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I. INTRODUCAO

Os mecanismos genéticos basicos, envolvidos no
processo de diferenciacao que leva ao aparecimento de novas
espécies, ainda hoje sdo amplamente desconhecidos. Procura-se,
através das técnicas disponiveis, reunir informagdes sobre as
diferengas que se estabeleceram entre espécies proximas, em
uma tentativa de chegar a origem do processo.

As modificagoes interespecificas dos genes rj-
bossomicos, codificadores dos RNAs 18S, 5,85 e 28S, que com-
poem os ribossomos maduros, e a atividade organizadora nucleo
lar, da qual resulta a formagdo do nucléolo, tém sido bastan-
te investigadas com esse objetivo. Tem-se verificado que 0
DNA ribossomico (DNAr) mostra uma preservacao acentuada de
suas seqiiéncias de base, no processo evolutivo. Gragas a esta
preservagao pode-se proceder a hibridacao in situ entre DNAr
e RNAr (produto da transcrigao do DNAr) de organismos tao di
ferentes como Xenopus e homem, Xenopus e Drosophila etc .
(por exemplo, PARDUE et alzZ , 1970; SINCLAIR § BROWN, 1971 ;
EVANS et alzZ, 1974). Entretanto, apesar dessa preservagao ,

€ possivel diferenciar-se o DNAr ou o RNAr, de diferentes es-

pécies, por processos que incluem o uso da eletroforese em

gel de poliacrilamida ou tecnicas de seqllenciagcdao. As dife

rengas tem sido detectadas quanto as seqllencias  espacadoras
(por exemplo, BROWN et aliz, 1972) ou ao segmento 28S dos cii
trons ribossomicos (por exemplo, LOENING et aliz, 1969 ;BRAMWELL §

HANDMAKER, 1971; para estrutura dos genes ribossomicos, ver
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LONG § DAWID, 1980 e pequena revisao em BICUDO, 1985).

Além disso, em hibridos entre espécies proxi-
mas, tanto de vegetais como de animais, observa-se frequente-
mente que os genes ribossomicos de uma das espécies sao trans
cricionalmente dominantes sobre os genes ribossomicos da ou

tra (por exemplo, WILKINSON, 1944; ELICEIRI & GREEN, 1969; BI

CUDO § RICHARDSON, 1977). Os genes ribossdmicos da  espécie

recessiva ndo sdao perdidos e, sob determinadas circunstancias,
podem se manifestar nos hibridos. Esses conhecimentos suge-
rem, frequentemente, o envolvimento de mecanismos recguladores
diferenciados, estabelecidos no processo de especiagao. Tra
balhos recentes sobre a regulagdo da expressao génica ribosso
mica, realizados em Xenopus laevis, indicaram que, em cruzamen
tos dessa espécie, a dominancia nucleolar pode ser devida a
competicao entre regioes desses genes, denominadas espagado-
res ndo transcritos,por fatores necessarios a ativagao do pro
motor (BUSBY & REEDER, 1983; REEDER et alii, 1983). Entretan
to, em hibridos entre D. melanogaster € D. simulans,nos quais
a primeira espécie € dominante sobre a segunda quanto a ativi
dade organizadora nucleolar ,DURICA & KRIDER (1978) verifica
ram que a dominancia depende da presenga de uma regiao hetero
cromatica de D. melanogaster, provavelmente envolvida na regu
lacao genica daquela atividade. De acordo com esses dados, a
expressao da dominancia nucleolar nesses hibridos ndo resulta
de uma relagdo entre os proprios DNAs ribossomicos. O envolvi
mento do mecanismo de regulagao na dominancia da atividade nu
cleolar (e nao uma relagdo entre os genes ribossomicos das

espécies intercruzadas)foi também observado em hibridos de D.
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mulleri € D. arizonensis (BICUDO § RICHARDSON, 1977; BICUDO,
1979). Também em hibridos celulares somaticos de camundongo

e homem,ONISHI et aqlz7Z (1984) obtiveram dados que sugerem que
a dominancia dos genes ribossomicos do primeiro organismo so
bre o segundo, nas linhagens analisadas, € devida a perda ou
inativagao do gene para um fator especifico, necessario ao re
conhecimento do promotor dos genes ribossomicos humanos.

Espécies diferentes podem mostrar variagao nao

sO quanto a estrutura do DNAr e sua regulacdo, mas também quan

to a sua localizagdo cromossOmica e ao numero de genes ribos-
somicos presentes.

