dos cromossomos 4 e 5.

Entretanto, verificamos que o cromossomo 4 apre-
senta uma diferenciagao interespecifica referente a algumas ban

das localizadas na secgao A, do mapa de WASSERMAN (1954). Em mu-

1

lleri, wheeleri, navajoa e aldrichi, essa regido & constituida

por duas bandas. Na primeira espécie, ambas aparecem fundidas

na maioria dos individuos, formando uma banda unica, espessa

("doublet"), enquanto nas outras espécies ocorre o inverso, is

to @, a maioria dos individuos mostra as duas bandas isoladas.
Essa diferenca pode ser vista na Figura 5 A a D, que se refe-
re aos individuos dos estoques (cbservagdo intraespecifica), e
nas Figuras 6 A, B e 7, que se referem aos hibridos interespe
cificos. A banda diferenciadora do cromossomo 4 de wheeleri po
de ser observada nas Figuras 5 B e 7, mas a duplicidade da
mesma esta mais evidente na Figura 7. Quanto a aldrichi, visua-
liza-se melhor as duas faixas do "doublet" na Figura 5 D que na
6 .

As espécies mojavensis e arizonensis, porém,aprg

sentam uma substituicao da faixa dupla do cromossomo 4, por 3
faixas, aparentemente devido a substituicao da mais distal do
"doublet" por duas delgadas. Quanto a banda menos distal, verifi

ca-se que € mais espessa em mojavensis que em arizonensis. Essa

diferenciagdo das duas espéecies em relagao ds demais, e das duas
entre si, pode ser vista nas Figuras 5 E, F e 6 C, D.

O padrao de bandas do microcromossomo das espécies
analisadas nao difere, confirmando as observagces de METTLER
(1963), no que se refere a essas espécies.

BICUDO & RICHARDSON (1977) verificaram a existén
cia de uma diferenciagao no padrao de bandas dos cromossomos X

de mulleri e arizonensis. A diferenciagao, facilmente diagnosti

cavel nas femeas hibridas, refere-se a regiao cromossomica pro
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FIGURA 5. Bandas diferenciadoras do cromossomo 4. A. mulleri;

B. wheeleri; C. navajoa; D. aldrichi; E. mojavensis; F. arizo-

nensis.
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FIGURA 6. Bandas diferenciadoras do cromossomo 4 nos hibridos

interespecificos. A. mulleri X navajoa. B. mulleri X aldrichi.

C. mulleri X mojavensis. D. mulleri X arizonensis. A seta indi
ca o cromossomo de mulleri.
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FIGURA 7.
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Bandas diferenciadoras do cromossomo 4 no hibrido mu-

lleri/wheeleri. A seta indica o cromossomo de mulleri.
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ximal correspondente as secg¢oes F. a H do mapa citoldgico de WA-

5
SSERMAN (1954). Essa regiao nao pareia nos hibridos das duas es
pécies. Além disso, BICUDO & RICHARDSON verificaram diferenca,

entre as duas espécies, quanto a espessura de uma banda locali

zada na secgao F, do mesmo cromossomo. Essas diferengas morfold

gicas foram utilizadas por aqueles autores para reconhecimento

da origem especifica dos cromossomos X nas fémeas hibridas.

A Figura 8 apresenta um estudo comparativo do pa
drao de bandas da regiéé proximal do cromossomo X, envolvendo
agora fémeas das 6 espécies analisadas neste trabalho. A regido
comparada abrange as secgoes F, a H do mapa de WASSERMAN (1954).
Nessa figura, os tragos ligam bandas ou grupos de bandas morfo-

logicamente correspondentes.

Os cromossomos de arizonensis (AR), wheeleri (WH),

mojavensis (MO) e aldrichi (AL) mostram padrao de bandas corres

)

pondente, diferenciando-se do de navajoa (NA) apenas quanto as

ultimas bandas da regido proximal (Secgao H, no mapa de WASSER-
MAN, 1954). O cromossomo X de mulleri (MU), porem, diferencia-
se de todos os demais por uma extensdao maior da regido proximal,

a mesma que diferencia aquela espécie, de arizonensis, conforme

BICUDO & RICHARDSON (1977) (Secgoes Fg a H). Essas diferengas fo
ram utilizadas no reconhecimento da origem dos cromossomos X

nas femeas hibridas interespecificas descendentes de cruzamentos
entre mulleri e as demais espécies analisadas neste trabalho.

A forma da extremidade proximal e o padrao de pu
fes foram também elementos auxiliares no reconhecimento cromos-
somico. Na Figura 9 sao apresentadas, como exemplo, duas fémeas
hibridas em que esse reconhecimento pode ser facilmente realiza

do. Trata-se de uma fémea mulleri/navajoa (Figura 9A) e de uma

fémea mulleri/arizonensis (Figura 9B). Na Figura 9A, o aspec-

to da base de ambos os cromossomos e o pufe apontado pela seta
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FIGURA 8. Padrao de bandas da regidao proximal do cromossomo X,

visto em larvas fémeas no estadio de espiraculos anteriores ama
relos. Os tragos ligam as bandas ou feixes de bandas morfologi-
camente correspondentes, das diferentes espécies. Simbolos con-
forme item E de Materiais e Méetodos.
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FIGURA 9. Regido proximal do cromossomo X em fémeas hibridas.

A. Fémea mulleri/navajoa. A origem especifica é reconhecivel pe

lo aspecto da ponta e pelo pufe apontado pela seta. B. Fémea
hibrida mulleri/arizonensis. A origem do X & reconhecivel pelo

aspecto da ponta, pelo pufe (seta curta) e pela banda marcadora

(seta longa).
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permitem reconhecer sua origem especifica.Na Figura 9B, além do
aspecto da base e do pufe apontado pela seta curta,existe a ban
da marcadora (apontada pela seta longa), descrita por BICUDO &
RICHARDSON (1977), que & visivelmente mais espessa no X de ari-
zonensis que no de mulleri.

Embora a espessura da banda marcadora seja um
elemento valido para ¢ reconhecimento do cromossomo X de arizo-
nensis nas fémeas hibridas dessa espécie com mulleri, a Figura
8 nao mostra diferenca entre as 6 espécies quanto a essa banda
(nessa Figura, a banda marcadora e a ligada pelo trago distal ex
tremo) . Ocorre que, um estudo intraespecifico mais detalhado mos

trou ser, o espessamento da banda marcadora do cromossomo X de

arizonensis » de origem fisiologica e restrito ao cromossomo

X dos machos dessa espécie. Nas fémeas hibridas, apesar da exis

téncia de dois X, o de arizonensis atua, quanto a essa banda,co

mo se estivesse sozinho, da mesma forma que nas células dos ma
chos daquela espécie. A Figura 10 mostra a banda marcadora em

um X de macho arizonensis (10A) e um X de macho mulleri (10B).

A diferenca de espessura & ainda mais acentuada nos cromossomos
X da fémea hibrida anteriormente apresentada na Figura 9B.Um es
tudo mais detalhado desse problema, com aplicacao de métodos de
coloragao especificos para DNA, RNA e proteinas, encontra-se em

andamento.

B. Outras observagoes sobre a regulagao do organizador nucleolar

em D. mulleri e D. arizonensis e seus hibridos.

1. Em laminas de individuos obtidos de retrocruzamen
tos, coradas pela orceina lacto-acéetica.

Neste trabalho foram realizados dois experimentos

de retrocruzamentos, ambos envolvendo fémeas hibridas mulleri/
r —_—— e
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FIGURA 10. Banda marcadora no cromossomo X. A. Macho arizonen-

sis. B. Macho mulleri.
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arizonensis. No primeiro deles, as femeas foram cruzadas com ma

chos das duas espécies parentais e, no segundo, com machos arizo-
nensis. O objetivo fundamental desses experimentos, ja apresen-
tado na Introducdo deste trabalho, foi verificar se os fendme-

nos observados em fémeas e machos hibridos F referentes ao

l.l"
cromossomo X, ao microcromossomo e ao nucléolo, repetir-se-iam

nas condigOes citologicas variaveis dos descendentes dos retro-

cruzamentos, criadas pela segregagao independente,nas fémeas Fl'

e pelos gendtipos paternos de origem especifica diferente.

Seqguem-se os resultados desses experimentos.

a. Primeiro Experimento: fémeas hibridas F, (mu-

i
lleri/arizonensis) X machos mulleri e arizo-

nensis
A Tabela 3 contém dados referentes aosretrocruza
mentos dessas fémeas hibridas com as duas espécies parentais. Ne
la constam o nimero de fémeas e machos descendentes analisados,

e os resultados da analise cromossdmica quanto 4 origem especi-

fica dos 6 pares de cromossomnos. Esta permitiu classificar os

descendentes em homozigotos e mistos, sendo a ultima classe for
mada pelos portadores de um ou alguns pares de Cromossomos em
homozigose e os demais em heterozigose. A Tabela mostra hcmozi-

gotos e mistos entre os descendentes de Fl X arizonensis, com

predominancia dos homozigotos; e apenas individuos mistos entre
0os descendentes de Fl X mulleri. Portanto, individuos portado-
res de todos os cromossomos em heterozigose nao foram observa-

dos nesse experimento.

Entre os individuos mistos, alguns eram portado-

res de cromossomos recombinantes interespecificos que foram dia

gnosticados e tiveram seus pontos de quebra determinados pelo

pareamento. Recombinacao foi detectada em todos os cromossomos,
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TABELA 3. Constituigao cromossdmica dos descendentes de retrocruzamentos das fémeas hibri

das Fy (mulleri X arizonensis) com machos arizonensis e mulleri. AR = arizonensis; MU = mu-

lleri.

Tipo de Sexo dos Total de indivi Constituicao Cromossdmica

Cruzamento Descendentes duos analisadcs homozigotos mistos

machos 10
fémeas 10
machos

féemeas

6 10 11 12 13 unesp“? 18 18 20 21 22 23 24 23 26 27

28

29

30
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menos no par 6, cujas dimensoes reduzidas dificultam esse tipo
de analise.

A maior variedade de tipos recombinantes foi ob-
servada nos cromossomcs 4, 5 e X. Os cromossomos 2 e 3, por se
rem portadores de inversoes interespecificas, apresentam peque-
na regiao livre a recombinacao nas extremidades proximal e dis
tal (ambos os cromossomos) e na regiao intermediaria (cromosso-
mo 3).

O cromossomo 2, portador de um complexo de inver
sOes superpostas, apresentou 3 tipos recombinantes, denominados

A, B, C, todos decorrentes de uma unica quebra (Figura 11).

tipo A foi observado em 4 individuos descendentes de Fy X MU;

tipo B, em 2 descendentes de F, X MU e 1 de Fy X AR; e o tipo

1
em 1 descendente de F, X MU.

£

O cromossomo 3, portador de duas inversoOes inte-
respecificas independentes, mostrou 4 tipos recombinantes deno-
minados de A a D (Figura 12). O tipo A & decorrente de duas que
bras, sendo uma na regido distal e outra na regiao intermedia-
ria, entre as duas inversdes. O tipo B & decorrente de uma  sO
quebra, aparentemente no mesmo ponto da regiao intermediaria de
terminante de A. O tipo C & resultante de uma quebra na regiao
proximal, e o tipo D, de uma quebra na regiao distal, aparente-
mente no mesmo ponto que determinou A. A deteccao de recombinan
tes resultantes de quebra na regiao intermediaria, entre as duas
inversoes, mostra que essas inversoes nao atuam de modo a impedir

a ocorréncia de recombinagao efetiva nesse trecho, como acontece

com algumas especies de Drosophila, nas quais ha indicagao de

uma associagao adaptativa das inversoes. Os recombinantes A, B
e D do cromossomo 3 foram encontrados uma unica vez, entre a des
cendéncia de F, X MU. O recombinante C foi encontrado duas ve-

zes entre a descendéncia de Fy X MU e uma vez entre a descendén
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FIGURA 1l. Recombinantes interespecificos do cromossomo 2. As setas, nesta figura e nas demais do
mesmo tipo, mostram os pontos de quebra localizados no mapa citoldgico apresentado por WASSERMAN
(1954).
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cia de Fl X AR.

No cromossomo 4 foram detectados 8 tipos recombi
nantes (Figura 13). Trés desses recombinantes resultaram de
duas quebras (tipos A, B, F), quatro, de uma s0 quebra ( tipos
C, D, E, H), e um de trés quebras (G) . Como os descendentes fo
ram analisados em uma Gnica geragaoc, a ocorréncia de quebras no
mesmo ponto dos cromossomos, em diferentes tipcs recombinantes,
e indicativa de predisposicao local para quebras. 0s Cromosso-
mos 4 mostraram aparente coincidéncia de guebra na regiao 83 em
3 tipos recombinantes (A, B, C), e nas regioes E, e Fy, em 2 ti
pos recombinantes (respectivamente, F, G, e B, D). Os tipos C,
D; Ee ¥ foram detectados duas vezes e os demais, uma sO vez,em
cruzamentos F, X MU. Os tipos D e E foram encontrados uma vez
em F1 X AR.

O cromossomo 5 mostrou 8 recombinantes diferen-

tes (Figura 14). Quatro sao resultantes de duas quebras (A, E,

G, H), 3, de uma quebra (C, D, F) e 1, de quatro quebras (B).

.Os tipos G e H sao complementares. Em 4 cromossomos recombinan-

tes ocorreu quebra na posigao D2/3 (tipos A, B, C D). Quebra na
regiao El resultou no tipo E e nos complementares G e H. O tipo
recombinante D foi encontrado uma Gnica vez nos cruzamentos Fl
X AR. Todos os demais foram encontrados em Fl X MU, tambem uma
sO vez.

No cromossomo X foram detectados 4 tipos recombi

nantes (Figuras 15 e 16). Trés sao resultantes de uma quebra (a,

B, C) e um (D), de duas quebras. Os tipos A e B sao conplementa
res e decorrentes de recombinagao no limite das secgoes B/C (se
ta a na Figura 13), que constitui um ponto de quebra frequente
nas especies parentais e nos hibridos Fl. Foi detectado um indi
viduo portador de cada um desses tipos (A e B) nos cruzamentos

Fl X MU e um individuo portador do recombinante B nos cruzamen-
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A seta acima do cromossomo ‘anonta a banda marcadora.

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 d 8 g 10 11 12 13 unespm? 18 18 20 21 22 23



o

[/

AN

i
LR Tayy
i

k] 3’

i

AL LTS
g

e 0.9!

A\
A\

“W

.\ " “\‘

s
nﬁaﬂd

J a)

(]
u,."

\
E\ﬁa
R

N

.'"2;
4<§§

FIGURA 16. H. Cromossomo X de fémea hibrida mulleri/arizonensis.

A, B, C, D. Cromossomos X recombinantes detectados entre os des-
cendentes dos retrocruzamentos. As setas indicam a localizagao

das quebras que originaram as recombinagodes.
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tos F, X AR. O tipo C, resultante de recombinagao na posigao Ey.
foi o mais frequente na amostra analisada, tendo sido verifica-

do em 3 individuos descendentes de F, X MU. O tipo D, resultan-

d

foi observado uma tGni-

te de duas quebras nas posigoes C4 e F4,

ca vez, na descendéncia de Fl X AR. Pode-se observar que todos

os recombinantes do cromossomo X resultaram de quebras localiza
das antes da banda marcadora, no sentido distal para proximal.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos na
analise de cada um dos pares autossdmicos das fémeas e machos
descendentes dos 2 tipos de retrocruzamentos, e os obtidos para
os cromossomos X das femeas. Os resultados quanto aos cromosso-
mos X dos machos deixam de ser apresentados dada a dificuldade
de reconhecimento da origem especifica dos mesmos; o aspecto di
fuso das bandas cromossoOmicas nesses machos fez com que,na maio
ria dos casos, nao houvesse seguranga na classificagéo com base
nos marcadores morfologicos.

Considerando-se o total de cromossomos analisa-
dos, predominaram, entre as femeas descendentes dos cruzamentos
F, X MU, os pares com cromossomos recombinantes, sobre os ho
mozigotos e os heterozigotos. As duas ultimas classes ocorreram
em igual nimero na amostra analisada. Entre os machos descenden
tes dos mesmos cruzamentos, também predominaram OS Cromossomos
recombinantes. O numero de homozigotos, porém, superou O numero
de heterozigotos.

Nenhum dos machos obtidos nos retrocruzamentos
Fl X MU apresentou cromossomo 6 amplificado. O X associava-se
ao nucléolo na maioria das células das glandulas salivares.

Entre os descendentes dos cruzamentos Fl X AR,da
da a predominancia quase que absoluta de individuos totalmente
homozigotos , os pares cromossomicos homozigotos foram os mais

frequentes. As duas uUnicas femeas mistas, da amostra analisada,




TABELA 4. Constituicao cromossdmica dos descendentes dos retro-

cruzamentos, considerando-se Os pares cromossomicos separadamen

te. F = fémeas; M = machos.

Tipo de Sexo Cromos NQ de pa Homozi Hetero- Recom
cruzamen somos res ana gotos zigotos binan
to lisados tes
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apresentaram 6 pares recombinantes e 2 heterozigotos, enquanto
0 Unico macho misto apresentou 2 pares heterozigotos e um recom
binante. Os cromossomos desse macho portador de caridtipo misto
estavam morfologicamente bastante alterados, na maioria das ce-
lulas. Seu microcromossomo nio pdde ser analisado.

Os resultados das Tabelas 3 e 4 mostraram, por-

tanto, que as femeas F, contribuiram diferentemente, no que se

1
refere a constituicao cromossdmica dos gametas, para a formagao

dos descendentes nos 2 tipos de retrocruzamentos. Os descenden-
tes de F, X mulleri caracterizavam-se por uma variabilidade cro
mossOmica muito maior que os de Fl X arizonensis.

A Tabela 5 destaca os resultados da anadlise dos

cromossomos X das fémeas descendentes dos retrocruzamentos. Nes
se experimento, foram analisadas 19 fémeas, sendo 9 descenden-

tes de F; X MU e 10 descendentes de F, X AR. Das 9 fémeas des-
cendentes do cruzamento Fl X MU, 3 eram homozigotas para esse
cromossomo, 1 era heterozigota e 5 eram recombinantes. Uma das
recombinantes efa heterozigota para a regiao proximal (tipo B).
Das 10 femeas descendentes de Fl X AR, o0 cromossomo X era homo-
zigoto em 8 e recombinante em 2, sendo, ambas as recombinantes,
homozigotas para a regiao cromossomica proximal.