Os genes ribossomicos localizam-se em regices
cromossomicas especificas denominadas regides organizadoras
nucleolares ou, abreviadamente, RONs (MCCLINTOCK, 1934). Es-
tas podem ser detectadas por hibridagao in situ (RITOSSA §
SPIEGELMAN, 1965) ou pela coloragao seletiva com nitrato de
prata, inicialmente descrita por GOODPASTURE § BLOOM (1975).
As RONs podem ocupar posigOes centroméricas, intersticiais ou
terminais e em algumas espécies abrangem totalmente um brago
cromossomico (revisdes em insetos, BICUDO, 1985; em peixes ,
ALMEIDA-TOLEDO § FORESTI, 1985; em roedores, YONENAGA-YASSUDA,
1985). Na maioria dos casos, as RONs podem ser vistas como
constrigoes secundarias em preparagoes convencionais.

Durante a intérfase,os genes ribossomicos sao
transcritos e os nucléolos sdo visualizados. O numero de RONs
que sao ativadas e produzem ©0S nucléolos, pode variar. O
numero de nucléolos podesentdo, corresponder ou ndao ao numero

de RONs.
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E comum duas ou mais RONs se associarem forman

do um so nucléolo. Nas preparacbes metafasicas mitoticas de
cromossomos humanos, esse tipo de associacdo é freqliente e re
cebe o nome de associacdo de satelites porque --envolve as regides
satelites dos cromossomos acrocentricos (FERGUSON-SMITH §
HANDMAKER, 1961; pequena revisao em FARAH, 1982).

A quantidade de DNAr também varia entre as es
pécies. Niveis de redundancia diferentes de DNAr refletem-se
em variagoes do tamanho do nucléolo, pois este € proporcio-
nal ao numero de genes em cada organizador nucleolar ( MILLER §
BROWN, 1969 ; MILLER & GURDON, 1970; EINGENBROD, 1978)
Entretanto, variagOes no tamanho do nucléolo podem também ser
devidas a mecanismos de regulagao, como foi verificado em cer
tas fases do desenvolvimento de Ambystoma mexicanum (SINCLAIR
etialid, 1974)"

A quantidade de DNAr varia nao apenas entre es
pecies, mas também entre individuos de mesma espécie, entre diferentes
RONs de mesmo individuo e mesmo entre RONs homologas(por exemplo, RITOSSA
et alii,1966; MILLER § BROWN, 1969; SINCLAIR et alzz, 1974; DITTES et
alii, 1974; FLAVELL § SMITH,1974; revisdo em anfibios em RUIZ, 1982).

A variabilidade entre células de um mesmo indi
viduo quanto a varios aspectos da atividade organizadora nu
cleolar, tais como numero, localizagdo, tamanho das RONs e
quantidade de DNAr, frequentemente verificada em diferentes
organismos, € indicativa de que essa atividade, guardados os
limites das caracteristicas da espécie, € especifica da célu
la. que tem, assim, uma certa autonomia nesse sentido (por

exemplo, GOODPASTURE & BLOOM, 1975; BICUDO, 1979; ASSIS,1980;
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FORESTI et alzi, 1981; KASAHARA & YONENAGA-YASSUDA, 1983; SO-
ZANSKII § TEREKHOV, 1984; SOZANSKII et alzz, 1984; ALME IDA-
TOLEDO & FORESTI, 1985; ALMEIDA § CHU, 1985;MORIELLE et alz? ,1985).

Morfologicamente, a maioria dos nucléolos € ca
racterizada pela presenga de ribonucleoproteinas (RNPs) com
uma estrutura fibrilar densa correspondente aos sitios de
transcrigao e uma granular, resultante da maturagao dos pro-
dutos transcritos (BERNHARD, 1966). Na maioria dos nucléolos,
as fibrilas de RNP estao em contato com zonas claras denomina
das centros fibrilares, muitas vezes envolvendo-as. Dependen
do do arranjo desses elementos, dois tipos de organizacao nu-
cleolar tem sido descritos: nucléolos compaétos e nucléolos
filamentosos. Quando o componente fibrilar denso € abundante,
geralmente toma o aspecto de rede e constitui o nucleolonema
(ESTABLE & SOTELO, 1951; para revisao sobre a estrutura do nu
cléolo, ver por exemplo, HERNANDEZ-VERDUN, 1983 DEVICTOR et
alii, 1984).

Estudos dos nucléolos em células em cultura e

- o . -~
em celulas tumorais,durante o ciclo celular, mostraram que na profase

os nucléolos se dispersam em pequenas massas e somente os cen
tros fibrilares persistem durante a mitose. O primeiro passo
da nucleologenese no ciclo celular ¢ a formagdo de componen-
tes fibrilares em torno dos centros, e entao os componentes
granulares sao formados na telofase. Na intérfase,as RONs cor
respondem aos centros fibrilares e ao componente fibrilar de
RNP a eles associado (por exemplo, GOESSENS § LEPOINT, 1974,
1979).

O numero de centros fibrilares nao guarda uma
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relagdo de proporcionalidade direta com o nimero de cromosso

mos portadores de RONs. Cada RON pode incluir varios centros
fibrilares. Estes, porem, aumentam em numero e tamanho com o
grau de atividade celular (VAGNER-CAPODANO et alZ7, 1982;
MIRRE § KNIBIEHLER, 1984).

PEBUSQUE § SEITE (1981) demonstraram que o
lume dos nucléolos e dos seus centros fibrilares segue
ritmo circadiano, em neuronios de ratos sincronizados (12
ras de claro e 12 horas de escuro), atingindo seu maximo du-
rante o periodo escuro, correspondente a um aumento de mais
de duas vezes o volume nucleolar. Esse aumento envolve 0s
componentes fibrilar, granular, vacuolar e também 0
volume medio dos centros fibrilares.Para os autores,as modifi
cagoes do nucléolo nos periodos claro-escuro envolvem  trans
crigdo e processamento.

Modificagoes morfologicas do nucléolo também
acompanham o processo de desenvolvimento. Por exemplo, € sabi
do que a forma e a estrutura do nucléolo diferem em varias 1i
nhagens celulares sanguineas e sofrem alteragoes durante a di
ferenciacao celular (BUSCH § SMETANA, 1970). Os nucléolos dos
eritroblastos, durante sua maturagao, mostram tambem modifica-
coes acentuadas em volume e numero (SASAKI et ali7,1982, 1983)

SASAKI § KENDALL (1985) analisaram, ao micros-
cOpio comum e eletronico, as modificacoes nucleolares ocorri-
das nas celulas hematopoiéticas das ilhas de sangue do saco
vitelino do rato, durante o desenvolvimento embrionario e veri
ficaram que aos 7-8 dias, quando comega a hematopoiese naque-

le tecido, os angioblastos apresentam nucléolos grandes e re-
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ticulados, em conexao com a membrana nuclear, atraves de
uma invaginagao desta, ou diretamente. Nessas células em pro
liferagdo, o nucléolo apresenta o componente fibrilar, estando
o granular ausente. No decorrer da eritropoiese 0 nu-

cleolo mostra duas modificagOes variaveis em estrutura, em di

ferentes estadios da maturacdo eritroide, envolvendo o nucleo

lonema e as areas fibrilares. O nucleolonema desaparece para
formar o componente granular. Por outro lado, as areas fibri
lares em forma de anel desaparecem em estadios posteriores da
maturagao, sugerindo que a nucleologcénese é inibida nos mesmos
Os eritroblastos maduros apresentam restos do nucléolo
nas massas heterocromdaticas. As modificagoes nucleolares sao
tao caracteristicas que a estrutura nucleolar pode ser utili-
zada para reconhecimento dos estadios de diferenciagdo das cé
lulas hematopoiéticas do saco vitelino.

Outro exemplo € o das variacgOes ultraestrutu-
rais e funcionais do nucléolo observadas em espermatides, du-
rante a espermiogénese do camundongo (MIRRE § KNIBIEHLER, 1985).
Esses autores verificaram yue as RONs reassumem sua atividade,nessas
células, logo apos as duas divisOes meioticas, durante a fase
de Golgi da diferenciagdo da espermatide e o nucléolo apresen
ta,entao,uma estrutura especifica contendo os componentes fi-
brilares de um nucleolo ativo. Esta atividade cai durante a
fase de capuz, durante a qual o nuclc¢olo sofre um processo de
segregacao de seus componentes. Nenhuma estrutura nucleolar
€ visivel durante as fases acrossomica e de maturagdo da dife
renciacao da espermatide.

Verifica-se,por esses trabalhos, que os estudos
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da atividade organizadora nucleolar podem ser também uma fon
te importante de informagoes sobre os padroes de diferencia-
¢ao ¢ desenvolvimento das espécies.

Na moderna citogenética os padroes de bandamen
to cromossdmico tém sido outra ferramenta de grande uso. Es-
ses padroes revelam caracteristicas da organizagao estrutural
dos cromossomos, permitindo comparacoes interespecificas sob
outro enfoque.

As técnicas de bandamento cromossomico foram
inicialmente desenvolvidas para analise de cromossomos huma-
nos. As bandas tornavam-se visiveis como regides cromossomi-
cas mais, ou menos brilhantes, ao microscopio de fluorescencia,
ou como areas diferencialmente coradas, utilizando  técnicas
especificas, ao microscopio comum. Esses métodos foram poste
riormente estendidos aos animais ¢ aos vegetais (por exemplo
revisao em SHARMA § SHARMA, 1980).

As técnicas de bandamento tém contribuido de

forma importante para o avango da citogenctica experimental e tam

bém da citogenética clinica. Entre as varias técnicas de ban

damento presentemente utilizadas incluem-se as que produzem
bandas C e G.