A feémea heterozigota para o cromossomo X (sem re
combinacao) e a fémea recombinante heterozigota para a regiao
proximal do mesmo cromossomo, obtidas nos cruzamentos F1 X MU,
foram analisadas quanto a associagao desse Cromossomo com O nu
cleolo (Figura 17). Na fémea heterozigota, as celulas das glan-
dulas salivares mostraram um Unico elemento do par X associado
ao nucléolo (Figura 17C). Contudo, a ma qualidade dos cromosso-
mos impediu uma analise mais precisa quanto a origem especifica
do cromossomo associado ao nucléolo. A fémea portadora do X re

combinante heterozigoto na extremidade proximal permitiu, porém,
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TABELA 5. Constituicao do par de cromossomos X, quanto a& origem especifica, na descendéncia fe

minina dos retrocruzamentos de fémeas F, (mulleri X arizonensis) com machos mulleri e arizonen-

1
sis.

Cromossomos X
Tipo de Total de individuos Homozigotos Heterozigotos Recombinantes
homozigose heterozigose
proximal proximal

Cruzamento analisados

AVA
6 10 11 12 13 unespm? 18 18 20 21 22 23 24 23 26 27

28

29




FIGURA 17. Fémeas descendentes de retrocruzamentos de femeas Fl

(mulleri/arizonensis) com machos mulleri, mostrando associag&o

de um Gnico X ao nucléolo. A, B. Células de uma mesma fémea,por
tadora de cromossomo X recombinante tipo B. A seta longa aponta
a banda marcadora do X de arizonensis, e a seta curta aponta os

filamentos que unem esse cromossomo ao nucléolo. Em B, a regiao

proximal do X de arizonensis encontra-se pufada. C. Femea hete-

rozigota para o cromossomo X. A origem do X associado ao nuclég

lo ndo pode ser determinada nessa lamina.
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observar um unico X associado ao

nucléolo e verificar, também,

que O mesmo era O originado de arizonensis (Figura 17A, B). Nes

sa larva portadora de recombinagao no X, O0s cromossomos estavam

morfologicamente alterados em muitas células. Em algumas, a ex

tremidade proximal do cromossomo X de arizonensis estava trans-

formada em um enorme pufe, como o que caracteriza a extremidade

proximal do X nos machos parentais e hibridos (Figura 17B).

Quanto aos demais cromossomos, ambas as femeas

apresentavam a seguinte constituicao: fémea heterozigota para o

X — recombinante para os cromossomos 2, 3, 4 e 5 (respectiva-

mente, tipos A, D, B e G) e heterozigota para o microcromossomo;

fémea recombinante proximal para o X — homozigota para o cromos

somo 3; heterozigota para o 5 e o microcromossomo, e recombinan

te para o0 2 e 0 4 (respectivamente, tipos C e D).

Nas fémeas de ambos os retfrocruzamentos, os micro

cromossomos comportavam-se como os das fémeas hibridas F,, isto

l!
€, as vezes ligeiramente dissociados, mas sem amplificacao.

As outras 17 fémeas, homozigotas para o Cromosso

mo X ou recombinantes homozigotas para a regiao proximal = desse

cromossomo, mostraram, na maioria dos casos, a associagao obser

vada normalmente entre o X e o nucléolo nas espécies parentais.

Cinco das 17 féemeas, porém, apresentaram um numero variavel de

celulas das glandulas salivares com despareamento proximal do X

e ligagao bem evidente de um Unico X ao nucléolo.

A Figura 18 refere-se as observagoes efetuadas

nessas femeas. Das 5 fémeas, uma foi obtida no cruzamento de f§

meas Fl com machos AR ( Figura 18A, B) e 4 no cruzamento com ma

chos MU (Figura 18C-H). Na primeira fémea, o despareamento pro

ximal e associacgao de um Unico X ao nucléolo foram verificados

em 50% das celulas das glandulas salivares; nas demais, o feno-

meno foi observado em um minimo de 3 e um maximo de 10 celulas.



FIGURA 18. Féemeas descendentes de retrocruzamentos de fémeas F1

(mulleri/arizonensis) com machos das duas espécies parentais, por

tadoras de cromossomos X homozigotos ou recombinantes homozigotos
na regiao proximal. A a E. Regido proximal do cromossomo X despa
reada, mostrando associacao (indicada pela seta longa) de um uni-
co homologo ao nucléolo. O outro homélogo (indicado pela seta cur
ta) encontra-se associado a um autossomo (em A) ou livre (em B, D,
E). F a H. Regiao proximal do cromossomo X aparentando associagao
de um Unico homologo a um autossomo (indicada pela seta em F) ou

ao nucléolo (indicada pela seta em G e H), A, B. Fémea Fi X ma

cho AR. C a H. Feéemea Fl X macho MU.
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Nessas células, o cromossomo X nao associado ao nucléolo encon
trava-se aparentemente livre (Figura 18B, D, E) ou ligado a re

giao proximal de um autossomo (Figura 18A, C). Em algumas célu

las, o cromossomo X associado ao nucléolo mostrava também asso

ciagao a regiao proximal de um autossomo (Figura 18A, B, E).

Na Figura 18F, G, H, nao se observa despareamen-
to acentuado da regiao proximal do cromossomo X. A observacgao
cuidadosa mostra, porém, um Gnico cromossomo X associado a regi
ao proximal de outro cromossomo (Figura 18F) ou aos filamentos
que penetram no nucléolo (Figura 18G, H). Na Figura 18G, esses
filamentos apresentam-se em forma de leque.

A Tabela 6 contém a constituigao cromossdmica
completa das 5 fémeas em analise. Nao ha aparentemente, uma re-
lagao entre o comportamento do X e uma determinada constitui
¢ao cromossOmica, pois esta € muito variavel entre os indivi-
duos que apresentaram o fendmeno.

FenOmenos semelhantes aos observados nessas fé-
meas foram também vistos em uma fémea aldrichi obtida do esto-
que analisado. A descrigao dessas observagoes & aqui inserida
para efeito de comparacao (Figura 19). As quatro fotografias da
Figura correspondem a quatro células de uma mesma fémea.Em duas
das células verifica-se despareamento da regiao proximal do cro
mossomo X e associagao de um Unico X ao nucléolo (Figura 19A, B).
Em uma terceira célula (Figura 19C), embora nao haja despareamen
to na regiao proximal, aparentemente um uUnico X associa-se ao nu
cléolo. Finalmente, a Ultima ceélula (Figura 19D) mostra ligagao

de um sOo X aos autossomos 5 e 6.

b. Sequndo Experimento: fémeas hibridas F, (mulle

ri X arizonensis) X machos arizonensis.

Um segundo experimento de retrocruzamentos entre
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TARELA 6. Constituigao cromossomica das femeas descendentes de retrocru-

zamentos, homozigotas para a regiao proximal do X, e que apresentaram des

pareamento e associacao de um s6 membro do par ao nucléolo. A a D = tipos

recombhinantes; AR AR = homozigotos arizonensis; MU MU = homozigotos mu-

lleri; AR MU = heterozigotos.

Tipo de Cromossomos

Cruzamento 3 4
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FIGURA 19. Fémea aldrichi. A, B. Despareamento da regiao proxi

mal do cromossomo X e associagdo de um sO membro do par ao nuclé
olo. C. Filamento ligando, aparentemente, um sO X ao nucléolo.
D. Despareamento ténue da base do X e associagd@o de um s cromos

somo aos autossomos 5 e 6.
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fémeas Fl e machos arizonensis foi realizado com o objetivo de
verificar se os resultados obtidos no primeiro repetir-se-iam,

especialmente quanto a predominancia de homozigotos. Por outro
lado, tinhamos tambem a esperanca de poder diagnosticar a ori-
gem especifica do cromossomo X dos machos descendentes, O que
nao fora possivel no primeiro experimento. Uma caixa de popula-

-

cao preparada com 70 fémeas Fl e 70 machos arizonensis produziu,

no decorrer de um més de manutengao, 21 larvas que foram utili-
zadas para preparagoes citologicas, e 8 adultos. Das 21 larvas,
17 foram analisadas quanto aos cromossomos, sendo 9 fémeas e 8
machos; as outras 4 preparagoes apresentaram Cromossomos muito
alterados, razao pela qual foram descartadas. Entre os adultos
obtidos havia 7 fémeas e um macho.

Alguma mortalidade foi verificada entre as lar-
vas, nos diferentes estadios, inclusive no 39 estadio adiantado
(larvas de espiraculos anteriores amarelos). Um pequeno teste
mostrou que entre as pupas a mortalidade deve ser elevada:1l5 pu
pas transferidas para novo frasco deram origem a 5 adultos, sen
do 4 fémeas e um macho.

Os resultados deste 2?9 experimento diferiram dos
obtidos no primeiro. Todos os descendentes machos e fémeas ana-
lisados eram mistos quanto aos cromossomos.

Como no primeiro teste, excetuando-se o par 6,to
dos os demais apresentaram recombinantes. No cromossomo X, além

dos tipos A e C, detectados anteriormente, apareceu um novo ti-

po - E - , resultante de uma quebra Qnica, na posigao Cy (Figu

ra 20). Nessa posigao ocorreu tambem uma das quebras que deter-
minaram o recombinante D, descrito no primeiro experimento.

No cromossomo 2 apareceram os tipos A e C ja co
nhecidos do primeiro experimento, e dois novos tipos, D e E. O

tipo D & complementar de A, e o tipo E & resultante de quebras
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simultaneas nas posigaes A4 e FG/Gl' as quais, isoladamente,ori

ginaram os tipos A e C (Figura 21).

No cromossomo 3 foram observados os tipos C e D,
descritos anteriormente, e dois novos tipos - E, F -, sendo E
complementar de B, e F complementar de C (Figura 22).

No cromossomo 4 apareceram os tipos ja descritos
D, F e G, e 10 novos tipos denominados de I a R. Seis dos novos
tipos resultaram de duplo crossing, (I, J, M, O, P, R) e 4 de
um soO crossing (K, L, N, Q). Os tipos I, J, M e N sdo respecti-
vamente complementares de A, F, B e E (Figura 23).

No cromossomo 5, além dos tipos A, D e G, detec-
tados anteriormente, foram obtidos seis novos tipos, denomina-
dos de I a N. Destes, trés resultaram de 2 quebras simultaneas
(I, Me N), e os demais de apenas uma (J, K e L) (Figura 24).

Reunindo os dados obtidos no primeiro teste de
retrocruzamentos com MU e AR, e os dados deste segundo teste, ©
numero total de tipos recombinantes obtidos, por cromossomo,foi
0 seguinte: 5 no cromossomq X, 5 no cromossomo 2, 6 no Cromosso
mo 3, 18 no cromossomo 4, e 14 no cromossomo 5.

Na Tabela 7 encontra-se a origem especifica dos

cromossomos X e 6 das larvas fémeas e machos analisadas no segun

do teste, descendentes de femeas Fl e machos arizonensis.Nos ma
chos, o reconhecimento da origem do X & apenas parcial, isto &,
refere-se a regiao proximal, a partir da banda marcadora. Nao
ha marcadores que permitam reconhecer a origem especifica do
restante do cromossomo. Em outras palavras, nao se pode detec-
tar recombinantes do cromossomo X nos machos. A classificacgao
desses cromossomos como oriundos de uma ou outra especie, refe-
re-'se, portanto, apenas a extremidade proximal.

Entre as nove fémeas analisadas, havia trés homo

zigotas para os cromossomos X e 6, uma homozigota para o X e he
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FIGURA 21. Recombinantes interespecificos do cromossomo 2.
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Recombinantes interespecificos do cromossomo 3.
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terozigota para o 6, duas heterozigotas para O X e para o 6, €
trés portadoras de cromossomos X recombinantes (heterozigotos
para a regiao proximal) e de cromossomos 6 em homozigose.

Essas fémeas confirmaram as observagoes anterio-
res no que se refere a associacao entre o cromossomo X e O nu-
cléolo, e no que se refere a morfologia dos Microcromossomos.
As fémeas heterozigotas para o cromossomo X ou recombinantes he
terozigotas para a regiao cromossomica proximal, mostraram um

sd X ligado ao nucléolo: o X originado de arizonensis. Os micro

cromossomos eram normais em todas as fémeas analisadas.

O comportamento dos cromossomos X e 6, portanto,
independeu da constituigdo dos demais cromossomos, que apresen-
taram as mais variadas combinagaes de homozigotos, beterozigotos
e recombinantes (Tabela 8).

Entre as oito larvas macho analisadas, havia _ 6
diploides e 2 aneuploides portadoras de 3 miCroCromossomos (Ta-

bela®7). Uma das larvas diploides apresentava o X de arizonen-

sis e os microcromossomos em homozigose; tres, o X de arizonen-

sis e O0s microcromossomos em heterozigose; uma, o X de mulleri
e os microcromossomos em heterozigose. A sexta larva diploide
apresentava 0s microcromossomos em heterozigose; o cromossomo X,
porém, estava muito alterado e tinha as bandas muito ténues, di
ficultando.a verificagao da origem especifica pela morfologia.
Entretanto, o aspecto normal dos microcromossomos e a frequén-

cia elevada de ligagao do X com o nucleolo, por muitos filamen-

tos, sugerem tratar-se do X de arizonensis. Os machos aneuploi-

des eram portadores de cromossomos X de arizonensis e trés mi-

crocromossomos, sendo dois de arizonensis e um de mulleri. A de

dugao quanto a origem dos microcromossomos, nos aneuploides,foi

baseada na constituicdo cromossdmica dos pais (fémea heterozi-

gota e macho arizonensis) e no pareamento dos micCrocromossomos
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TABELA 7. Constituigao,quanto aos cromossomos X e microcromossomos,

das larvas analisadas no segundo experimento de retrocruzamentos de

femeas Fl (mulleri X arizonensis) com machos arizonensis. A,CE =

tipos recombinantes. Demais simbolos como na Tabela 6.

Sexo das Cromossomos Cromossomos Numero de

larvas X 6 larvas

Femeas AR
MU
MU

AR

Machos AR

AVA
AVATAL

7 8 g 10 11 12 13 unespw? 18 19 20 21 22 23 24

25

26

2

28

29

30



TABELA 8. Constituig3o cromossémica das fémeas obtidas no segundo experi

mento de retrocruzamentos (fémeas Fl X machos arizonensis). A a L = ti-

pos recombinantes. Demais simholos como na Tabela 6.

Femeas Cromossomos

3

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

cm 1 2 3 4 5 6 d 8 g 10 11 12 13 llr1(a£;F) 4 18 18 280 21 22 23 24 25 26 21 28 29 30
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A constituicao cromossoOmica completa dos machos
analisados encontra-se na Tabela 9. Os machos, como as fémeas,

apresentavam constituicao cromossomica variavel.
Nos machos portadores de cromossomo X e microcro

mossomosde arizonensis, Os microcromossomos eram normais. Os ma

chos portadores de X de arizonensis e cromossomos 6 em heterozi

gose mostraram microcromossomos alterados quanto a organizagio
das bandas, em varias células, mas sem amplificagao (Figura 25).
Em ambos os casos, O cromossomo X associava-se ao nucléolo na
maioria das células.

O macho portador de X de mulleri e microcromosso
mos em heterozigose apresentou alteragao do aspecto das bandas

de ambos o0s microcromossomos na maioria das células. Amplifica-

950 evidente, porém, foi vista em algumas células apenas (Figu-

ra 26). A associagdo do X e de um microcromossomo,ao  nucléolo,
foi observada em varias células desse macho.

Nos machos aneuploides, dois dos trés microcromos
somos eram normais, e o terceiro apresentava um aspecto peculiar,
heterocromatinizado, como uma rede fortemente corada. Esse mi-
crocromossomo destacava-se no conjunto cromossomico de todas as
células pela estrutura e pela intensidade de coloragao. Em al-
gumas células parecia amplificado, correspondendo pelo menos ao
dobro do tamanho de um unico microcromossomo (Figura 27).

A Figura 28 mostra um mesmo microcromossomo hete
rocromatinizado, observado em dois planos focais diferentes. A&
esquerda, apenas a estrutura em rede e visivel. A direita, em
plano focal inferior, observa-se o padrao de bandas quase nor-
mal, sugerindo que a alteragdo & superficial, como uma cobertu-
ra.

Em um dos machos aneuploides, os dois microcromos

somos normais encontravam-se despareados, indicando origem espe
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TABELA 9. Constituicao cromossdmica dos machos descendentes do segundo ex

perimento de retrocruzamentos (fémeas Fl X machos arizonensis). A a R =

tipos recombinantes. Demais simbolos como na Tabela 6.

Cromossomos

Machos
3 4

AVA
AVATAL

6 d 8 g 10 11 12 13 unespw? 18 19 20 21 22 23 24

25

26

2

28

29

30



FIGURA 25. Macho descendente de retrocruzamento entre fémea Fl
(mulleri/arizonensis) e macho arizonensis, portador de Cromosso

mo X de arizonensis (a seta curta aponta sua banda marcadora) e
microcromossomos em heterozigose, nao amplificados (apontados pe
la seta longa). O cromossomo X esta associado ao nucléolo.
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FIGURA 26. A, B, C. Células de um mesmo macho, descendente de

femea Fl X macho arizonensis, portador de cromossomos X de mulle-

ri e microcromossomos em heterozigose. Alguma amplificaqao dife

rencial de um dos homdlogos do par de microcromossomos (aponta-
dos pela seta curta) parece caracterizada em B e C. O cromosso-
mo X liga-se ao nucléolo em A e C (nesta ultima, a seta longa

indica a banda marcadora do X de mulleri), e um dos microcromos

somos liga-se ao nucléolo em A, B e talvez em C.
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'FIGURA 27. Conjunto cromossomico de macho aneuploide (triplo 6),

mostrando o microcromossomo alterado (apontado pela seta maior)as
sociado a um cromossomo 6 normal. O terceiro cromossocmo 6 aparece
a direita, apontado pela séta menor. Observe-se que O microcromos

somo alterado destaca-se, no conjunto cromossdmico,pela intensida

de de coloragao e pelo tamanho avantajado em relagao aos  outros
microcromossomos.
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FIGURA 28. A, B. Microcromossomos de um macho aneuploide (tri-
plo 6), vistos em dois planos focais. O cromossomo heterocroma-
tinizado (apontado pela seta) mostra duas estruturas diferentes:

estrutura em rede, em plano superior (A), e estrutura diferencia

da em bandas, em plano inferior (B).
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cifica diferente, isto &, um proveniente de mulleri e outro de

arizonensis (Figura 29A, B, C). No outro macho, os dois micro-

cromossomos normais encontravam-se pareados, sendo ambos, por-

tanto, originados de uma mesma espécie, no caso, arizonensis(F£

gura 29D, E, F). Como os retrocruzamentos foram feitos entre

fémeas hibridas Fl e machos arizonensis, presume-se que ambos

os machos aneuploides continham dois cromossomos de arizonensis

(originados um de cada pai) e um de mulleri (originado da mae).
Isto indica que o microcromossomo heterocromatinizado, no pri-

meiro macho, era de arizonensis, e, no segundo, de mulleri.

0 macho portador do cromossomo de arizonensis he

terocromatinizado apresentava uma anomalia morfoldgica: apenas
um de seus espirdculos anteriores tinha a coloragao amarela es
cura que caracteriza o 39 estadio adiantado, enquanto o outro
era totalmente branco, como das larvas de fases anteriores.

Em ambos os machos aneuploides, O cromossomo X
apresentou-se frequentemente associado ao nucléolo. O microcro-

mossomo heterocromatinizado, porém, ndo mostrou essa associagao.

2. Em laminas de hibridos F1 (mulleri/arizonensis)e

espécies parentais, submetidas & hibridagcao "in

situ" com RNA r.

A hibridagdo citoldgica DNA/RNA r foi realizada
com o objetivo de confirmar a localizagao de cistrons DNA r no
cromossomo X e no microcromossomo, previamente deduzida pela as
sociagdo desses cromossomos com o nucléolo. Esse processo foi
aplicado a laminas de gladndulas salivares e cérebro de larvas

mulleri e arizonensis e de seus hibridos.

As laminas de cérebro n3ao mostraram incorporacao.
Entretanto, algumas das laminas de glandulas salivares apresenta

ram resultados satisfatorios (Figura 30). Nessas laminas, os
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FIGURA 29. Machos aneuploides (triplo 6). A, B, C. Celulas de

um mesmo macho mostrando heterocromatinizagao do microcromosso-

mo de arizonensis. Neste macho os outros cromossomos 6 nao pa-

reiam. D, E, F. Celulas de um mesmo macho mostrando heterocro-
matinizagao do microcromossomo de mulleri. Os cromossomos 6 nor

mais pareiam, neste macho.
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graos de prata, denotando hibridacao, foram encontrados predomi
nantemente nos nucléolos,tanto em fémeas e machos das espécies
parentais como nos hibridos. A granulagao era mais intensa nos
nucleolos dos machos hibridos (Figura 30D)gque nos nucleolos das
femeas e machos parentais e das fémeas hibridas.

Quanto aos microcromossomos, um pequeno numero

de graos foi observado sobre os mesmos e ao longo dos fila

mentos que os uniam ao nucléolo, em femeas e machos arizonen-

sis e em fémeas hibridas (Figura 30A, B, C).Dada a quase comple
ta inexisténcia de graos no "back ground" dessas celulas e a
frequéncia com que o fendmeno foi observado nos individuos ana-
lisados, acreditamos que a presenca desses graos indique a exis
téncia de cistrons ribossomicos no microcromossomo dessés in-
dividuos.

Nao foi possivel determinar se a amplificagao do
microcromossomo do macho hibrido envolve os cistrons ribossomi-
cos. Nas células examinadas, os microcromossomos estavam apos
tos ao nucléolo e a granulagdo aparecia apenas neste Gltimo.Con
tudo a maior quantidade de grdos nos nucléolos dos machos hibri
dos pode estar associada a essa amplificagao.

Quanto ao cromossomo X, foram encontradas duas
situagOes: (a) inexisténcia de grdos na regiao proximal do fila
mento que une esse cCromossomo ao nucléolo (Figura 30C, E); (b)
graos presentes sobre o cromossomo (Figura 30F).

Esse experimento foi repetido em um segundo 1lo
te de laminas por nos encaminhado ao Dr. R. H. RICHARDSON, em
1977. Nesse segundo experimento, foi utilizada uma emulsao de
graos mais finos e a exposicao foi 30 dias mais longa que. a pri
meira. Embora a maior parte das laminas tenha sido quebrada ou
danificada na viagem de retorno, algumas puderam ser examinadas

e mostraram os mesmos resultados do primeiro  teste.
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FIGURA 30. Hibridagcdo "in situ" DNA/RNA r. A. Fémea hibrida
MU/AR. Graos no nucléolo e no filamento (seta curta) que o asso
cia a um microcromossomo (seta longa). B. Fémea AR. Graos no
nucléolo, no microcromossomo (seta longa) e nos filamentos gque
partem dele. C. Fémea hibrida MU/AR. Grdaos no nucleolo, no
microcromossomo (seta longa) e no filamento que o associa ao nu
cléolo. O filamento (seta curta) que liga um dos cromossomos X
ao nucléolo & desprovido de grdaos. D. Macho hibrido MU/AR. Mi
crocromossomo amplificado (seta), associado ao nucléolo que apre
senta grande concentracao de graos. E. Fémea MU. Auséncia de
graos na regiao proximal do filamento (seta) que associa o X ao
nucléolo. D. Macho MU. Alguns graos (seta) presentes sobre o
cromossomo X.

AV,
AVAVEY

.
cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwll 2! 43 44 1&5 qe L



103

C. Estudo da relagao morfoldgica entre cromossomos e nucléolos
abrangendo outras espécies do complexo mulleri e alguns de

seus hibridos

1. Observagoes em laminas nao coradas ou coradas pe

lo método da orceina lacto-acética.
O estudo da ligagao entre cromossomos e nucléolos
foi realizado em glandulas salivares de fémeas e machos de moja-

vensis, aldrichi, wheeleri, navajoa e, para efeito de compara-

¢ao, de mulleri e arizonensis que ja haviam sido analisadas pre

viamente (BICUDO & RICHARDSON, 1977). O mesmo problema foi estu

dado nos hibridos mulleri/mojavensis, arizonensis/mojavensis,

mulleri/aldrichi, mulleri/navajoa e mulleri/wheeleri.

Nas glandulas salivares das 6 espécies, a maio-
ria das células mostra o nucléolo associado ao cromossomo X,nas
fémeas e nos machos. Na Figura 31A, B, sdo mostradas, respecti-

vamente, uma célula de fémea e de macho de mojavensis, onde es-

sa associacao pode ser vista. O aspecto & basicamente o mesmo
nas demais espécies.

Nos hibridos aparecem novas facetas na associa-
¢ao entre cromossomos e nucléolo, envolvendo, além do cromosso-
mo X, o par de microcromossomos. BICUDO & RICHARDSON (1977) ob-

servaram, nos machos hibridos mulleri/arizonensis, amplificagao

de um dos microcromossomos e associagcao desse microcromossomo
amplificado ao nucléolo, enquanto nas fémeas, sO0 o X de arizo-
nensis apresentava essa ligacgao.

A associagao dos microcromossomos ao nucleéolo
foi também observada intraespecificamente. Em 5 das 6 espéecies
analisadas neste trabalho, essa associagdo apareceu em poucas
células de alguns individuos do sexo masculino. As 5 espécies

sao mulleri, aldrichi, wheeleri, arizonensis e navajoa. ‘Por
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FIGURA 3l. Associagao entre o cromossomo X, O MiCrocromosscmo
e o nucleolo em mojavensis. A. Macho. B. Femea. Em ambos, o

cromossomo X esta ligado ao nucleéolo. C. Macho mostrando as-

sociagao entre o microcromossomo e o X, e associagao de ambos

ao nucléolo. D. Fémea. O microcromossomo estd ligado ao nuclé
olo.
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exemplo, em D. mulleri, foi vista trés vezes, em células de
chos, em mais de 400 células analisadas de 30 individuos de
bos os sexos. Nas outras espécies a frequéncia foi damesma

dem.

Drosophila mojavensis, porém, foi mais constante

quanto a esse aspecto, no sentido de que poucas células mas de
varios individuos analisados (inclusive fémeas) ,exibiam associa
¢ao do nucléolo ao microcromossomo. Entretanto, como nessa espé
cie o microcroﬁossomc liga-se com muita frequéncia 3 regiao pro
ximal do cromossomo X (que por sua vez encontra-se ligada ao nu
cléolo) nem sempre & possivel verificar com certeza se ha verda
deira associagao do microcromossomo ao nucléolo ou se sua posi
¢ao em relagcdo a este & apenas consequencia da ligacdo com o X.
Em algumas células, porém, pode-se ver um delgado filamento unin
do o microcromossomo ao nucléolo. A impressao que se tem, embo-
ra haja pareamento normal dos microcromossomos, € de gue um SO
elemento do par mostra a associagao mencionada (Figura 31C, D).

Segue-se a descrigao das observagoes realizadas

nos hibridos interespecificos.

a. Hibridos mulleri/mojavensis

Nos machos hibridos dessas duas espéecies, O cro-
mossomo que mais frequentemente mostra associagdao ao nucléolo é
o X. Segue-se, com frequéncia bem menor, o cromossomo 6, e nes
te caso, um sO dos membros do par estabelece essa ligacao. Em
alguns machos (e em mais de uma célula das glandulas salivares)
estava presente, além do nucléolo de aparéncia normal, um cor-
pusculo semelhante ao nucléolo, porém de tamanho menor. Em to-
dos os casos observados, esse corplusculo estava associado ao cro
mossomo X. Em uma das células, o X associava-se simultaneamente

ao nucleolo normal e ao corpusculo. Nesses machos hibridos nao
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ocorre amplificacao do microcromossomo, embora seja frequente

um dos elementos do par apresentar alteragdao de seu padrdao de

bandas. Em varias células foi observada a associagao do micro

cromossomo a extremidade proximal do X, aparentando, em duas dg
las, pareamento de bandas homdlogas.

Os fendOmenos descritos para os machos podem ser
observados na Figura 32.

Nas fémeas predominou a situagao em gque um sO
dos cromossomos X apresentava ligagao ao nucléolo e na maioria

das células esse X era claramente o originado de mojavensis. En

tretanto, em uma mesma glandula, foram também encontradas célu
las em que ambos os cromossomos X estavam ligados entre si pela
extremidade proximal, deixando duvida sobre qual cromossomo ou
se ambos Os cromossomos associavam-se ao nucléolo. Associagao
incontestavel envolvendo o X de mulleri foi observada em duas
féemeas, em uma unica célula.

Nas fémeas mulleri/mojavensis, os dois microcro-

‘mossomos podem ter seu padrao de bandas normal ou um deles pode

apresentar uma ligeira desorganizagao desse padrao. Também nes
se caso, a associagao do nucléolo estabelece-se aparéntemente
com um sO dos microcromossomos. Uma das fémeas analisadas mos-
trou, em uma das células salivares, além do nucléolo normal, um
corpisculo semelhante ao nucléolo, de tamanho menor como nos ma
chos, porem dssociado aos microcromossomos.

Os fenomenos descritos para as fémeas podem ser

observados na Figura 33.

b. Hibridos arizonensis/mojavensis

Estes foram os Unicos hibridos obtidos nas duas
direcoes de cruzamento, analisados neste trabalho. Entretanto,

os fenomenos observados, quanto ao problema em estudo , indepen
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FIGURA.32. Machos hibridos mulleri/mojavensis. A. Cromossomo

X e um microcromossomo (apontado pela seta) associados ao nu-=
cléeolo. B, C. Corpusculos semelhantes ao nucléolo associados
ao cromossomo X. D, E, F. Microcromossomos. Em D, ligeiramente
dissociados, em E, normais; em F ha um aparente pareamento en-
tre a regidao proximal do cromossomo X e O microcromossomo apon-
tado pela seta.
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FIGURA 33. Fémeas hibridas mulleri/mojavensis. A, B, C. Micro

cromossomos.Em A a estrutura dos dois homdlogos & normal. Em B,
o homdlogo apontado pela seta mostra alguma alteracao estrutu-
ral. Em C um dos homdlogos associa-se ao nucléolo. D, E, F. As
sociagdao de um cromossomo X ao nucléolo. Em D aparece também um
corpusculo semelhante ao nucléolo associado ao par de microcro-
mossomos. Em E o cromossomo ligado ao nucléolo € o originado de
mojavensis, e em F, € o originado de mulleri.
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deram da diregao de cruzamento que produziu esses hibridos.

Nos machos, 0os microcromossomos preservam seu pa
drao de bandas e nao sofrem amplificacao. Neles predomina a li-
gagao def cromossomo X ao nucléolo, embora em algumas poucas
lulas um dos homélogos“do par 6 também mostre essa associacgao.

As fémeas hibridas dessas espécies também tém mi
crocromossomos morfologicamente normais. Nessas fémeas, os cro
mossomos X podem encontrar-se totalmente pareados ou apenas 1i
gados entre si pela regiéo heterocromatica terminal. Dessa for-
ma, ambos os X aparentam estar ligados ao nucléolo na maioria
das células. Entretanto, em algumas laminas, foram vistas va-
rias ceélulas em que um Unico X apresentava essa ligacgao. Dada a
impossibilidade de reconhecer a origem do X pelo padrao de ban-

das, e devido ao fato de que a banda marcadora de arizonensis

nao mostra atividade diferencial nessas fémeas, nao se pode di
zer se a ligagao envolve preferencialmente o cromossomo de uma

das espécies ou ndo. Nas fémeas, como nos machos, algumas celu-

.las mostraram um dos homdlogos do par 6 associado ao nucléolo.

As Figuras 34 e 35 mostram, respectivamente, pa

ra machos e fémeas, os fenOmenos descritos.

c. Hibridos mulleri/aldrichi

Nos machos hibridos dessas duas espécies o cromos

somo X associa-se normalmente ao nucléolo. Os microcromossomos

nao sofrem amplif%cagao, embora possam também apresentar alguma

desorganizacao do padrao de bandas. Um dos elementos do par foi
visto em associagdao com o nucléolo em alguns individuos,com fre
quéncia baixa (2 ou 3 células por individuo) (Figura 36).

Nas laminas de fémeas hibridas foram observadas
3 situagoes diferentes quanto a associagao do cromossomo X com

o nucléolo: (1) apenas o X de mulleri associado ao nucléolo (Fi
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FIGURA 34. A, B. Machos descendentes de fémeas arizonensis X

machos mojavensis. A. Microcromossomos. B. Cromossomo X asso-

ciado ao nucléolo. C, D. Machos descendentes de féemeas mojaven-
sis X machos arizonensis. C. Microcromossomos; um deles mostra
associagao com o nucléolo. D. Cromossomo X associado ao nucléo

lo. Em B, C, D, a seta aponta o filamento através do qual se es
tabelece a ligagao cromossomo-nucléolo, Na foto B, o "vaciiolo"
cromossomico & direita, superior, corresponde 3 banda marcadora
espessa e sua vizinha, vistas em contraste de fase, nesse cro-
mossomo X arizonensis.
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FIGURA 35. A-C. Fémeas descendentes de fémeas mojavensis X ma

chos arizonensis. A. Aparente ligagao dos dois cromossomos X

ao nucléolo. A seta aponta o filamento cromossdmico que estabe-

lece a ligagao. B. Extremidade proximal dos cromossomos X des
pareada e aparente ligagao de um sO X ao nucléolo. A seta apon
ta a banda marcadora que,neste caso, nao permite diferenciar o X
das duas espécies. C. Microcromossomos normais.
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FIGURA 36. Machos hibridos mulleri/aldrichi. A. Cromossomo X

associado ao nucleolo.
mais.
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B. Microcromossomos morfologicamente nor
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gura 37A); (2) ambos os cromossomos associados ao nucléolo (Fi-
gura 37C); (3) apenas o X de aldrichi associado ao nucléolo (Fi

gura 37D). A proporgao de células que se apresentavam dessas 3

maneiras era de aproximadamente 4:2:1. Em todas as células ana-

lisadas, o nimero de filamentos ou a espessura do feixe de fila
mentos que prendia o X de mulleri ao nucléolo era maior que na
ligagcao entre o X de aldrichi e o nucléolo. Em algumas células
foi observado um nucléolo de tamanho aparentemente normal liga-
do ao X de mulleri e um corplisculo semelhante ao nucléolo,porém
pequeno, ligado ao X de aldrichi (Figura 37B). Nessas fémeas tam
bém foi observada a ligagdo de um dos microcromossomos ao  nu-
cléolo, embora essa associacao seja menos frequente que a obser

vada entre o X e o nucléolo (Figura 38B).

d. Hibridos mulleri/navajoa

Os hibridos mulleri/navajoa mostraram um compor-

tamento semelhante ao observado nos hibridos mulleri/arizonen-

sis, quanto aos cromossomos X e microcromossomos.

Na maioria das células dos machos ocorre altera
cao morfoldgica dos microcromossomos acompanhada por aumento do
tamanho. As modificag¢oes morfologicas podem atingir ambos ou
apenas um dos elementos do par. No primeiro caso, um deles apre
senta sempre modificagOes mais acentuadas que o outro, chegando
a ter um tamanho correspondente a aproximadamente 3 vezes o do
seu homdlogo. Além do aumento do tamanho, as modificagdes  in=-
cluem alteracdao da forma original e perda do padrao de bandas.