As bandas C foram casualmente descobertas por
PARDUE § GALL (1970) que observaram que a heterocromatina cen
tromérica dos cromossomos de camundongos, a qual € rica em
DNA satélite, cora-se mais intensamente com Giemsa apos trata
mento com hidroxido de sodio e 2x SSC a 60°C. Essa técnica so
freu varias modificacbdes, posteriormente, entre as quais in-

cluem-se a de ARRIGHI § HSU (1971) , a de DRETS § SHAW(1971)e
a de SUMNER (1972).
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Embora inicialmente se tenha pensado que as
bandas C representassem areas de DNA altamente repetido, essa
idéia teve que ser reformulada tendo em vista que foram ob-
servadas bandas C cuja heterocromatina ndo contem esse tipo
de DNA (revisao em COMINGS, 1978).

Segundo COMINGS et alzzi (1973), a caracteristi
ca mais claramente associada com as bandas C € a extragao do
DNA que nao produz bandas C e a permanéncia, no cromossomo ,
do DNA que as produz. Essa maior resisténcia a extracao, do
DNA nas regioes de bandas C positivas do que nas de bandas C negativas de
ve provavelmente refletir diferencas na sua interagao com outros
componentes cromossomicos e na sua organizagao, aspectos ain-
da nao suficientemente esclarecidos.

Um fato bem estabelecido € que a técnica de
banda C cora heterocromatina constitutiva. A denominagao hete

rocromatina constitutiva derivou da classificacgao proposta

por BROWN (1966)que a definiu como a heterocromatina que ocor

re em porgoes homologas do par cromossomico, em contraposicao
a heterocromatina facultativa, restrita a apenas um dos cro-
mossomos do par. A heterocromatina centromérica € heterocro-
matina constitutiva e em geral aparece marcada, tanto em cro
mossomos mitoticos como meioticos, pela tecnica de banda C.
Em muitas espécies, alem das regides centroméricas ccorrem
também bandas C intercalares e terminais. Por exemplo, no
mosquito Aedes, MOTARA & RAI (1978) observaram banda C inter
calar no cromossomo determinante de femea mas ndo no cromosso
mo determinante de macho, em 8 espécies; em uma nona espécie

analisada, essa banda C era terminal. Esses dois padroes de
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bandas C mostraram-se uteis para estudos de especiagao nesses
mosquitos.

Em Schistocerca gregaria o centromero de todos
0s cromossomos sao positivos para bandas C, tanto na mitose
como na meiose; alguns dos cromossomos apresentam uma segunda
banda C localizada perto do centromero ou no telomero. As ban
das C que ndo correspondem ao centromero mostram as vezes uma
coloracao menos intensa (HAGELE, 1979).

Extenso polimorfismo de banda C foi . descrito
para populacées diploides e tetraploides de Gibasis (Commeli-
naceae). Esse polimorfismo abrangia cariotipos sem heterocro

matina centromérica e presencga de bandas intercalares e telo-

méricas em numero de cinco a oito, ou presenga de heterocroma

tina centromérica em alguns cromossomos e falta das bandas in
tercalares ou das teloméricas, em varias combinagoes diferen-
tes. O padrdo de banda C de uma das espécies, G. karwinskyana ,
coincidiu com a distribuigdo regional e a cor da flor, indepen
dentemente do nivel de ploidia da planta, sugerindo complexas
relagoes dentro da especie, previamente desconhecidas (KEN-
TON, 1978).

Um alto grau de polimorfismo para banda C foi
também verificado no gafanhoto Atractomorpha similis. Setenta
populagdes, cobrindo a distribuigdo da espécie na Australia ,
mostraram polimorfismo afetando os dez pares de cromossomos e
incluindo variantes quanto a presenca e ao numero de bandas
centroméricas, intersticiais e terminais (JOHN § KING, 1983).

Quanto as bandas G, também obtidas com o
uso do corante Giemsa, hoje se aceita que seu padrao

corresponde exatamente ao padrio cromomérico dos Cromos-
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somos meioticos, servindo, portanto, a técnica que as produz,

apenas para evidenciar os cromomeros nos Cromossomos mitoti-
cos. Os cromomeros sao particularmente visiveis no paquiteno
da meiose, fase em que os cromossomos meioticos, muito mais
distendidos que os mitoticos, apresentam parcamento dos homo-
logos, destacando aquelas diferenciacoes estruturais (revisao
em CURTIS § HOROBIN, 1975; COMINGS, 1978; SUMNER, 1980).

Mais recentemente, tém-se utilizado técnicas de
obtengao de padroes de banda G de alta resolucao, nas quais,
em vez de cromossomos metafasicos, sao utilizados CTOmosso
mos em estagios iniciais da divisao celular. Esses cromosso
mos, gracas ao seu maior alongamento, permitem que se visuali
ze um bandamento mais refinado (YUNIS et aliz, 1978).