O cromossomo apresenta-se frequentemente diferenciado em partes
que absorvem o corante com intensidade variavel. A cromatina mos
tra, portanto, compactagao variavel nas diferentes regioes do
cromossomo. As partes mais compactas coram-se fortemente pela or

ceina lacto-acética, fazendo com que o microcromossomo se desta
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FIGURA 37. Fémeas hibridas mulleri/aldrichi. A a D. Associa-
¢do dos cromossomos X ao nucléolo, envolvendo, em A e B, o X de
mulleri, em C, o X de mulleri e o de aldrichi, e em D, o X de

aldrichi. Em B, o X de aldrichi associa-se a um corpusculo seme

lhante ao nucleolo. Em D, as setas apontam 0s microcromossomos.
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FIGURA 38. Fémeas hibridas mulleri/aldrichi. A, B. Microcromos

somos. Em B, um dos elementos do par esta ligado ao nucléolo.
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que, no conjunto cromossomico de muitas ceélulas, pelo grau de
coloragcao, enquanto seu homologo preserva, na maioria dos casos,
pelo menos resquicios do padrdo de bandas. Essa condensagao do

microcromossomo pode ser detectada mesmo em individuos cujos

demais cromossomos encontravam-se quase que totalmente desinte-

grados. A Figura 39 mostra as alteracgoes morfoldgicas descritas.
Um total variivel entre 40 e 90% das células das
glandulas salivares dos machos analisados mostrouassociagao en’
tre o microcromossomo de maior tamanho e o nucléolo. Nas demais
células, o nucléolo apareceu ligado apenas ao cromossomo X, ou
sem conexao com qualquer cromossomo. Portanto, embora o cromos-
somo X possa ser encontrado associado ao nucléolo, sozinho, ou
com o microcromossomo, com muito maior frequéncia encontra-se
unicamente o microcromossomo nessa associagao (Figuras 39 e 40).
Oito larvas macho de espiraculos anteriores bran
cos, de tamanho grande, mas visivelmente anormais pela pequena
mobilidade, mostraram citoplasma das glandulas salivares rico
em gotas de algum material sintetizado pelas céelulas. As gotas
apresentavam tamanho variavel, sendo algumas claras e outras es
curas. Essas observagoes foram feitas em contraste de fase em
l3minas sem coloracdo, ou em ldminas coradas com orceina lacto-
acética. Em uma das laminas coradas com orceina, cada gota apre
sentava uma ou duas diferenciagOes semelhantes a um opérculo,de
coloracao mais intensa (Figura 41A). Os cromossomos X desses ma
chos eram difusos e tinham didmetro bastante avantajado em com-
paragao com os autossomos da mesma célula ou com o X dos machos
hibridos normais (Figura 41B). Esse X morfologicamente alterado
apresentava-se associado ao nucléolo em algumas células. Os de
mais pares de cromossomos desses machos mostravam-se também mo-
dificados em sua morfologia. Sob esse aspecto, O cromossomo 5

era o melhor preservado. A alteragdo cromossomica morfologica,
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FIGURA 39. Machos hibridos mulleri/navajoa. A a D. Pares de
microcromossomos mostrando alteragdo morfoldgica de um ou de am

bos os seus membros. E a H. Diferentes aspectos do cromossomo

amplificado. Observem-se as regides cromossOmicas mais condensa

das, intercaladas com outras menos densas. Nas 8 fotos, o cromos

somo amplificado apresenta ligagao ao nucléolo.
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FIGURA 40.
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Machos hibridos mulleri/navajoa. A a D. Associacgao

dos cromossomos X e 6 ao nucléolo.
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FIGURA 41. Machos hibridos anormais mulleri/navajoa. A. Mate-

rial citoplasmatico em lamina corada com orceina. B. Lamina sem
coloragao, observada em contraste de fase. O cromossomo X (a es

querda) é muito alargado em comparagdo com os autossomos (3 di
reita).
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aliada a grande quantidade de inclusoes existentes nas células,
tornava dificil encontrar o microcromossomo. Nas poucas células
em que foi visto, seu tamanho era aparentemente normal e estava
associado ao nucléolo.

Nas fémeas hibridas, a regiao proximal dos dois
cromossomos X apresenta-se totalmente despareada ou em alguns

casos, ligada pela ultima faixa. Apenas um dos cromossomos X as

socia-se ao nucléolo na maioria das celulas dessas femeas. Esse

X & predominantemente (em cerca de 80% das células) o X origina
do de navajoa (Figura 42A). Entretanto, guando os dois cromosso
mos ligam-se pela extremidade éroximal, ambos aparentam estar
associados ao nucléolo. As vezes, uma analise cuidadosa revela
a inexisténcia de filamentos associando o X de mulleri ao nuclég
lo (Figura 42B). Outras vezes, porém, & possivel encontrar liga
¢do do X originado dessa espécie ao nucléolo. E o caso da célu-
la vista na Figura 42C e D, na qual a observacao, em planos fo-
cais diferentes, mostrou a existéncia de um delgado filame:iito
-estabelecendo a associagéo. Mas, em casos como esse, O feixe de
filamentos que une o X de navajoa ao nucléolo & geralmente mais
espesso que o de mulleri. Outra situacdo encontrada em frequén
cia baixa, mostra o X de mulleri associado sozinho ao nucléolo.
Contudo, na maioria das células analisadas nessas condigoes,a as
sociagdo do X de mulleri ndo podia ser considerada inequivoca,
como no exemplo apresentado na Figura 42C e D, em que parece es
tar havendo uma superposicao dos dois cromossomos X e nesse ca-
so, o feixe de filamentos visiveis pode ser de navajoa e nao de
mulleri.

Os microcromossomos, nas fémeas, sao morfologica

mente normais.

e. Hibridos mulleri/wheeleri
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FIGURA 42. Fémeas hibridas mulleri/navajoa. A a F. Associagao

do cromossomo X ao nucléolo. Em todas as fotos, a seta longa in

dica a ligagao do X de navajoa ao nucléolo, e a curta indica o

X de mulleri. Em A, os croﬁossomcs X estao separados e ha asso-

ciagdo exclusiva do X de navajoa ao nucléolo. Em B, os dois cro

mossomos X estao ligados pela extremidade proximal, mas apenas

o de navajoa emite filamentos no interior do nucléolo. Em C e D,
observa-se uma mesma celula em planos focais diferentes: em C,

apenas o filamento que associa o X de navajoa ao nucleolo é vi

sivel; em D, vé-se um delgado filamento unindo também o X de .mu-
lleri ao nucléolo. Em E e F observa-se outra célula em dois pla

nos focais; embora o X de mulleri aparente associagao exclusiva

ao nucleolo, a superposigdo dos cromossomos deixa duvida sobre

qual deles estaria realmente associado ao nucleolo nessa celula.
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Na maioria das células das glandulas salivares
dos machos hibridos dessas duas espécies, o cromossomo X encon-
trava-se associado ao nucléolo e Os mMicrocromossomos eram nor
mais. Em algumas células, porem, Os microcromossomos apresenta-
vam alteragao de seu padrao de bandas e, em outras ainda (3 a 5
celulas salivares em 30% dos individuos analisados), amplifica-
cao de um dos elementos do par. Entretanto, o grau dessa ampli-

ficagao era menor que o dos machos hibridos mulleri/arizonensis

ou mulleri/navajoa, correspondendo, o cromossomo amplificado, a

aproximadamente o dobro de seu homdlogo. Os cromossomos amplifi

cados encontravam-se, as vezes, parcialmente subdivididos em 2

‘ou mais partes que se mantinham ligadas, da maneira verificada

nos hibridos mulleri/arizonensis. Na maioria das células em que

foram encontrados, esses cromossomos amplificados achavam-se as

sociados ao nucléolo.

A Figura 43 mostra os fendOmenos descritos para

os machos.

Nas fémeas hibridas dessas espécies também predo
minou a situagao em que um Unico X associava-se claramente ao
nucléolo. Nos individuos analisados esse X era o de mulleri, na
maioria das células (Figura 443). Poucas células suge-
riam uma possivel ligagdao do X de wheeleri ou de ambos os
cromossomos simultaneamente, ao nucleolo (Figura 44B, C). Um pe
queno corpusculo semelhante a um nucléolo foi visto em algumas
células associado a um dos cromossomos X, diagnosticado como
sendo o de wheeleri (Figura 44D).

Os microcromossomos das fémeas eramnormais, po-
dendo-se observar associagao de um dos elementos do par ao nu-

cléolo em algumas celulas (Figura 45).

2. Observagoes em liaminas submetidas aos métodos
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FIGURA 43. Machos hibridos mulleri/wheeleri. A. Cromossomo

associado ao nucleolo. B. Par de microcromossomos normais.
D. Microcromossomos amplificados. Em D, o referido cromossomo
esta associado ao nucléolo.
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FIGURA 44. Fémeas hibridas mulleri/wheeleri. A, B, C. Associa

gao do cromossomo X ao nucléolo, envolvendo, em A, o X de mulle-

ri, em B, aparentemente o X de wheeleri, e em C, aparentemente

ambos os cromossomos. D. Os cromossomos X associam-se ao nucléo
lo e a uma pequena formagao semelhante ao nucléolo. Esta parece
estar ligada a base do X de wheeleri.
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FIGURA 45. Fémea hibrida mulleri/wheeleri. A, B. Microcromos-
somos. Em B, um dos elementos do par associa-se ao nucléolo por

um filamento apontado pela seta.
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coloragao AG-AS e AG-I.

A aplicagao dos métodos AG-AS (GOODPASTURE &
BLOOM, 1975) e AG-I (BLOOM & GOODPASTURE, 1976) aos cromossomos

salivares das especies de Drosophila analisadas e seus hibridos,

apresentou resultados variaveis. Na maioria das laminas, apenas
o nucléolo adquiriu a coloragao que caracteriza os organizado-
res nucleolares nos cromossomos de mamiferos tratados por essas
técnicas. Em algumas laminas, coraram-se apenas Os Cromossomos.
E, em outras, ainda, coraram-se as bandas e o nucleolo. Essa va
riagao de resultados, ndo decorreu da utilizacdo de uma ou ou-
tra das técnicas, mas, a causa nao pdde ser determinada.
Portanto, o nitrato de prata aplicado ds glandu-
las salivares nao corou bandas especificamente. Porém, em mui-
tas células em que a base do X n3o se apunha ao nucléolo,més 13

gava-se a ele por um filamento ou um feixe de filamentos, foi

‘possivel verificar que esses filamentos (alguns dos quais apre-

sentavam diferenciagao caracteristica em cromomeros ou bandas),
coravam-se com a mesma intensidade que o nucléolo.Essa observa
cdo foi feita em hibridos e espécies parentais (Figura 46).

As laminas coradas pelo nitrato de prata permiti
ram também que fossem feitas algumas observagoes quanto ao nime
ro de nucléolos por célula das glandulas salivares. Qualquer das
espécies analisadas apresenta normalmente um sd nucléolo. Entre
tanto, algumas laminas feitas com larvas tomadas dos estoques e
coradas pelo nitrato de prata, mostraram uma ou duas células
das glandulas salivares contendo um nucléolo aparentemente nor
mal e um de tamanho pequeno. O nucléolo adicional, embora seja
sempre menor, em comparagao com o normal, tem tamanho variavel
e pode ser encontrado em fémeas ou machos de qualquer das espée-
cies. A Figura 47 mostra, como exemplo, duas células de uma nmes

ma glandula de fémea mulleri, uma das quais portadora de nuclég

AV
AVAVEY

.
1 2 3 4 5 6 7 unespmll 2! 43 44 1&5 qe L



Cc

FIGURA  46. Coloragao pela prata. A. Macho wheeleri. B. Macho

mulleri. C, D. Fémea mulleri/navajoa. Em A a D, a seta aponta

o feixe de filamentos que liga o nucleolo ao cromossomo X,e que,

como o nucléolo, cora-se em mMarrom esCuro por essa técnica.
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FIGURA 47. Coloragao pela prata. A, B. Duas celulas de uma mes
ma glandula de femea mulleri. A. Célula com nucléolo unico. B.
Celula com um pequeno nucléolo adicional.
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lo adicional.

Das 6 espécies analisadas, porém, aldrichi foi a
que apresentou as porcentagens mais elevadas de nucleos conten
do o pequeno nucléolo adicional: ao redor de 10% em varias lar-
vas (Figura 48).

Nos hibridos, a frequéncia de células contendo
nucléolos excedentes foi maior que nas espécies parentais envol

vidas. Os hibridos mulleri/aldrichi foram os que apresentaram

as porcentagens mais elévadas, tendo alguns individuos, aproxi-
madamente 50% das células das glandulas salivares portadoras de
nucléolos adicionais. Nesses hibridos foram observadas células
com um ou dois nucléolos excedentes, cujos tamanhos e formas

eram tambéem varidveis (Figura 49).

Em ordem decrescente quanto a porcentagem de cé-

lulas com nucléolos adicionais, seguiram-se os hibridos mulleri/
wheeleri (aproximadamente 10% das células em alguns hibridos).
Esses hibridos apresentaram os menores nucléolos adicionais,pre
sentes em nimero de um ou dois por célula (Figura 50).

Nos demais hibridos a frequéncia de células.por-
tadoras de nucléolos excedentes foi mais baixa (ao redor de 5%,
no maximo). Em todos eles foi observado um Unico nucléolo adi-
cional por celula..

Em alguns hibridos mulleri/mojavensis, os nuclég

los, embora unicos, apresentavam formas bastante irregulares(Fi
gura 51).

Com qual ou quais cromossomos se estabelece a as
sociagao dos nucléolos excedentes nem sempre foi possivel reco-
nhecer devido a@ alteragao acentuada dos cromossomos causada pe-
la técnica. Entretanto, esse reconhecimento foi possivel em al-
gumas células de determinados hibridos. O nucléolo excedente foi

observado em associagao com o microcromossomo em uma larva fe-
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FIGURA 48. Coloragao pela prata. A, B. Duas células de um ma

cho aldrichi mostrando nucléolos adicionais de tamanhos diferen

tes.
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FIGURA 49. Coloragao pela prata. A a F. Células de uma fémea

hibrida mulleri/aldrichi, variaveis quanto ao numero, a forma e

ao tamanho dos nucleolos adicionais.
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FIGURA 50. Coloragao pela prata. A a D. Femeas hibridas mulle-

ri/wheeleri. A. Célula com nucléolo uUnico associado ao cromosso

mo X de mulleri. B. Um pequeno nucléolo adicional associado ao
cromossomo X de wheeleri. C, D. Células com dois nucléolos adi
cionais.
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FIGURA 51. Coloracgao pela prata.

ey
L S

A a F. Células de um macho

hibrido mulleri/mojavensis. A. Nucléolo normal. B a F. Nucléo

los de formas irregulares.
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mea hibrida descendente de fémea mojavensis X machos arizonen-

sis e em uma larva macho do cruzamento reciproco (Figura 52),o0u
em associagao com o cromossomo X, observada em uma larva macho

descendente de mulleri X mojavensis (Figura 53).

Na femea hibrida mulleri/wheeleri, vista na Figu-

ra 50B, o nucléolo normal parece estar associado aos 2 Crcmosso
mos X enquanto o nucléolo adicional liga-se, aparentemente,ao X
de wheeleri. Essa associagao havia sido observada anteriormente"
(Figura 44D) em lamina corada com orceina.

Os métodos de coloragﬁo pela prata, utilizados
no presente trabalho, mesmo com algumas modificacoes do pH, tem

peratura e tempo de incubagao, nao coraram cromossomos mitoti-

cos dos ganglios cerebrais, com a especificidade preténdida

quanto aos organizadores nucleolares.
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FIGURA 52. Coloragao pela prata. Fémea hibrida descendente de
femea mojavensis X macho arizonensis. A. Conjunto mostrando o

nucleéolo menor associado ao cromossomo 6. B. Detalhes de A. C.
Macho hibrido descendente de fémea arizonensis X macho mojaven-
sis; célula com pequeno nucléolo associado ao cromossomo 6. Nes
ta lamina as bandas cromossOmicas coravam-se em marrom escuro e

o nucleolo em dourado.
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FIGURA 53. Coloragao pela prata. Macho hibrido mulleri/mojaven-
sis.

A. Celula mostrando pequeno nucléolo adicional associado

ao cromossomo X« B. Mesma celula vista em maior aumento.
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IV. DISCUSSAO

O género Drosophila foi subdividido, por Sturtevant

(1942), em grupos de espécies de acordo com as caracteristicas

morfoldgicas que estas apresentam.Numerosos estudos de isolamen

to reprodutivo tém mostrado que espécies pertencentes a diferen

tes grupos nao se cruzam, mas, espécies pertencentes a um mesmo

grupo podem cruzar-se com sucesso variavel. A produtividade dos

cruzamentos interespecificos, que, em geral difere nos cruzamen

tos reciprocos, pode ser quase tao elevada quanto a dos cruza-

mentos intraesvecificos ou pode restringir-se a uns poucos hibri

dos estéreis, de um sO sexo.
As espécies do complexo mulleri do grupo repleta, ana

lisadas no presente trabalho, mostram essa variedade de resulta

dos quanto & hibridagao. Drosophila arizonensis e D. mojavensis

'S80 as espécies que se intercruzam mais facilmente, produzindo
grande numero de fémeas e machos férteis na diregao fémea moja-

vensis X macho arizonensis, e, nos cruzamentos reciprocos, fé-

- £ - u " * -
meas ferteis e machos estereis, em menor, mas ainda considera-

vel nUmero. Os intercruzamentos de mulleri com mojavensis, ari-

zonensis, navajoa e aldrichi tém um ponto em comum: produzem hi

bridos apenas na diregao que envolve fémeas nulleri. Diferem,en
tretanto, quanto d@ produtividade e quanto ao sexo e fertilidade
dos hibridos. A produtividade decresce, nos intercruzamentos,se
gundo a ordem em que foram mencionadas as espécies. Quanto ao

sexo e fertilidade dos hibridos, o cruzamento de fémeas mulleri

com machos mojavensis ou arizonensis produzem fémeas ferteis e

- b - . -
machos este:%és, enquanto femeas mulleri X machos aldrichi pro

duzem feémeas e machos estéreis. Os cruzamentos de féemeas mulle-

ri com machos navajoa, por sua vez, produzem apenas fémeas, e
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estas sao esteéreis. Finalmente, o cruzamento de mulleri com

wheeleri produz fémeas férteis e machos estéreis na diregao que
envolve fémeas mulleri, e apenas fémeas estéreis no reciproco.
0 maior ou menor sucesso de um cruzamento interespecil
fico depende do grau de diferenciagdo atingido pelas espécies
envolvidas. O bloqueio do desenvolvimento em qualquer estadio,
desde o zigoto a pupa, deve resultar da incapaqidade de se esta
belecerem as interagoes normais entre cromossomos, ou entre cro

mossomos e citoplasma, de origem especifica diferente.