Além dos trabalhos ja referidos, muitos outros
tém utilizado bandas C e G (especialmente as primeiras) como
instrumento para analise e comparacdo cromossomica estrutural
em diversos organismos. Aqui incluem-se mamiferos, entre os
quais o homem (por exemplo, YUNIS et alzz, 1978- homem, banda
G: KASAHARA & YONENAGA-YASSUDA, 1982 - roedores, banda C e G;
SEIXAS et alii, 1983 - Chiroptera, banda C; YOSHIDA § KODAMA,
1983 - camundongos, banda C; SOUZA & YONENAGA-YASSUDA, 1984 -
roedores, banda C e G; SBALQUEIRO et aliz, 1984-roedores, bag

das G:; SEN § SHARMA, 1985-Muntjac, bandas G; MAIA - FURTADO,
1986-roedores, bandas C e G), peixes (ALMEIDA-TOLEDO et ali<,

1984 - Eigenmanntia gp , bandas C;HARTLEY & HORNE, 1984 - Sal-
mao, bandas C; SOLA et aliz, 1984 - enguia, bandas C e G), an
fibios (SCHMID et alii, 1979 -Triturus, bandas C; BUCCI-
INNOCENTI et alii, 1983 - Triturus, bandas C), repteis (MENG-

DEN, 1981-cobras,bandas C;SCOTT et alii, 1985-serpentes, bandas C),
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plantas (STACK & COMINGS, 1979 - cebola, banda C; HUTCHINSON

& MILLER, 1982 - trigo, banda C; PIJNACKER & FERWERDA, 1984 -

batatas, bandas C) e invertebrados (WEBB et aliz, 1978 - gafa

nhotos, bandas C e G; BEDO, 1980 - Calliphoridae, bandas C
JOHB & KING, 1980 - gafanhotos, banda C; MOTARA, 1982 -mosqui
tos, bandas C; CELLA & FERREIRA, 1982 - grilo, bandas C).

Em Drosophila a utilizacao dessas técnicas de
bandamento tem sido um pouco mais restrita, especialmente as
bandas G, provavelmente em decorrencia de dificuldades teécni-:
cas e do tamanho muito reduzido de seus cromossomos mitoticos.
Padroes de bandas C em cromossomos de Drosophila foram estu
dados por HSU (1971), GATTI et aliz (1976), PIMPINELLI et aliz
(1976) , BECK (1977), WHEELER et aliZ (1978), HALFER et aliz
(1980) e RECCO (1980).

Ao que nos consta, porém, ha um unico trabalho
publicado referente a bandas G em Drosophila, o de GUEST (1980).

O presente trabalho teve por objetivo ampliar
as informagoes referentes as espécies Drosophila mulleri € D.
arizonensis, visdndo melhor caracteriza-las quanto a ativida-
de organizadora nucleolar e ao padrao de diferenciagao cro-
mossomica. Ambas as espécies pertencem ao complexo Mulleri
do subgrupo de mesmo nome, do grupo Repleta, apresentando 6
pares de cromossomos, dos quais 5 sao acrocentricos e 1  par
de microcromossomos (WHARTON, 1943). [ssas espécies foram
analisadas anteriormente quanto ao padrao de bandas de seus
cromossomos politénicos, tendo-se observado que ambas dife
rem apenas pelo tergo proximal do cromossomo X e por algumas

bandas do cromossomo 4 (WASSERMAN, 1954; BICUDO, 1979).
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A atividade organizadora nucleolar das duas es
pécies vem sendo analisada, em células das glandulas saliva-
res, desde 1977 (BICUDO & RICHARDSON, 1977, 1981; BICUDO,1979,
1981a, 1981b, 1982, 1983; LEONCINI & BICUDO, dados nao pu-
blicados. Os resultados mostraram que nas duas espécies
a sintese nucleolar envolve os cromossomos X e 0 microcromos-
somo, sendo que o segundo atua intraespecificamente como um
organizador nucleolar secundario, com atividade eventual. Ana
lisados os hibridos dessas espécies verificou-se a existencia
de uma dominancia interespecifica da atividade organizadora
nucleolar, evidenciada pela associagao dos cromossomos com O
nucléolo e pela diferenca de bases do RNAr produzido.

Nos hibridos entre D. mulleri e D. arizonensis
existe dominancia da atividade organizadora nucleolar de D.

arizonensis, que se manifesta,nas femeas hibridas, pela asso-

ciagao preferencial do cromossomo X de D. arizonensis ( morfo

logicamente reconhecivel) com o nucléolo, e nos machos hibri-
dos (portadores de X de D. mulleri), pela associagao preferen
cial do microcromossomo de D. arizonensis (também morfologica
mente reconhecivel) com o nucléolo. Nesse microcromossomo dos
machos hibridos ocorre também uma amplificagdo genica da or-
dem de quatro vezes o conteldo original de DNA. Nos hibridos
de ambos os sexos, o RNAr preferencialmente transcrito € o de
D. arizonensis.