No caso dos hibridos mulleri/navajoa, os disturbios

gerados pela hibridacao, que levam ao blogueio do desenvolvimen
to, sao mais drasticos nos machos que nas femeas, pois enquanto
nenhum macho atinge a fase adulta, algumas fémeas O conseguem.

A existéncia de um Gnico X, originado de mulleri, nesses machos,
deve impedir interacoes que se processam entre o cromossomo X e
os autossomos de navajoa e que sdo imprescindiveis ao desenvol-

vimento normal. Tadei (1974, 1977) mostrou que hibridos de D.

.prosaltans e D. saltans, portadores de cromossomos X de saltans

e autossomos das duas espécies, sd3o inviaveis, provavelmente em
decorréncia da falha das mesmas interagoes.
A hibridagao também afeta fortemente o desenvolvimen-

to das femeas mulleri/navajoa; sua mortalidade, especialmente

na fase de pupa, € bastante acentuada. A sobrevivéncia de algu-
mas femeas revela o efeito da variabilidade individual sobre a
viabilidade, e a essa variabilidade pode estar relacionado o fe
notipo semelhante ao mutante Dichaeta, detectado nessas fémeas.
Por outro lado, a sobrevivéncia de alguns machos hibridos des-
sas espécies até o 39 estadio larval adiantado, enguanto a maio
ria morre antes dessa fase do desenvolvimento deve ser também

atribuida a variabilidade individual.
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Quais seriam os mecanismos celulares e bioquimicos en
volvidos no bloqueio do desenvolvimento desses hibridos?

De modo geral, conhece-se pouco sobre a natureza da

acao génica no desenvolvimento dos organismos. Em Drosophila, a

maior parte dos trabalhos em genética do desenvolvimento tém si
do realizados em linhagens portadoras de aberragoes cromossomi-
cas ou genes letais recessivos. As modificagaes determinadas pe
las mutagOes, no padrao embrioldogico normal, podem elucidar as
interagOes entre cromossomos, entre cromossomos e citoplasma, e
os mecanismos bioquimicos responsaveis por aquele padrdo (revi-
sao em WRIGHT, 1970).

Por exemplo, a incapacidade de empupar tem sido atri-
buida, em alguns casos, a uma alteragdo na sequéncia biossinté-
tica do hormdnio ecdisona ou sua regulagao. No mutante ecd(ecdy

sone deficiency) de D. melanogaster, determinado por um gene le

tal recessivo localizado no cromossomo 3, o blogqueio da pupagao
€ reparavel pela alimentag¢do das larvas mutantes com esse hormdo
nio (GAREN & cols., 1977).

Por outro lado, ha indicag¢des de uma atuagao da ecdi-
sona ou hormdénio da muda, na inibig¢ao da sintese do RNA r. Esse
fenomeno foi evidenciado "in vitro", em glandulas salivares de

Drosophila (HUGHES & KAMBYSELLIS,1970) e"in vivo",em Sciara(DES

SEN & PERONDINI, 1976). Em Sciara, a inibicao da sintese de RNA
r ocorre quando a larva se aproxima da pupagao (PERONDINI, 1968),
fase em que normalmente ocorre um rapido aumento dos niveis hor
monais. A auséncia do estimulo hormonal determina a manutengao
da sintese de RNA r e inibe a pupagao (DESSEN & PERONDINI,1976).

Nas espécies de Drosophila analisadas neste trabalho,

semelhantemente ao que ocorre em Sciara (PERONDINI, 1968), ha
desaparecimento do nucléolo na época da pupagao, sugerindo uma

diminuicao da sintese de RNA r, nessa fase (nossas observagoes,

AVA
AVAVAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespmll 2! 43 44 1&5 qe L



140

nao publicadas). Por outro lado, sendo a atividade organizadora

nucleolar bastante afetada pela hibridacao de mulleri e navajoa,

como demonstram os dados do presente trabalho, pode-se aventar
a hipotese de que a inibicdo da pupacao que ocorre nos machos
hibridos dessas especies seja decorrente da incapacidade dos or
ganizadores nucleolares (ou seu sistema regulador), localizados
no cromossomo X e no microcromossomo, de responder, apropriada-
mente, a& atuagao do hormdnio controlado por loci génicos autos- -
sOmicos, em heterozigose interespecifica.

O estudo mais detalhado dos hibridos mulleri/navajoa

podera, assim, contribuir para o conhecimento da interagéo cro
mossOmica responsavel pelo fendmeno da pupagao.
O bloqueio do desenvolvimento, constatado nos hibri-

dos mulleri/navajoa, indica a existéncia de algum tipo de dife-

renciagdo mais acentuada entre essas especies, que entre mulle-

ri e as demais especies analisadas.

A diferenciacao das especies em estudo, ao nivel cro-

mossomico, foi analisada, nas glandulas salivares, pelo maior

ou menpor grau de sinapse entre os cromossomos homdlogos, e por
diferengas entre os homdologos quanto ao padrao das bandas.

Sabe-se, ha longo tempo, que nos hibridos interespeci
ficos o pareamento cromossomico & incompleto, enquanto intraes-
pecificamente ele ocorre, normalmente, ao longo de todo o par
de homdlogos. Essa dificuldade de pareamento dos homologos nos
hibridos interespecificos foi atribuida a pequenos rearranjos
ao longo dos cromossomos ou a mutagoes genicas (respectivamen-
te, DOBZHANSKY & TAN, 1936 e KERKIS, 1936, em EVGENEV, 1971)que
dificultariam a atragao cromossdmica.

De fato, regides cromossOmicas homologas, despareadas,
analisadas em glandulas salivares de hibridos, mostram

sintese diferencial de DNA. Esse fendomeno foi observado em hi-
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bridos entre as suhespecies Chironomus thumi thumi e Chironomus

thvni piger (HAGELE, 1970), tendo, a sintese diferencial,
sido observada em segmentos homdologos estruturalmente diferen
tes devido & presenga de bandas com diferente conteldo de DNA.

Em hibridos de Anopheles atroparvus e A. labranchiae, por sua

vez, a sintese diferencial foi observada tanto em regioces assi-
napticas com padrao de bandas diferente, como em regioes com pa
drao de bandas idéntico (TIEPOLO & cols., 1974).

De qualquer modo, o maior grau de pareamento deve re
fletir uma menor diferenciagdo interespecifica. No presente tra
balho, o melhor pareamento foi apresentado pelos hibridos arizo-

nensis/mojavensis, nos quais o despareamento & constante apenas

nas extremidades proximais dos pares de homdlogos e nos microcro

mossomos. Os demais hibridos apresentaram pareamento fraco.
Quanto ao padrao de bandas, as modificagaes ocorridas

no processo de diferenciagao das espécies estudadas foram causa

das por inversoes, analisadas por WASSERMAN (1954, 1960, 1962)e

.por alteragoOes estruturais localizadas, descritas no presente

trabalho.

As alteragdes estruturais detectadas na secgao Ay do

cromossomo 4 permitem separar as espécies analisadas em dois

conjuntos basicos: mulleri, aldrichi, wheeleri e navajoa, de um

lado, e arizonensis e mojavensis, de outro. A diferenga morfold

gica entre os dois conjuntos de espécies, decorre fundamental-
mente da presenca, no local, de duas bandas no primeiro conjun-
to e tres bandas, no segundo.

Entretanto, dentro de cada conjunto ha alguma diferen

ciagdo entre as espécies. Drosophila mulleri pode ser diferen-

ciada das demais espécies que compoem 6 mesmo conjunto porque
suas duas bandas apresentam-se fundidas na maioria dos indivi-

duos analisados. No outro conjunto, arizonensis e mojavensis di

AV,
AVAVEY

.
1 2 3 4 5 6 7 unespmll 2! 43 44 1&5 qe L



142

ferenciam-se pela espessura da terceira banda (proximal em rela
g¢ao as outras duas), da regido considerada. Essa diferenca de

espessura pode ser devida a um contetdo de DNA variavel entre

as espécies, do tipe analisado por KEYL (1965) em subespécies

de Chironomus thummi.

ModificagOes quanto ao padrdo de bandas foram também

verificadas na regiao proximal do cromossomo X, (secgdes F. a H)

5
permitindo diferenciar mulleri de todas as outras espécies uti-
lizadas neste trabalho. Essa regiao nao pareia nos hibridos que
envolvem aquela espécie.

Um tipo especial de diferenga morfoldgica quanto a

uma banda localizada na secqio F, do cromossomo ¥, foi observa-

2
da em D. arizonensis. Essa diferenca morfoldgica reflete uma di

ferenga fisiologica, entre fémeas e machos dessa espéecie, que le
va a referida banda a sofrer um espessamento nos ultimos. O que
torna o comportamento dessa handa do cromossomo X de arizonen-

sis mais interessante ainda, € o fato de que o seu espessamento

ocorre tambem nas fémeas hibridas mulleri/arizonensis, de forma

ainda mais acentuada que nos machos arizonensis.

Por um lado, esse espessamento pode constituir a vi-
sualizagao do fendmeno da compensagdo de dose, pois manifesta-
se em condigdo hemizigotica. Por outro, & tentador admitir-se
que a atividade dessa banda esteja relacionada ao sistema regu-
lador da atividade organizadora nucleolar. Ha duas informagoes
que podem servir de base para essa suposicao. A primeira, refe-
re-se aos dados de BICUDO & RICHARDSON (1977) que mostraram a
dominancia do organizador nucleolar do cromossomo X de arizonen-
sis (ou de seu sistema regulador) sobre o de mulleri, nos hibri
dos das duas espécies. A espessura da banda marcadora poderia
refletir essa dominancia nas fémeas. A segunda, refere-se ao fa

to de que as quebras cromossomicas que determinaram as recombi-
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nagées interespecificas detectadas no cromossomo X de fémeas hi

bridas mulleri/arizonensis, nunca ocorreram depois d= banda mar

cadora, na diregéo da regiao proximal. Em outras palavras,nenhu

ma das quebras separou agquela banda e a regido organizadora nu

cleolar, embora haja um trecho, apdos a banda, na direcao proxi
mal do cromossomo X das duas espécies, em que as bandas sao mor
fologicamente correspondentes e pareiam de modo semelhante ao
observado no restante do cromossomo onde o crossing foi detecta
do.

Das espécies analisadas no presente trabalho, D. moja-
vensis & a Unica que apresenta inversdes intraespecificas (MET-
TLER, 1963; JOHNSON, 1973). Assim, sob esse aspecto, ela difere

ndo s6 de sua espécie criptica D. arizonensis, ccrno das outras

espécies, adaptadas ao deserto. A causa dessa diferenga tem si
do atribuida d& disponibilidade do substrato que essas espécies
exploram (revisao em JOHNSON, 1973). Uma das espécies de cactos

que D. mojavensis utiliza preferencialmente, Machaerocereus

gummosus, por formar grandes touceiras de até 100 metros quadra
dos, conseqgue manter-se através de todas as estagdes do ano, en
quanto outras espécies de cactos tornam-se raras em situacgdes

climaticas desfavoraveis. Isto levaria D. mojavensis a manter,

continuamente, populagaes de tamanho grande e, nessas condigSes,
a heteroselecao poderia leva-las a um polimorfismo balanceado,
enquanto as outras especies, por explorar cactos ndo perenes,
passariam por flutuagoes de tamanho muito acentuadas que pode
riam explicar a auséncia de polimorfismo.

A linhagem de D. mojavensis analisada neste trabalho

mostrou duas.inversoes, uma das quais, localizada no cromossomo
3, foi descrita por METTLER (1963). A outra, no cromossomo 2,
nao havia sido detectada anteriormente na analise intraespecifi

ca, mas, sua importancia fundamental reside em que seus limites
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parecem coincidir com os da inversao 2s, inversao homozigota,
descrita por WASSERMAN (1954) na analise interespecifica dos hi

bridos mojavensis/arizonensis. Segundo o autor,essa inversao te

ria sido a terceira a ocorrer na serie de inversdes superpos-
tas 2q, 2r, 2s, no processo evolutivo -que originou D. mojaven-

sis a partir de D. arizonensis. A detecgao dessa inversao em he

terozigose, sobre as outras duas, corrobora as ideias daquele
autor.

Deficiéncias e duplicagoes sao fendmenos bem  menos
frequentes, nas populagoes naturais que as inversoes. Frequente
mente, o material para estudo dessas aberracoes estruturais 2
obtido por meios artificiais, como irradiagao com raios X. A ra

ridade da ocorréncia natural desses fendOmenos, em Drosophila, &

uma das razoOes que justificam a descricdo da adigao e da defi-

ciéncia detectadas na extremidade distal dos cromossomos 4 e 5

de arizonensis.

Com relagac a essas aberragoes descritas no presente

trabalho, dois aspectos podem ser discutidos: (1) Constituem

elas aberragoes terminais ou subterminais? (2) Como teriam se
originado?
Deficiencias terminais, isto e, incluindo a regidao do

telomero, foram descritas em alguns trabalhos com Drosophila.En

tretanto, a veracidade de sua condigao terminal tem sido discu-
tida. Por exemplo, DEMEREC & HOOVER (1936 em ROBERTS, 1976) des
creveram 3 deficiencias terminais no cromossomo X, sendo duas
determinadas por raios X e uma expontdnea. ROBERTS (1969) mos-
trou que a expontanea era sub-terminal. Por sua vez, ROBERTS
(1975) obteve tambem 3 deficiéncias na ponta do cromossomo X coO
mo decorréncia de tratamento por raios X. Duas eram sub-termi-

i a ; . — ~
nais, e a 3-, o autor chamou "terminal deletion mimic" por nao

ter conseguido demonstrar a existéncia de material cromossomico
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aposto a regiao da quebra.

A importancia de confirmar, ou demonstrar que uma de
ficiéncia tida como terminal n3o o &, refere-se ao conceito de
telomero. MULLER ¢ seus colaboradores acumularam dados sobre de
ficiéncias e inversOes terminais, determinadas por raios X, que
os levaram a propor que as extremidades de um cromossomo sao cO
bertas normalmente por uma regido especifica terminal, a que se
deu o nome de teldomero, e que € necessaria a estabilidade cro-'
mossOmica (revisao em MULLER & HERSKOWITZ, 1954). A estabilida-
de de um cromossomo com deficiéncia terminal sO seria possivel,
entdao, se ocorresse "cicatrizagado" ou reconstrucgdao do teldmero.
Isto parece ocorrer no milho ( MCCLINTOCK, 1941 em ROBERTS,1975).

Por outro lado, tém sido descritos, na espécie humana,
casos de fusao telomérica, envolvendo cromossomos X (por exem-
plo FRAISSE & cols., 1975; SINHA & cols., 1976). SINHA & cols.,
(1976) admitiram a possibilidade de haver fusdo sem quebras an-

teriores como decorréncia de uma variagao da fungao do teldmero

em diferentes cromossomos; alguns teldOmeros seriam mais sensi-

veis a.fusao que outros.

Em varias especies de mamiferos,tambéem foram descri-
tos casos de fusao centromero-telomero envolvendo dois autosso-
mos ou um X e um autossomo (STOCK & HSU, 1973). Entretanto, RO-
BERTS (1975) admite que, dada a pequena dimensao da regiao telo
mérica nos cromossomos mitoticos, afirmar que as chamadas  fu-
sOes teloméricas de mamiferos ocorrem entre extremidades cromos
somicas ndo quebradas esta alem da resolugdo das técnicas

atuais. Em Drosophila o mesmo autor, tendo analisado 93.457 cro

mossomos X irradiados, portadores de marcadores genéticos,e ten
do encontrado apenas uma delegao terminal (e assim mesmo incer-
ta), concluiu que a probabilidade de cicatrizagao e, portanto,

de existéncia de delecao terminal em Drosophila & tao baixa que
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pode ser desconsiderada.
No que se refere a deficiéncia e adigao verificadas

em arizonensis, embora na maioria das células parecessem termi

nais, em algumas ceélulas havia, aparentemente, uma faixa termi

nal recobrindo os dois homdlogos, em ambos 0s casos.

Uma hipotese para explicar a origem dessas aberragoes
€ a de que tenham surgido por translocagao, talvez entre os pré

prios cromossomos cque as apresentam. Drosophila arizonensis, co

mo as demais espécies do complexo mulleri, mostra, nas glandulas
salivares, uma tendéncia para pareamento ectopico da regido te-
lomérica de seus cremosscomos, ou da regido telomérica de um com
a regiao centromérica de outro, formando grupos circulares de
cromossomos em que, frequentemente, & dificil reconhecer os li-
mites dos componentes. As vezes, essa associagao ocorre entre a
regido centromérica e a telomérica de um mesmo Cromossomo. ASSO
ciagoes dessa natureza foram anteriormente mencionadas, em ou-
tras espécies, por varios autores, e refletem a natureza hetero
cromatica das regides envolvidas (pequena revisac em LEFEVRE,
1976) .

O aspecto da regido deficiente e da regiao adicional
ndao invalidam a hipotese de translocagao entre Os Cromossomos
aberrantes: em ambos os casos trata-se de uma faixa espessa. En
tretanto, para que uma associagao comc a descrita pudesse ter
causado uma translocacdo, seria necessario admitir: (1) que as
ligagdes verificadas nas glandulas salivares também ocorrem nas
células germinativas e (2) a possibilidade de uma "cicatrizagao"
posterior a translocagéo, nos dois cromossomos envolvidos, dada
a aparente existéncia de uma faixa terminal, comum aos homolo-
gos em heterozigose. Ambas as condigOes permanecen, porém, nao

demonstradas em Drosophila.

Inversoes, duplicagdes e deficiéncias fazem parte
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variabilidade genética das populacOes e tém constituido, espe-

cialmente os dois primeiros, um
so evolutivo de muitas espécies
- 4 s :
respecificos, principalmente os
ha longo tempo como material de

¢ao de diferencas cromossdmicas

substrato importante no proces-
de organismos. Os hibridos inte

de Drosophila vém sendo usados

trabalho excelente para detec-

estabelecidas no processo de di

ferenciacao das espécies. O pareamento de seus CromosSsSOmMOS poli
ténicos permite, numa comparacao direta, visualizar mesmo peque
nas diferengas cromossOmicas interespecificas.

Mais recentemente, os hibridos interespecificos tém
sido utilizados em analises genéticas e citocldgicas com o obje-
tivo de detectar tambadm modifica¢bes fisiologicas, relaciona-
das com os mecanismos de regulagéo génica.