Esses resultados mostraram que as espécies ana
lisadas sofreram diversificagao no processo evolutivo, quan
to aos sistemas reguladores da atividade organizadora nucleo

lar.

Um outro aspecto observado foi o de que a hi-
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bridacao compromete a sintese nucleolar em varios aspectos,al
terando o nimero e a morfologia do nucléolo nas glandulas sa-
livares.

Neste trabalho estudou-se a atividade organiza
dora nucleolar em células dos ganglios cerebrais de D.mullert,
D. arizonensis e seus hibridos visando comparar esses resul-
tados com os observados em células das glandulas salivares.Pa
ra tanto foram utilizadas coloragoes com nitrato de prata, es
pecificas para nucleolos e regides organizadoras nucleolares

em celulas interfasicas e metafasicas.

Procedeu-se tambem a um estudo da atividade or

ganizadora nucleolar de células do tecido adiposo de D.mulle-
ri; em diferentes fases do desenvolvimento, buscando detectar
modificagoes ao longo do mesmo. Paralelamente, foram feitas
observagoes quanto a mudangas citoplasmaticas ocorridas duran
te esse processo.

E, finalmente, na tentativa de melhor caracte
rizar os cromossomos de D.mulleri e D. arizonensis € veri-
ficar a existencia de possiveis modificagGes estruturais ocor
ridas no processo evolutivo, foram também realizadas colora-

¢oes especificas para bandamentos C ¢ G.
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II. MATERIAIS E METODOS

A. Distribuigao geografica das espécies, origem das 1li-

nhagens utilizadas e condigoes de cultura em laboratorio.

As espécies Drosophila mulleri e D. arizonensis
utilizadas no presente trabalho, como acontece com a maioria
das espécies do subgrupo Mulleri, estao associadas a cactos,
na natureza e,por isso, sua area de distribuigao € dependente
da distribuigao desses vegetais. Ambas ocorrem nos E.E.U.U. e
no México sendo, as linhagens analisadas, procedentes de Guaya
lejo, Tamazunchale, México e originariamente obtidas dos esto-

ques da Genetics Foundation, da Universidade do Texas, em Aus

tin, U.S.A. Essas linhagens vem sendo mantidas no Departamen

to de Biologia do Instituto de Biociencias, Letras e Ciencias
Exatas de Sao Joseé do Rio Preto, UNESP, desde 1.976.
A manutencao das espécies, em laboratério, tem
sido feita em meio de cultura de banana e agar-agar, e a tempe
+

ratura de 20°C - 1°C. Os experimentos deste trabalho foram

também realizados nessas condicoes.

B. Preparagdes citologicas

O presente trabalho foi baseado na analise de
preparagoes citoldgicas dos ganglios cerebrais das duas espeée-
cies e seus hibridos, e do tecido adiposo de D. mulleri. Os

ganglios cerebrais foram obtidos de larvas do terceiro esta-
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dio inicial e o tecido adiposo, das seguintes fases do desen
volvimento: larvas do terceiro estadio inicial, larvas do ter-
ceiro estadio tardio, puparium, pré-pupas e pupas jovens, aqui
denominadas, respectivamente, L3A, L3B, P1, P2 e P3.

As laminas e laminulas empregadas nas prepara-
coes citologicas foram previamente submetidas ao seguinte tra-
tamento: deixadas em Extran-MA 02 neutro (Merck) por 30 minu
tos, esfregadas individualmente e colocadas em uma cuba com
agua, por uma hora, em seguida, lavadas uma a uma em agua cor
rente e colocadas em outra cuba com agua destilada, por 30 mi
nutos, transferidas para solucgao sulfocromica forte, por pelo
menos uma hora e enxaguadas em agua corrente por 20 minutos.As
laminas foram ainda colocadas em solugao de acido cloridrico a
0.1IN, por uma hora e enxaguadas em agua corrente, por 20 minu-
tos. Laminas e laminulas foram entiao colocadas em dois banhos
de agua destilada, por uma hora cada, seguindo-se a secagem ao
ar.

As laminas foram entao recobertas com uma camada
de gelatina por um processo que consiste em submergi-las em um
banho preparado pela mistura de duas solugoes: a) 0,10g de ge
latina dissolvida em 50ml de 5gua desionizada quente e b) 0,01g
de altmem de cromo dissolvido em 50ml de agua desionizada. A
mistura das duas solugoOes deve ser mantida em banho-maria du
rante o uso. Segue-se a secagem ao ar, podendo-se usar as 1la
minas apos 4 horas.