O interesse quanto ao conhecimento dos mecanismos de
regulacao génica decorre, de um lado, de sua importancia na ati
vidade e na diferenciacao celulares, e de outro, do fato de se
rem considerados elementos basicos na divergéncia interespecifi
ca.

A idéia de que as modificagoes nos sistemas regulado-
res genéticos tém desempenhado um papel fundamental na evolugao
dos organismos tem sido defendida por varios autores entre os
guais OHNO (1969), WILSON & cols. (1974), CARSON (1976) e AVISE
& DUVALL (1977). Por exemplo, WILSON & cols., baseados em estu-
dos de diferencas protéicas em mamiferos e anfibios, concluiram
que as principais barreiras moleculares a hibridagao interespe-
cifica sao as diferencas entre os genomas parentais quanto aos
sistemas reguladores.

Os genes estruturais de uma espécie devem ter sido se-
lecionados de modo a interagir, da forma mais adequada, com
seus proprios genes reguladores. Assim, nada melhor que o estu-

do dos hibridos para detectar modificagoes evolutivas dos siste
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mas reguladores.

-

No que se refare a sintese do RNA ribossomico, os

hibridos de Drosophila mulleri e D. arizonensis revelaram a exis

téncia de diferenca, entre as duas espécies, quanto aos mecanis-
mos reguladores. Colocados juntos genomas de ambas,evidenciaram=-
se mecanismos de reserva, relacionados ao controle da sintese nu
cleolar: amplificagd3o do DNA e ativagao de um organizador nucleo
lar secundario, aparentemente sob condig¢les de domindncia do sis

tema regulador de arizonensis sobre o de mulleri (BICUDO & RI-

CHARDSON, 1977).
Os resultados dos retrocruzamentos, realizados no

presente trabalho, confirmaram as observacoes efetuadas na gera

cao Fq segundo as quais, nas fémeas portadoras de um X de mulle-

e um X de arizonensis, um TUnico X associa-se ao nucléolo,e es

X € o originade de arizonensis. Esses resultados foram confir

mados em 3 fémeas heterozigotas para o cromossomo X e 4 fémeas
recombinantes heterozigotas para a regido proximal desse cromos-
somo, obtidas nos dcis testes de retrocruzamentos.

Os retrocruzgmentos permitiram verificar ainda,
gque nas fémeas a repressao da atividade do organizador nucleo-
lar oriundo de mulleri ndo esta na dependéncia da origem materna

ou paterna desse cromossomo. Os cruzamentos mulleri X arizonen-

sis sO sao possiveis na direcdao que envolve fémeas mulleri e ma

chos arizonensis. Assim, as fémeas hibridas Fy tem o X de mulle-

ri proveniente da m3ae e o de arizonensis do pai. Nos cruzamentos

entre fémeas F, e machos mulleri, porém, a situacao inverte-se,

pois as fémeas heterozigotas tém o X de mulleri proveniente do

pai e o X de arizonensis proveniente da mae. Em ambos os casos a

.

dominancia do organizador nucleolar de arizonensis sobre o de mu-

lleri manifesta-se da mesma maneira.

Por esse processo, porem, nao €& testada a condi-
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gao reciproca (isto &, fémeas arizonensis X machos mulleri) no

que se refere a origem do citoplasma, que nas fémeas Fy provem
de mulleri; e nas femeas dos retrocruzamentos provém das fémeas
hibridas Fl. Entretanto, o fato da atividade repressora ser a
mesma nos dois tipos de citoplasma testados e indicativo de que
a interacao, nas fémeas, ocorre entre os Crcmossomos, sem inter-
feréncia detectavel da origem citoplasmatica.

Por cutro lado, a constancia desses resultados,in
dependentemente da variabilidade quanto aos demais cromossomos
das femeas obtidas nos retrocruzamentos, sugere que a domindncia
do organizador nucleolar e um efeito de interacio entre os pro-

prics cromossomos X, nessas fémeas hibridas. Corroborandec ainda

essa ideia, em fémeas descendentes dos retrocruzamentos, homozi-

gotas para o cromossomo X originado de mulleri, ou recombinantes

homozigotas mulleri wara a regiao proximal do cromossomo X, ocor
re associacao normal desse cromossomo ao nucléolo, indicando que

ele atua como organizador nucleolar nas fémeas, na auséncia do X

de arizonensis. Essa situagcao assemelha-se a verificada nos hi-

bridos melanogaster/simulans por DURICA & KRIDER (1977, 1978).

Un outro aspecto mostrado pelos cromossomos X re
combinantes pode ser indicativo de uma autonomia do processo de
ativagao cu inativagao da regiao organizadora nucleolar do cro-
mossomo X em relagao a outras regidces do mesmo cromossomo. Se a
dificuldade no pareamento cromossdomico de regides aparentemente
iguais quanto ao padrao de bandas & consequéncia da diferencia-
qéo génica entre as espécies, o0s cromossomos recombinantes inte-
respecificos obtidos devem transportar sequéncias génicas inexis
tentes em qualquer das espécies parentais. Entretanto, os cromos
somos X recombinantes, nas fémeas, comportam-se, ao nivel de nos
sas observagoes, como OS nao recombinantes. Por exemplo, ©O par

cromossomico portador de X recombinante tipoc B, obtido em cruza-
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mentos F, X mulleri, mostrou associagdo de um s& X ao nucléolo

(0 X de arizonensis) apesar de ser homozigoto mulleri para a re

giao distal do cromessomo. Por outro lado, grandes extensdes em
heterozigose (subtipos C e D) aparentemente também nao afetam a
atividade organizadora nucleolar da regiao proximal homozigota.

Contudo, essa situacao poderia também ser atribul
da a auséncia de diferenciacgao entre as espécies quanto a possi-
veis genes envolvidos com a atividade organizadora nucleolar, lg'
calizados além da banda marcadora, na direcao distal. A dificul-
dade de pareamento dessa regido ndao deve significar, obrigatoria
mente, diferenciacdo interespecifica em todos os seus loci.

Os machos obtidos dos retrocruzamentos confirma-

ram a hipdtese aventada a partir dos machos F, (BICUDO & RICIAR

L
DSON, 1977), segundo a qual a auséncia do cromossomo X de arizo-
nensis estaria associada a ocorréncia de amplificagdo de um dos
microcromossomos e sua associagdo ao nucléolo.

Entre os machos descendentes dos retrocruzamentos,

os diploides portadores de X de arizonensis apresentaram, confor

me se esperava, microcromossomos normais, isto e, sem amplifica-
géo aparente, quer estivessem em homozigose (dois microcromosso-

mos arizonensis) ou heterozigose (um microcromossomo de cada es

pécie). Também conforme o esperado, o uUnico macho portador de X
de mulleri e microcromossomos em heterozigose, obtido no experi-
mento, mostrou amplificagao de um dos microcromossomos e associa
¢do do mesmo ao nucléolo. Entretanto,nenhuma das células analisa
das nas glandulas salivares desse individuo apresentou um grau

de amplificagdo tdo elevado quanto o verificado nos hibridos Fl.
Na maioria das células, mesmo, aparentemente, nao houve amplifi-
cagao. O cromossomo X, nesse individuo, associava-se ao nucléolo,
juntamente com o microcromossomo, sugerindo uma atividade apenas

complementar do ultimo cromossomo.
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Duas hipoteses podem ser propostas para explicar

. ~ = -~ i 4 s
essa situacao: 1= hipotese - A ausencia do X de arizonensis pode

nao ser a causa exclusiva da amplificag@o. E possivel que as con
digoes do citoplasma do ovulo, criadas pelo gendtipo maternc,tam
bém estejam envolvidas no processo. Os machos Fl provém de fe-
meas mulleri, enquanto o macho analisado, obtido dos retrocruza-
mentos, provém de femea Fio portadora de um genoma mulleri e um

genoma arizonensis. Espera-se, portanto, que os ovulos, nos dois

casos, armazenem substancias diferentes. Além disso, relacoes
de dominancia alélica interespecifica podem tornar ainda maior a

diferenga das condigOes citoplasmaticas dos oOvulos dessas fémeas.

A influéncia do citoplasma do ovulo nas relagoes de dominadncia in

terespecifica quanto a atividade organizadora nucleolar foi obser

vada, como ja mencionamos, em hibridos Xenopus laevis/X. rmulleri

(HONJO & REEDER, 1673). 22 hipdtese - 0 cromossomo X do  macho
obtido dos retrocruzamentos pcde ser recombinante e, portanto,

portador de trechos arizonensis na regido distal, posterior a

banda marcadora. A presenga de trechos de outra origem especifi

ca, no cromossomo’ X, parece nao interferir na relagﬁo de dominﬁg

cia nucleolar (como foi indicado pelas fémeas portadoras de cro-

mossomo X recombinante), mas poderia interferir no grau de ampli
ficagao do microcromossomo.

A primeira hipotese parece mais provavel e tem
tambem o suporte dos resultados obtidos por WILKINSON (1944),em
Salix. Nesse organismo, a domindncia nucleolar manifesta-se em
1+ mas nao em F2.

Os retrocruzamentos mostraram, além dos aspectos

F

referentes 3 atividade organizadora nucleolar, novas facetas da
hibridagdo dessas espécies. Uma delas refere-se a constituigao

cromossomica dos descendentes desses retrocruzamentos.
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O primeiro teste de retrocruzamentos mostrou uma
acentuada predominancia de descendentes homozigotos fémeas e ma
chos quando o individuo paterno foi tomado da espécie arizonen-
sis. Como nos retrocruzamentos com machos da espécie mulleri to
dos os descendentes eram mistos quanto ao genotipo, a situagao
verificada em F, X arizonensis ndo pode ser atribuida a formagao

1
preferencial de gametas portadores de cromossomos arizonensis

or parte das fémeas F.,. O fenomeno deve ter sido decorrente de
]:

uma selegao favorecendo os homozigotos para todos os pares de
cromossomos, em ambos 0s sexos, e que deve ter atuado ao nivel
da fecundagao ou nas fases iniciais do desenvolvimento,antes de
atingida a fase de larva do 3?2 estadio. Aparentemente a selegao
foi orientada pela constituigao cromossdmica paterna, interagin-
do com fatores inerentes ao ovulo.

Em trabalho recente, DANIELS & cols. (1977) mos-
traram a atuacdo de efeitos paternos e maternos na viabilidade
de hibridos obtidos em intercruzamentos e retrocruzamentos de se

miespécies de Drosophila paulistorum. O método por eles utiliza-

do consistiu na verificagao da proporgao de ovos eclodidos. Como
parte dos efeitos paternos foram incluidos, o genotipo do doador
do espermatozdide e o do pai da fémea cuja postura foi estudada.
Os efeitos materncs relacionavam-se a caracteristicas do ovo de-
vidas 3 atuagao do gendtipo materno e incorporadas ao ovulo du-
rante a ovogénese. Anomalias do desenvolvimento ocorreram em qua
se todas as fases da embriogénese, com reflexos acentuados na ul
traestrutura normal dos embrioes.

Se admitirmos que os fendOmenos detectados por BI-
CUDO & RICHARDSON (1977), nas glandulas salivares dos hibridos

mulleri/arizonensis sao validos para as células gaméticas, pode

mos supor que o citoplasma do ovulo das fémeas hibridas acumule
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apenas RNA ribossoOmico procedente de arizonensis. Esse RNA ribos
sOmico acumulado poderia ser o fator citoplasmatico envolvido no
processo de selegao favorecendo hibridos homozigotos. A transfe-
réncia de resultados das glandulas salivares para os ovulos en-

contra algum suporte em dados obtidos em hibridos de Xenopus lae-

vis e X. mulleri, os quais mostraram repressao do organizador nu
cleolar de mulleri em células somdaticas e nos ovulos (BROWN &
BLACKER, 1972; HONJO & REEDER, 1973).

Por outro lado, sabe-se que a sintese e o proces-
samento do RNA ribossomico sao fendmenos regulatdrios importan-
tes nos processos de proliferagdo celular e diferenciagao dos te
cidos. Condig¢Ges que modifiquem ou alterem a sintese do RNA r
comprometem seriamente as fungoes celulares que dependem de ni-
veis mais elevados de sintese proteica (BYNUM & VOLKIN, 1976).

O envolvimento do RNA ribossOmico nos processos
de diferenciagdo tem sido demonstrado de varias formas. Por exem
plo: (1) em hibridos de Xenopus verificou-se que a expressao nu

cleolar & dependente do estadio do desenvolvimento (CASSIDY &

BLACKER, 1974); (2) em neuroblastoma de rato, os padrdes de sin

tese e processamento do RNA ribossOmico variam no decorrer da di
ferenciagao celular (BYNUM & cols., 1977); (3) a diferenciagao
do pancreas e acompanhada por um aumento da sintese de RNA r
(WALTHERS & cols., 1974) cuja falha leva a alteragao ultraestru-
tural da glandula (PARSA & cols., 1970, 1972 e MIZOGUCHI & cols.,
1972, em BYNUM & VOLKIN, 1976).

De qualquer modo, no presente trabalho, a intera
cao citoplasma-cromossomos, levando & selecao dos gendtipos, po
deria resultar de um melhor entrosamento entre substancias (re-
lacionadas direta ou indiretamente ao RﬁA ribossémico estocado

no ovulo) ou genes reguladores maternos, e genes estruturais pa
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ternos,da mesma espécie.
Aparentemente,o embriac comega seu desenvolvimen
to com apenas uma fragao de seu material genético atuante.Dadds

de hibridagao DNA/RNA obtidos em ourigo do mar mostraram que na

fase de blastula o RNA mensageiro sintetizado & ainda do mesmo

tipo estocado no Ovulo pela mae (WHITELEY & cols., 1966; SLATER
& SPIEGELMAN, 1966; OHNO, 1969). A organogénese envolve, assim,
a ativacgao sequencial de genes que estavam reprimidos. Por ou-
tro lado, varios experimentos tém indicado que a transcricdo do
DNA nucleolar estd sob controle citoplasmatico em ovocitos e
ovos (Por exemplo, em Xenoonus, WOODLAND & cols., 1972). Pode-se,
assim, admitir que as interacgoes entre substancias reguladoras

e genes de uma mesma especie provejam aos seus portadores maior
viabilidade que as decorrentes de interacao entre substdncias e
genes de espécies diferentes. Uma interacdoc dessa natureza pode
ria ser resronsavel pela selegcdo preferencial a favor dos indi-
viduos homozigotos, nos retrocruzamentos entre fémeas Fl e ma

chos arizonensis.

0 segundo teste de retrocruzamentos de fémeas Fl

com machos arizonensis, entretanto, apresentou resultados dife-

rentes do primeiro, guanto a constituic¢ao cromossdmica. As 19
larvas analisadas eram mistas, isto &, portadoras de pares de
cromossomos em homo e heterozigose. Isto demonstra que a produ
cao preferencial de homozigotos, verificada no primeiro teste,

nao & obrigatdria em retrocruzamentos com arizonensis. Resta po

rém saber as causas determinantes dessa diferenca de resultados.
VariagGes no gendtipo materno e paterno, idade das fémeas(no 19
teste foram feitos inicialmente cruzamentos por casal que nao
produziram descendentes e que mais tarde foram reunidos em cru-

zamentos em massa, enquanto no 29 teste foram utilizadas femeas

AVA
AVAYAY

1 2 3 4 5 6 7 unespwll 2: 43 14 15 16 17



jovens), condigoes ambientais (por exemplo, embora ambos os ex
perimentos tenham sido mantidos em camara de 20°¢ + 1°c nio hou

ve um controle rigoroso do tempo de manutengao fora da camara

" » ih
para manipulagao) sao possibilidades a ser’ testadas. Em qualquer

delas a causa ultima ainda pode estar relacionada & sintese de
RNA ribossomico. No que se refere a temperatura, pelo menos, sa
be-se que & umavariavel da qual a sintese de RNA r & dependente
(por exemplo, SALADINO & NORTON, 1976).

Os machos aneuploides, portadores de um microcro
mossomo extra, produzidos pelos retrocruzamentos, trouxeram uma
nova contribuigao ao estudo da regulacao da atividade génica nos

hibridos mulleri/arizonensis.

A origem desses aneuploides pode ser explicada

jung3o do par de microcrcmossomos. Em hibridos, tanto vegetais
como animais, & frequente a ocorréncia de anomalias do comporta
mento cromossdmico, no processo de divisdao. Como esse comporta-
mento, na meiose, estad sob controle genético (pror exemplo,BAKER
& cols., 1976; RAMEL & VALENTIN, 1977), pode-se compreender que
a alteracdo das condig¢des de equilibrio, causada pela hibrida-
¢do, determine a ocorréncia de anomalias na segregagdo cromossd
mica.

Os machos aneupnloides, analisados no presente
trabalho, caracterizavam-se pela presenga de 3 microcromossomcs
em todas as células das glandulas salivares. Um desses microcro
mossomos apresentava alteracdao morfoldgica, sugerindo um proces
so de heterocromatinizacao, pelo aspecto e pela intensidade de
coloragcao com orceina (revisdo sobre heterocromatina e hetero-
cromatinizagao em BIANCHI, 1978; MELLO, 1978).

Em todas as celulas das glandulas salivares de
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um mesmo individuo, a origem especifica do cromossomo heterocro
matinizado foi a mesma, indicando estabelecimento precoce,no de
senvolvimento, do cromossomo a ser submetido ao processo.

Contudo, a origem especifica do cromossomo alte-
rado diferiu entre os individuos aneuploides, o gue mostrou a
sua nao obrigatoriedade quanto a este aspecto.

A comprovagao de que se trata realmente de um pro
cesso de hetﬂggéronatlnlzagao requerera o uso de técnicas adicio
nais. Entretanto, a possibilidade de que seja realmente um fend
meno dessa natureza, €, "a priori", muito plausivel ndo sd pe-
las razoes morfoldgicas apontadas, mas também por razdes de or-
dem fisioldgica. A heterOCromatinizagao indica, no caso em estu
do, inativagao de um cromossomo excedente, permitindo a manuten
cao do equilibrio cromossomico do estado diploide, que & viavel
nesses hibridos, apesar dos problemas decorrentes da hibridacao

A inativacdo cromossémica nos individuos triplo-

6 teria, portanto, fungdo fundamentalmente semelhante & da ina-

tivagdo do X nas fémeas dos mamiferos (revisao em LYON, 1972;

GARTLER & ANDINA, 1976). Nas femeas dos mamiferos, a heterocro-
matinizagao elimina os efeitos aneuploides entre fémeas e ma-
chos, nos tecidos somaticos. Resulta uma "compensagao de dose"
de tal forma que a fémea com dois X e o macho com um, produzem
a mesma quantidade de produtos génicos ligados a esse Cromosso-
mo.