As preparacgoes dos ganglios cerebrais foram fei

tas por esmagamento, obedecendo ao procedimento indicado por

GUIMARAES § BICUDO (1982). As larvas foram colocadas em solu

gao de fermento Fleischmann por mais ou menos 15 minutos e, em
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seguida,foram lavadas e dissecadas em solugao fisiologica de
Demerec (DEMEREC § KAUFMANN, 1945). Os ganglios cerebrais fo-
ram transferidos para acido acético (solugdao aquosa a 45%) ai
permanecendo por 2 minutos, e depois para acido latico (solu-
¢do aquosa a 50%),por 10 minutos. Apos este tratamento , o ma
terial dissecado era transportado para a lamina contendo uma
gota de acido acético, coberto com a laminula e submeti
do imediatamente a esmagamento conforme ATHERTON § GALL (1972).
Esse esmagamento ¢ feito batendo-se delicadamente, com a ponta
de um lapis-borracha sobre a laminula, da lamina preparada e
envolta em papel de filtro, e acompanhando-se, ao microscdpio,
o grau de distensao dos cromossomos. No presente trabalho a
laminula era retirada com o auxilio de nitrogenio liquido.

As laminas assim preparadas foram submetidas a
coloragao pelo nitrato de prata (HOWELL § BLACK, 1980; HRGELE
& RANGANATH, 1983), a coloracao para bandas C (HALFER et aliz,
1980) e para bandas G (SUMNER et alzzi, 1971).

Para as preparacgoes do tecido adiposo wutilizou-

se também o esmagamento. A dissecgao era feita em solugao

fisiologica de Demerec e o tecido adiposo era transportado pa

ra uma placa escavada ficando imerso em acido acético (solugao

aquosa a 45%) durante 2 minutos, e em seguida transferido para
acido latico (solugao aquosa a 50%), por 3 minutos. O mate-
rial era entao colocado na lamina, em uma gota de acido acéeti-
co e coberto com laminula, seguindo-se o esmagamento conforme
a técnica ja mencionada para os ganglios cerebrais. Apds a re
tirada da laminula com o auxilio do nitrogénio liquido, as 1a

minas eram coradas com nitrato de prata (HOWELL & BLACK, 1980).

Laminas de tecido adiposo preparadas por esse
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mesmo processo foram também submetidas & coloragdao com  Sudan
Black B (MELLO § VIDAL, 1980), a Reacao de PAS (MELLO § VIDAL,
1980) e a coloragao simultanea pelo Azul de Alcian e PAS (JUN

QUEIRA § JUNQUEIRA, 1983).

C. Obtencdo de larvas e pupas para as preparagoes

As preparacoes citologicas dos ganglios cere-
brais foram feitas a partir de individuos obtidos dos esto-
ques e de hibridos F1. Os hibridos foram produzidos pelo cru
zamento de femeas D. mulleri e machos D. arizonensis.

Esses hibridos foram obtidos pelo processo de cru
zamentos em massa, preparados em caixas de populacgao, seguindo
a técnica descrita por BICUDO § RICHARDSON (1978). Este pro-
cesso € particularmente adequado para obtencdo de larvas hibri
das interespecificas, porque um nimero maior de casais pode ser
utilizado, aumentando a produtividade, Alem disso, devido a maior
facilidade de observagao, pode-se controlar melhor o grau de
maturidade dos descendentes e, consequentemente, aproveitar
maior numero deles no estadio adequado ao preparo das laminas.

As espeécies utilizadas no presente estudo inter
cruzam com dificuldade, produzindo geralmente pequeno numero
de hibridos. Assim, cada cruzamento em massa envolveu o uso
de 200 casais aproximadamente, por caixa. As femeas virgens e
os machos permaneceram separados,em tubos,atée a idade de 7 a
10 dias quando os cruzamentos foram preparados.

As caixas de populagao utilizadas sao de acrili-

co incolor medindo 16 cm de lado e de altura e tem pés de 3cm.

Apresentam duas aberturas na base e outra em uma das paredes
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laterais, todas com didmetro dé 5.5cm. As aberturas da base
adaptam-se, com fita adesiva, placas de petri plasticas, con
tendo meio de cultura, as quais foram trocadas, no presente ex
perimento, em intervalos de 48 horas. A abertura lateral serve
para introduzir as moscas e para arejamento através de um ori-
ficio na rolha que a fecha, envolta com gase. A tampa da cai-
xa ¢ vedada com fita adesiva e pode ser removida para limpeza.
Os descendentes nascidos nas placas de petri foram wutilizados
para o preparo das laminas.