A expressao "compensagao de dose" foi criada pa-

ra referir-se, em Drosonhila, a caracteristicas que, embora dg

terminadas por genes localizados no cromossomo X, mostram o mes

mo fendtipo em machos e fémeas (MULLER & cols., 1931, em MARONI

& PLAUT, 1973). Nesse organismo, o mecanismo de compensagao pro

posto foi o de hiperatividade transcricional do cromossomo X
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nos machos. Evidéncia dessa hiperatividade foi apresentada em

varias espécies de Droscophila (pequena revisdo em MUKHERJEE &

CHATTERJEE, 1975) . Por exemplo, o exame da atividade de enzimas

codificadas pelo cromossomo X, em.fémeas e machos de D. melano-

gaster (entre outros, KOMMA, 1966; SEECOF & cols., 1969), e de

D. pseudoobscura (ABRAHAM & LUCCHESI,1973) mostrou resultados

idéntidos nos dois sexos.

‘Os mecanismos de "compensagao de dose" sdo, por-
tanto, mecanismos reguladores que visam, de modo geral, dotar
as células de um nivel Stimo de sintese de determinadas substén
cias, que lhes assegurem uma atividade metabdlica normal.No que
se refere ao cromossomo X de feémeas e machos de mamiferos ou

de Drosophila, os mecanismos compensam as falhas criadas por

um sistema selecionado no processo evolutivo para determi

nacao do sexo.

Contudo, nos hibridos de Drosophila em estudo

neste trabalho, o processo (admitindo-se que se trata realmente
de um processo de"compensagao de dose") difere pelo fato de ser
um mecanismo de reserva, nao utilizado normalmente por qualquer
das especies envolvidas, no estado diploide; e também por atuar
sobre um autossomo.

Por outro lado, a confirmagao da disponibilidade
de um mecanismo de inativagdo por heterocromatinizagcdo mostrara

que a compensagao de dose em Drosophila pode também ser produzi

da por outro processo alem da equivaléncia transcricional do
tnico X dos machos, aos dois X da femea.

A inativagdo por heterocromatinizacao ocorre tam
bém em outros organismos. Nos coccideos, esse processo esta as
sociado ao desenvolvimento sexual, atingindo um lote cromossdmi

co completo dos machos, ou a inativaqio de conjuntos cromossomi-
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cos supernumerarios em tecidos poliploides de embrides fémeas
e machos (revisao em BROWN ( NUR, 1964).

O mecanismo detectado nos hibridos aneunldides

mulleri/arizonensis, nao parece ser geral para hibridos de Dro-
sophila, trissdémicos para o microcromoésomo. Nos hibridos de D.
virilis X D. littoralis, portadores de microcromossomos em tri
plicata nas glandulas salivares, esses Cromossomos eram norfolo
gicamente normais (EVGENEV & SIDOROVA, 1976). |
A alteragao morfoldgica do microcromossomo nos
machos aneuploides parece estar associada a um processo de am-
plificagao. Entretanto, se essa alteragdo for um processo de
inativagao, a amplificagdo tornar-se-a, aparentemente infitil, a
menos que a inativagdo ndo atinja todo o cromossomo. Na maio-
ria das células, porém, a alteracado morfoldgica parece abranger

todo o cromossomo e até mesmo os filamentos que o associam ao X

ou a outro Cromossomo.

De-fato, a ampl‘flcagﬁé verificada paralelamente
a heterocromatinizacdo ndo" parece, pelo menos, associada a ati-
vidade.organizadora nucleolar; o microcromossomo alterado nao
se associa ao nucléolo como ocorre com OS mMicrocromossomos am-
plificados nos hibridos F, e nos descendentes de retrocruzamen-

i |

tos. Alem disso, pelo menos a regido proximal do cromossomo X,

a partir da banda marcadora, nesses machos aneupldides, e arizo-

nensis, e associa-se normalmente ao nucléolo, podendo "dispen-
sar" a amplificacao do microcromossomo, de acordo com as obser-
vagdes efetuadas nos hibridos diplodides.

E possivel que o aumento de tamanho do cromosso-
mo heterocromatinizado seja decorrente do proprio processo de
heterocromatinizac¢dao. Como indicaram alguns desses microcromos-

somos, a rede heterocromatica parece ser uma camada superposta
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ao cromossomo, a qual deve contribuir para aumento de seu volu-
me.

Quais seriam e como atuariam os mecanismos acio-

nadores dessa aparente heterocromatinizacaoc em hibridos mulleri/

» s - . . .
arizonensis? E possivel que, em suas linhas gerais o sistema re

gulador desse fendmeno seja semelhante ao do cromossomo X nos
mamiferos. Nos proprios mamiferos, porém, o processo da hetero-
cromatinizagao permanece desconhecido na maioria de seus aspec
tos regulatdrios, biofisicos e bioquimicos. Por exemplo, foi so
em trabalho recente que MARTIN & cols. (1978) apresentaram a
primeira evidéncia de que a diferenciagao do cromossomo X em ma
miferos @ um processo de inativacao de um X entre dois ativos e
nao ativagdo de um X entre dois inativos.

Os hibridos triplo 6 parecem constituir material
bastante promissor para o estudo de nroblemas visando melhor ca
racterizar e compreender os fendmenos de regulagao envolvendo a
heterocromatinizacao, e do proprio processo de heterocromatini-
zagao. Suas vantagens resultam, basicamente, de que o processo
envolve um cromossomo politénico, o qual, mesmo sendo © menor
do conjunto a que pertence, € ainda muito maior que os cromosso
mos de células de mamiferos; por ser um cromossomo de Dro-
sophila, organismo conhecido e accessivel a muitas formas de
analise genética e citoldgica; e por ocorrer em espécies nas
quais outros mecanismos de regulagao comegam a ser descobertos
e podem ser relacionados.

Um conhecimento mais profundo desses mecanismos
talvez possa ter implicacoOes ainda mais amplas, tais como na
compreensao dos fendmenos de heterocromatinizacao que ocorren
em determinadas formas de cancer (SUSS & cols., 1973).

A possibilidade de inativag¢dao por heterocromati-
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nizacao € mais um mecanismo regulador de reserva que aponta a
importancia da atividade do pequeno cromossomo 6 no conjunto
cromossomico dessas espéecies. Em diferentes circunstidncias, ele
e passivel de amplificagdo correspondente a até 7 vezes seu ta
manho normal, de ativacao como um organizador nucleolar secunda
rio e de inativacao guando em dose excessiva.

Varios trabalhos tém demonstrado a existéncia de
homologia entre o cromossomo X e 0 microcromossomo (Cromossomo

4) de D. melanogaster (SANDLER & NOVITSKI, 1956; KAUFMANN & GAY,

1969; pequena revisao em HOCKMAN, 1976). KAUFMANN & GAY (1969),
por exemplo, apresentaram evidéncia citologica do fendmeno, pe-

la observagao de um pareamento mais frequente entre a extremida

de distal do cromossomo 4 e a do X, que entre aguele cCromossomo

e qualqguer outro autossomo. Tambem foi mencionada a existéncia

de homologia entre o microcromossomo de D. melanogaster e a re

gido eucromatica proximal do cromossomo X de D. busckii (KRIVS-
HENKO, 1959); o autor encontrou mutantes para os mesmos caracté
res em ambos OS Cromossomos.

Nas espécies do complexo mulleri, foi observada,

pelo menos em D. mojavensis, uma associagéo mais frequente do

cromossomo 6 ao X do que a outro autossomo, avarentando, algu-
mas vezes, inclusive um pareamento faixa com faixa. Essa obser-
vacao pode ser indicativa de homologia entre aqueles cromosso-
mos. Por outro lado, o envolvimento de ambos na sintese nucleo-
lar mostra semelhanga genética entre eles.

Diante desses resultados pode-se conjecturar se
essa capacidade de heterocromatinizacao do cromossomo 6 nao se
ria remanescente de um mecanismo estabelecido precocemente no
procescso evolutivo, em relagao ao cromossomo X, do qual o micro

cromossomo teria se originado.
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De longa data, a frequente associagdo de um mes-
mo cromossomo ao nucléolo tem sido tomada como indi-ativa de

que esse cromossomo & orcanizador nucleolar. Entretanto, a apli

cagao da técnica da hibridacdo "in situ" com PNA ribossémico, a

mulleri, arizonensis e seus hibridos, foi feita com o objetivo,

ja mencionado, de comprovar, pelo método considerado o mais ade
quado, a localizagao dos cistrons ribossomicos no cromossomo X
e no microcromossomo daquelas espécies.

Os resultados da aplicagao da hibridacao aos cro
mosscmos politenicos mostraram 3 aspectos princimais: (1) a pre
domindncia de gracs no DNA localizado no interior do nucléolo,
(2) a presencga de graos na regido proximal do microcromossomo e
no filamento que o associa ao nucléolo, e (3) a marcagdo mais
acentuada nos nucléolos dos machos hibridos que nos nucléolos
das espécies parentais e das fémeas hibridas.

O primeiro aspecto havia sido ohservado previa-
mente em cromossomos politénicos de D. hydei, por PARDUE & cols.
(1970) ; esses autores utilizaram RNA r de Xenopus para hibrida-
¢ao, observando marcagdo exclusiva no interior do nucléolo, em

bora se saiba que aquela espécie de Drosophila apresenta um or-

ganizador nucleolar no cromossomo X (HEITZ, 1934, em PARDUE &
cols., 1970). O segundo aspecto €& indicativo da presenga de cis
trons ribossomicos no microcromossomo, e o terceiro pode estar
associado a amplificacao do DNA r nos microcromossorios dos ma-
chos hibridos.

O envolvimento do cromossomo X e do microcromos-
somo na atividade organizadora nucleolar, comprcvado pela hibri

dagao "in situ" DNA/RNA ribossdmico, nos hibridos mulleri/arizo-

nensis, mostrou ser verdadeiro também para os demais hibridos

analisados.
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O estudo Jda atividade organizadora nucleolar des
ses hibridos, pela associa;do dos cromossomos ao nucléolo e mox
fologia dos microcromossomos permitiu, poreém, verificar a exis-
tencia de diferenciacdo entre as espécies em estudo, quanto a
esse aspecto: os genomas das varias es?écies mostraram comporta
mento diferente diante do genoma de D. mulleri, nos hibridos in
terespecificos.

Alguma variagao ocorre também entre as células
de uma mesma glandula, demonstrandoc a existéncia de uma certa
independéncia celular quanto a expressao dessa caracteristica.
Entretanto, para cada tipo de hibrido ha um comportamento celu-
lar predominante e caracteristico.

Nas fémeas hibridas mulleri/mojavensis o X de mo-

javensis @ dominante. Mas o cromossomo X de mulleri pode atuar

na auséncia do X de mojavensis, como demonstram os machos hibri

dos dessas espécies. Nesses machos ocorre associacao do cromos-
somo X de mulleri ao nucléolo e nao hia amplificacao do microcro
mossomo. Nas proprias fémeas dessas duas espécies, evidencia-se
a possibilidade de atuacao do X de mulleri, pela sua associagao
ao nucleolo, em algumas células, isolada ou juntamente com o X

de mojavensis.

Nos hibridos arizonensis/mojavensis, os resulta-

dos foram iquais nas duas diregoes dos cruzamentos. Qualquer dos

cromossomos X, de mojavensis ou arizonensis, em uma ou outra di

regcao de cruzamento, & capaz de atuar como organizador nucleo-

lar nos machos hibridos dessas espécies, prescindindo da ampli-
ficagao do microcromossomo. Portanto, nas fémeas, embora ndao se
possa distinguir morfologicamente os cromossomos X das duas ori
gens especificas, & teoricamente possivel que qualquer deles,ou

ambos, sejam capazes de atuar como organizadores nucleolares.
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£ interessante ressaltar o fato de que embora

nas fémeas hibridas arizonensis/mojavensis cu mojavensis/arizo-

nensis nao haja atividade diferencial da banda marcadora do X

de arizonensis, os machos hibridos de fémeas arizonensis X ma-

chos mojavensis mostram a banda marcadora de seu Cromossomo X

(recebido de arizonensis) espessa como nos proprios machos ari-

zonensis normais. O cromossomo X de mojavensis, porem, nao & do

tado da capacidade de espessamento dessa banda, nem nos machos

hibridos mojavensis/arizonensis, nem intraespecificamente. Por-

tanto, essa banda encontra-se submetida a controles diferentes,
em ambas as espécies.
0 nao espessamento da banda marcadora poderia in

dicar dominancia de mojavensis sobre arizonensis, nas féemeas hi
J ' =

bridas, ou a capacidade do cromossomo X de mojavensis de respon

der ao mecanismo arizonensis de controle da referida banda,levan

do a uma situagao semelhante a das proprias fémeas arizonensis.

A comparagao dos resultados obtidos nos hibridos

‘mulleri/arizonensis e mulleri/mojavensis mostra outras diferen

¢as entre arizonensis e mojavensis. Nos machos hibridos mulleri/

arizonensis ha aparentemente, uma dominancia do sistema regula-

dor de arizonensis sobre o de mulleri envolvendo amplificagao

do microcromossomc daquela espécie, enquanto nos hibridos mulle-

ri/mojavensis, a domindncia de mojavensis sobre mulleri so atua
quando ambos os cromossomos X encontram-se presentes.

A diferenca de ordem fisioldgica, quanto a banda
marcadora, & a unica diferenga visivel, ao nivel dos nossos ex

perimentos, entre os cromossomos X das duas espécies. Isto tal-

vez possa ser tomado como um reforgo para a hipdotese do envolvi

mento daquela banda em alguma forma de controle da atividade or

ganizadora nucleolar.
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Nos hibridos mulleri/aldrichi a diregao de domi

nancia inverte-se. O cromossomo X de mulleri mostra-se dominan-
te na maioria das células das fémeas. Consequentemente, nos ma
chos, esse cromossomo atua como organizador nucleolar.

Nas fémeas, porém, o X de aldrichi mostra, em al
gumas células, a capacidade de atuar junto com o X de mulleri
(embora de forma aparentemente menos ativa), ou mesmo isolada-
mente.

O comportamento dos hibridos mulleri/wheeleri,

guanto ao aspecto em exame, e semelhante ao de mulleri/aldrichi.

Nas fémeas predomina associagdo do X de mulleri ao nucléolo, su
gerindo dominancia desse cromossomo sobre o X de wheeleri.No en
tanto, algumas células de machos mostram alguma amplificacgao do
microcromossomo e associagao do mesmo ao nucléolo indicando ati

vidade deficiente do X de mulleri, como organizador nucleolar.

Os hibridos mulleri/navajoa apresentaram resulta

dos semelhantes aos observados nos hibridos mulleri/arizonensis.

Nas fémeas o X de navajoa domina sobre o de mulleri. Nos machos
ocorre amplificagao do microcromossomo e ativagao como organiza
dor nucleolar secundario. Contudo ha duas diferencgas basicas,en

tre os hibridos mulleri/arizonensis e mulleri/navajoca, talvez

relacionadas entre si: (1) nos machos hibridos mulleri/navajoa

ocorre associagao do X de mulleri ao nucléolo, sugerindo alguma
atividade deste como organizador nucleolar, enquanto nos machos

mulleri/arizonensis essa associagﬁo nao foi observada; (2) a an

plificagaoc do microcromossomo & menos acentuada nos machos mul-

leri/navajoa que nos machos mulleri/arizonensis, pois enquanto

nos primeiros ela &, no maximo, de 3 vezes o tamanho normal do
microcromossomo, nos ultimos, chega a 7 vezes. Assim, nos hibri

dos mulleri/navajoa a atividade do microcromossomo parece ser

AVA
AVAYAY

1 2 3 4 5 6 7 unespwll 2: 43 14 15 16 17



165

de complementagao da atividade do cromosscmo X de mulleri. Nao

se pode descartar também a possibilidade de que o nimero de cis
trons ribossomicos do microcromosscmo de navajoa (admitindo-se
que este seja o microcromossomo amplificado nos machos hibridos

mulleri/navajoa) seja naturalmente maior que o de arizonensis

(que parece ser o microcromossomo amplificado nos hibridos mul-

leri/arizonensis), dispensando uma amplificacao mais acentuada.

O aspecto das regioes compactadas, intensamente
coradas, do microcromossomo amplificado, intercaladas com re-
gides pouco densas, e que foi visto em machos hibridos F, nulle-
ri/navajoa pcde também ser decorrente de uma heterocromatiniza-
¢ao desse microcromossomc. A heterocromatinizagao, que nao atin
ge todo o cromossomo, pcderia ser uma forma de corregao de um
processo de politenia adicional de todo o cromossomo. Dessa for
ma seriam inativados os genes "excedentes", exceto aqueles para
O0s quais o processo de politenia adicional desencadeou-se. Se-

riam, portanto, nos hibridos Fl e nos aneupldides descendentes

‘de retrocruzamentos, dois processos de heterocromatinizagao mor

fologicamente diferenciaveis pelo aspecto do cromossomo atingi-
do. Mas envolvidos, em ambos Oos casos, com a compensagao de do-
se.

O interesse em aplicar as técnicas de coloragao
pela prata no material analisado neste trabalho, resultou, prin
cipalmente da recente atribuicao, a elas, da capacidade de co-
rar apenas os organizadores nucleolares ativos e nao todas as
regices portadoras de DNA ribossomico (MILLER & cols., 1976a, b,
1977; HOWELL, 1977). Essas tecnicas poderiam, assim, confirmar
as relagOes de dominancia interespecifica, deduzidas por outro
tipo de observagao, no material que vimos analisando. Entretan-

to, sua aplicagao aos ganglios cerebrais das espécies em estu-

AVA
AVAYAY

1 2 3 4 5 6 7 unespwll 2: 43 14 15 16 17



do nao mostrou coloragao seletiva de regides cromossomicas.

Os cromossomos politénicos, porém, apresentaram

alguns resultados interessantes. Um desses resultados foi a co-

loragao dos filamentos que associam o cromossomo X ao nucléolo
e que nao haviam mostrado granulagao de prata nas laminas subme
tidas a hibridagcdo "in situ".

Outro meérito da aplicagdo das técnicas de colora
cao pela prata, aos cromossomos politénicos, foi o de confirmar
que os "corpusculos semelhantes ao nuclé&olo", detectados com al
guma dificuldade nas laminas dos hibridos, nao coradas ou cora
das pela orceina lacto-acética, sdo realmente formados de mate
rial nucleolar: esses cornUsculos coraram-se de castanho escuro
ou marron, da mesma maneira que os nucléolos normais.

A melhor visualizagao dos nucléolos adicionais
permitiu, por sua vez, verificar que a fregquéncia com que eles
aparecem nas células das glandulas salivares dos hibridos inte-
respecificos & mais elevada que nas espécies parentais. Também
a forma do nucldolo que & normalmente arredondada ou ovalada
nas observagoes intraespecificas, altera-se em muitos hibridos,
assumindo frequentemente contornos bastante irregulares. O tama
nho do nucléolo também parece aumentado em alguns hibridos.

Essas modificagGes refletem os distirbios causa-
dos pela hibridagao na sintese nucleolar, evidenciados, de ou-
tra maneira, pelo uso de mecanismos de reserva. Mesmo nos hibrg
dos em que se estabelecem associagOes aparentemente normais en
tre o cromossomo X e o nucléolo, essas modificacGes numéricas e
morfoldgicas ocorrem, revelando a inadequagao das interagoes
cromossomicas interespecificas em outros aspectos da atividade
organizadora nucleolar.

Os hibridos mulleri/aldrichi e mulleri/wheeleri

(especialmente os primeiros) foram os que apresentaram as fre-
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quéncias mais elevadas de células contendo corpusculos nucleola
res adicionais. Em ambos os casos, o cromossomo X de mulleri e
dominante.

A dominancia interespecifica do organizador nu-
cleolar, observada nas femeas hibridas; foi deduzida da associa
¢ao de um Unico X ao nucléolo. Nessas femeas, com excegao de

arizonensis/mojavensis, os cromossomos X nao pareiam e a origem

especifica de cada um deles, pode ser determinada pela morfolo-

gia.

Entretanto, despareamento do par de cromossomos X
e associagao de um sO de seus elementos ao nucléolo, foram tam-
bém observados em um numero variavel de células das glandulas
salivares de descendentes dos retrocruzamentos Fl X mulleri e

F1 X arizonensis, homozigotos para o cromossomo X, e em uma fé

mea obtida dos estoques de aldrichi.

Entre os individuos obtidos dos retrocruzamentos,
que mostraram o fénémeno, alguns eram homozigotos para O cromos
somo X em toda sua extensdo; outros eram recombinantes, porem
homoziéotos para a regido proximal do cromossomo.

A variedade das caracteristicas cromossomicas das
féemeas homozigotas, que mostraram despareamento e associagao de
um Gnico X ao nucléolo, permitiu descartar de imediato algumas
hipoteses explicativas desse fenomeno. Entre elas, a de que -se
ria decorrente da situagao de hibridacgao das fémeas obtidas nos
retrocruzamentos (uma fémea do estoque aldrichi também apresen-
tou o fendmeno); ou a de uma possivel continuidade da repressao
do cromossomo X de mulleri oriundo da fémea hibrida F;, na dera
cao seguinte (uma das fémeas era homozigota para o X de arizo-
nensis); ou a de um possivel efeito de trechos heterozigotos

distais sobre a regiao proximal homozigota dos cromossomos X re
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combinantes (o fendmeno foi observado nao s6 em recombinantes
como também em cromossomos X homozigotos em toda sui: extensdo e,

alem disso, a nao interferéncia das regides do cromossomec X en-

volvidas em recombinacao, sobre o organizador nucleolar ja ha-

via sido indicada neste trabalho).

Poderia entao a associagdo unicromossdmica do X
ao nucléolo nessas fémeas, ser consequéncia do despareamento?
ASHBURNER (1967), baseado em um estudo de pufes de D. melanogas-
ter propdos a hipdtese de que a atividade de genes em cromosso-
mos homdologos € influenciada pelo seu grau de sinapse. Entretan
to, no presente trabalho, o despareamento nao permite explicar
o fendmeno da domindncia do organizador nucleolar de uma das es
pécies sobre o da outra, observada nos casos de hibridagdo inte
respecifica. Além disso, foram vistos filamentos unindo um  sO
cromossomo X ao nucléolo, em pares de cromossomos em sinapse.

Diante disto, pode-se admitir que o despareamen-
to seja apenas o fendmeno que permite visualizar a associagao
unicromossdmica do X ao nucléolo, nas fémeas das espécies anali
sadas.

Em outras palavras, & possivel que a situacgao
analisada seja indicadora de que nas espécies do complexo mulle-
ri um Unico X atue como organizador nucleolar e que a observagao
desse fenomeno seja normalmente impedida pelo pareamento perfei
to dos homologos.

Corrobora essa ideia o fato de que um Gnico mem-
bro do par de microcromossomos, amplificado ou nao, encontra-se
normalmente associado ao nucléolo, nos hibridos interespecifi-
cos, e que filamentos unindo um Unico microcromossomo ao nucléo
lo foram também observados intraespecificamente, nas raras ve-

zes em que essa associagdo se estabelece nesses individuos.
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A inativacao de um organizador nucleolar deixa-

ria assim de ser um fendmeno exclusivo de um relacionamento cro
mossomico interespecifico para tornar-se um processo intraespe-

- . - .
cifico normal dessas especies.
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V. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho confirmaram
as observagoes anteriores quanto a domindncia do organizador nu
cleolar de arizonensis sobre mulleri, nas fémeas hibridas. Além
disso, permitiram restringir a localizacao dos fatores envolvi-
dos nessa relacao de dominancia, a regido proximal do Cromosso-
mo X, a partir da banda marcadora. Nas fémeas, & suficiente que
esse trecho esteja presente em heterozigose interespecifica pa-
ra que se manifeste a domindncia do organizador nucleolar de
arizonensis sobre o de mulleri.

Nos machos, porém, verificou-se que a amplifica-

¢ao e a ativagao do microcromossomo, ligados a dominancia do or

ganizador nucleolar de arizonensis, nao decorre apenas de umna

relagao entre cromossomos X e microcromossomos. Em outras pala-

vras, nao basta a presenga de microcromossomos em heterozigose

e a presenga do X de nulleri (ou a auséncia do X de arizonensis)
para que aqueles fenoOmenos ocorram. Os machos descendentes dos
retrocfuzamentos e os machos Fis ambos portadores dessa consti-
tuicdo cromossdmica, mostram diferenga: (1) quanto a frequéncia
de céelulas que manifestam os referidos fendmenos, (2) quanto ao
grau de amplificagao do microcromossomo e (3) quanto a inativa-
¢ao do cromossomo X de mulleri.

Esse afrouxamento da domindncia nucleolar esta
provavelmente relacionado a diferengas quanto a substancias ar-
mazenadas nos Ovulos que originaram esses individuos, talvez re
lacionadas com o proprio tipo especifico de RNA r estocado nes
ses oOvulos.

O estudo de outras espécies do mesmo complexo,su

gere que em todas elas a sintese nucleolar envolve Os mesmos
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cromossomos: O X e o microcromossomo, sendo que O segundo atua
intraespecificamente como um organizador nucleolar secundario
ou um "minor site" com atividade eventual.

A colocagao dos genomas das diferentes espécies
em confronto com o genoma de mulleri, nos hibridos interespeci
ficos, mostrou porém, que elas sofreram diversificagdes quanto
aos sistemas reguladores da atividade organizadora nucleolar.

Essa diversificacao manifestou-se basicamente
quanto a direcao da dominancia interespecifica. O organizador
nucleolar de mulleri & dominante sobre o de wheeleri e o de al-

drichi, mas @ recessivo en relagéo ao de arizonensis, navajoa e

mojavensis. Entretanto, quer na primeira condigao, quer na se-

gunda, todos os hibridos mostraram caracteristicas .peculiares,
comprovando diversificagao evolutiva nos mecanismos de regula-
g¢ao génica.

Uma diferenciacao bem acentuada quanto ao siste-

ma regulador do organizador nucleolar foi observada entre arizo

‘nensis e mojavensis, as quais apresentam pequena diferenciagao

interespecifica, evidenciada, entre outros aspectos, pelo exce-
lente pareamento cromossdmico, pela alta cruzabilidade em labo-
ratdrio, e mesmo pela semelhanga quanto as bandas diferenciado-
ras do cromossomo 4, descritas no presente trabalho.

Essas observagoes corroboram as idéias que atri
buem importancia basica aos mecanismos de regulagao, na diferen
ciagdo de espécies proximas com pouca divergéncia em outros ni
veis.

As observagOes realizadas também quanto ao nume-

ro e a morfologia do nucléolo indicaram que a hibridagao compro

mete a sintese nucleolar em varios aspectos.

Os resultados obtidos evidenciaram ainda que
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ativagao de um organizador nucleolar secundario e a amplificagdo

génica a ela relacionada sao apenas alguns dos mecanismos de re
gulagao de que dispdem as espécies analisadas. Processos de com
pensacao de dose relacionados com a heterocromatinizagao de um
microcromossomo excedente, ou a atividade diferencial entre os
sexos quanto 'a uma banda do cromossomo X (talvez envolvida com
a propria rcgulagﬁo da atividade organizadora nucleolar)' sao ou
tros recursos de que as mesmas dispoen.

Essas observagoes permitem reafirmar que embora
o processo evolutivo tenha selecionado padrGes normais de com-
portamento celular diferentes para muitos organismos, em cada
um deles podem existir, sob a forma de mecanismos de reserva,
componentes que fazem parte do padrdo normal de outros organis-

mos.
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VI. RESUMO

No presente trabalho foram realizados experimen-
tos com dois objetivos princinais: (1) Testar hipOteses aventa-
das por BICUDO & RICHARDSON sobre a regulagao da atividade orga
nizadora nucleolar, envolvendo relagoes interespecificas de do

minancia em hibridos de D. mulleri e D. arizonensis; (2) Detec-

tar variagOes interespecificas quanto a regulagao do organiza-
dor nucleolar, pclo estudo dessas e outras espécies do complexo
mulleri.

Os experimentos realizados para o primeiro obje-
tivo abrangeram: (1) retrocruzamentos de fémeas hibridas Fl (rau-

lleri/arizonensis) com machos das duas espéecies parentais,cujos

descendentes foram analisados citologicamente, em laminas de

glandulas salivares coradas com orceina-lacto-acética; e (2) es

tudos de preparagoes citoldogicas de nulleri, arizonensis e seus

hibridos, submetidas ao processo da hibridagcao "in situ" com
RNA ribossomico.

Os resultados dos retrocruzamentos confirmaram a
dominancia do organizador nucleolar do cromossomo X de arizonen-
sis sobre o de mulleri, nas fémeas heterozigotas para esse par
de cromossomos, e mostraram que essa dominancia independe da
constituigéo dos demais pares de cromossomos quanto a origem es
pecifica, nao sofre a interferéncia da presenga de certos tre-
chos de origem especifica diferente no cromossomo X e nem da
procedéncia materna ou paterna dos cromossomos X.

Nos machos descendentes dos retrocruzamentos,por
tadores de cromossomo X de mulleri, foi detectada a amplificagao
e a ativagdo de um microcromossomo. Entretanto, o numero de cé-

lulas das glandulas salivares que apresentaram esses fenomenos,
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e o grau de amplificagao do microcromossomo, foram bem menores

que nos machos F indicando a existéncia de outros fatores re-

l.l'
lacionados ao controle dos processos referidos, além da presen-

¢a do cromossomo X de mulleri e microcromossomos em he-

terozigose. Esse afrouxamento da dominancia da ati-
vidade organizadora nucleolar foi atribuido a possiveis dife
rengas citoplasmaticas quanto a substdncias armazenadas nos ovu
los que produziram os hibridos Fl e os descendentes dos retro-

cruzamentos.

Os resultados da hibridagao "in situ" DNA/RNA r
foram interpretados como indicativos da presenga de cistrons ri
bossOmicos nos microcromossomos, previamente deduzida pela asso
ciagao desses cromossomos ao nucléolo.

Os experimentos realizados para detectar qéfereg
¢as interespecificas quanto aos mecanismos reguladores da ativi

dade organizadora nucleolar abrangeram estudos citologicos das

especies D. mulleri, D. arizonensis, D. navajoa, D. mojavensis,

D. aldrichi e D. wheeleri, e alguns de seus hibridos. Foram ana
lisadas laminas coradas pela orcelna-lacto-acética e pela prata.
Os resultados desses experimentos revelaram a existéncia de di-
ferenciagcao, quanto ao aspecto abordado, entre todas as espécies

analisadas, inclusive entre as espécies cripticas mojavensis e

arizonensis, cuja proximidade bioldgica havia sido demonstrada

de muitas formas.

Embora em todas as espécies o0 cromossomo X e O
microcromossomo estejam envolvidos na atividade organizadora nu
cleolar, a comparagao dos hibridos obtidos do cruzamento de fé
meas mulleri com machos das demais espécies mostrou variagao em
ambos os sexos: nas fémeas, quanto a origem especifica do orga-

nizador nucleolar dominante, e nos machos, pela ocorréncia ou
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nao de amplificagdo e ativagd@o do microcromossomo como um orga
nizador nucleolar secundario, e pelo grau dessa anplificacgao.

A coloragao pela prata, aplicada as glandulas sa

livares, mostrou que a hibridagao determina também alteracgdes

morfoldgicas e numericas dos nucléolos.

Paralelamente, outras observagOes nessas espécies
e seus hibridos indicaram a existéncia de mecanismos de compen-
sagao de dose, configurados: (1) na atividade diferencial, en-

tre femeas e machos arizonensis, de uma banda localizada no cro

mossomo X e (2) em um processo de heterocromatinizagao de um dos

microcromossomos (cromossomo 6), em hibridos nulleri/arizonensis

aneuploides triplo-6. Foram apresentacdos elementos que permitem
supor um envolvimento da banda que apresenta atividade diferen-
cial, no controle da atividade organizadora nucleolar das espe
cies analisadas.

A possibilidade de que a propria associagao de um
tnico X ao nucléolo, evidenciada nas fémeas hibridas interespe-
cificas, constitua um mecanismo de compensagao nornal intraespe

cifico, foi também discutida.
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VII. SUMMARY

The experiments in the present paner were carried
out intending basically (1) to check some hypothesis advanced by
BICUDO & RICHARDSON on the regulation of the nucleolar organizer
activity involving interspecific dominance in D. mulleri/D. ari-

zonensis hybrids; and (2) to detect interspecific variation in

the regulatory mechanisms of the nucleolar organizer,by studying

6 species in the mulleri complex.
The first experiments included: (1) Backcrosses

of mulleri/arizonensis Fl females to males from both parental

species, the progeny of which was cytologically analyzed in
salivary gland squashes stained by lacto-acetic orcein; and (2)

Analyses of salivary gland squashes of mulleri, arizonensis and

their hybrids, submitted to the in situ ﬁybridization with
I rRNAT

Female progeny from backcrosses, heterozygous
for the X chromosome, confirmed the dominance of the nucleolar

organizer in the arizonensis X over that in the mulleri X. Those

females also showed that the dominance is not influenced by the
specific origin of the other chromosomes in the genotype or by
the presence of certain regions from different specific origins
joined in the same chromosome by crossing over, nor even by the
maternal or paternal origin of the X chromosomes .

Male progeny from backcrosses,carrying mulleri X
chromosome and heterozygous microchromosomes, showed
microchromosome activation to act like a secondary nucleolar
organizer, associated with gene amplification, as previously

observed in F, male hybrids. However, the frequency of cells

1

which showed the phenomgnon, and the degree of microchromosome
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amplification were lower in males from backcrosses than in Fl
hykrid males. These results indicated that besides the presence
of a mulleri X chromosome and heterozygous microchromosomes,
other factors are also involved in the control of nucleolar
organizer dominance in males. Cytoplasmic differences due to
differential synthesis of substances stored in the eggs which
originated Fl males and males from backcrosses -could be
responsible for that dominance weakening.

In situ hybridization with rRNA revealed rDNA in
the proximal end of the microchromosome and also in the threads
joining it to the nucleolus. Thus, this method, considered the
most appropriate for localizing rRNA genes, confirmed the
presence of rDNA in that chromosome, previously inferred by its
morphological association to the nucleolus.

The experiments for detecting interspecific

variation in the regulatory mechanisms of nucleolar organizer

included cytological analysis of hybrids and parental species in

‘salivary gland preparations stained by lacto-acetic orcein and

Ag-staining techniques. The comparison between hybrids obtained

in crosses of mulleri females to males from every other species

showed that although in every case the X chromosome and the
microchromosome are involved in the nucleolar synthesis, the
species are differentiated from each other in the regulation of
that activity. The females from different interspecific crosses
showed variation in the specific origin of the dominant nucleolar
organizer: mulleri is dominant over wheeleriand aldrichi, but

arizonensis, navajoa and mojavensis are dominant over mulleri.

In male hybrids, variation was detected by the
occurrence, in some of them, of microchromosome activation

associated with gene amplification and also by the occurrence
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of different degrees of gene amnlification.
Ag-staining techniques revealed changres in the

morphology and number of nucleoli in the salivary gland cells,

indicating that hybridization disturbs nucleolar synthesis in

a manifold way.

Other ohservations revealed dosage compensation
mechanisms in some of the species examined and their hybrids.
These observations included: (1) a differential activity among

arizonensis males and females of a band in the X chromosome;

and (2) a heterochromatinization process of a microchromosome
(chromosome 6) in aneuploidtriple-6 males from backcrosses.
Some results support the view of an involvement of the
mentioned band located in the X chromosome in the control of

the nucleolar activity.

The possibility that the association of a single
X chromosome to the nucleolus, observed in the interspecific
hybrid females,is a normal intraspecific compensatory mechanism

was also discussed.
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