Caixas de populacgao como as descritas para obten
¢io de ganglios cerebrais de larvas hibridas foram também uti-
lizadas para as preparagoes de tecido adiposo de D. mulleri de
vido a facilidade de reconhecimento dos individuos no estadio

adequado.

D. Técnicas de coloragao

D.1. Coloragao Ag-coloidal (HOWELL & BLACK, 1980)

Esta coloracao utiliza duas solugoes, as quais
devem ser guardadas em frascos escuros, envoltos em papel de
aluminio, na geladeira. Uma delas é a solugao coloidal revela
dora, que se prepara dissolvendo muito bem 1lg de gelatina em

50ml de agua desionizada e acrescentando-se 0,5ml de acido for

mico (solugao A). A outra € a solugao aquosa de nitrato de

prata, preparada com lg de nitrato de prata dissolvida em 2ml
de agua desionizada (solugao B).

O procedimento de coloragao consiste em pingar
uma gota da solugao A e duas gotas da solugao B sobre o mate

rial na lamina, misturar, cobrir com laminula e colocar em

AVA
AVAYAY

2 3 4 5 6 7 8unespw 2 43 14 15 dTe @14 18 A9



placa aquecedora ou estufa a 70°C. Em aproximadamente 8 minu
tos a mistura de solugoes torna-se marrom-dourada. Lava-se com
5gua desionizada e seca-se ao ar. A montagem dessas 15mipa5,
em nosso laboratorio, € feita com verniz cristal, com bons re-
sultados.

Esta técnica foi utilizada para coloracao de 1a
minas de ganglios cerebrais e de tecido adiposo. Na coloracgao
destas ultimas, a temperatura da estufa foi alterada para 55°9C
e, em consequencia, o tempo de coloragao foi aumentado para

11 minutos, aproximadamente.

D.2. Combinagdao de tratamento acido e coloragdo por nitrato

de prata (HAGELE § RANGANATH, 1983)

Nesta técnica,as laminas preparadas por csmaga-
mento foram mantidas em alcool absoluto a -12%C, por 15 dias e
secas a0 ar. A seguir, foram 'incubadas em TCA N5 T o
90°C, por 12 a 15 minutos, lavadas duas vezes em ﬁgua destila
da e tratadas com HC1 a 0,1N, a 60°C, por 12 a 15 minutos. As
laminas foram novamente lavadas em 5gua destilada, secas ao ar
e coradas com nitrato de prata. Para esta coloracao foi utili
zado o método de GOODPASTURE § BLOOM (1975). O material seco
ao ar foi tratado com solugao de nitrato de prata a 50%, cober
to com laminula e exposto a lampada de 75W, em estufa a 60°C,
por 15 minutos. A tecnica original recomenda,que apos lavadas
com agua destilada e retiradas as laminulas, as laminas sejam

reveladas com duas gotas de solucao de prata amoniacal (prepa

rada pela dissblugéo de 4g de nitrato de prata em 5ml de agua

e acrescentando-se 5ml de hidroxido de amonia concentrado) e
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duas gotas de solugao aquosa de formalina a 3%, neutralizada
(pH 7,0) com cristais de acetato de sodio e ajustada a pH 4,5
com acido formico. Entretanto, por esse processo, as laminas
de ganglios cerebrais ficavam espelhadas e sem condigoes de
analise. Assim, as laminas foram reveladas apenas com a solu
gao de prata amoniacal, por um a dois minutos, o que eliminou

o problema mencionado.

D.3. Coloragao para bandas C (HALFER et aliz, 1980)

Procedeu-se a algumas modificagoes na técnica

original, principalmente na duragao dos tratamentos, a fim de

adequa-la ao material em estudo. Os melhores resultados foram ob

tidos em preparagoes com mais de 30 dias. Estas foram tratadas com hidroxi
do de s6dio a 0,07N em cloreto de sodio a 0,112M (pH 12), por
um minuto, e submetidas a 3 banhos com 2x SSC, 5 minutos cada,
a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram coloca-
das em uma cuba com 6x SSC, também a temperatura ambiente,e in
cubadas em banho-maria regulado a 60°C, por 24 horas, seguin
do-se 2 banhos de alcool a 70% e 2 banhos de alcool a 95%.Apos
secagem ao ar, as laminas foram coradas com Giemsa Gurr 1:10, du

rante 20 minutos.

D.4. Coloragao para bandas G (SUMNER et aliz, 1971)

Neste caso também procedeu-se a algumas modifica
goes na técnica original, principalmente nos tempos empregados.
Foram utilizadas laminas com mais de 4 dias de preparo. Estas
foram tratadas com solucao de cloreto de potassio a 0,075M, por

8 minutos, e lavadas em agua destilada. Em seguida, foram tra
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tadas com solugao 3:1 (3 partes de metanol: 1 parte de acido
acético) por 5 minutos, a temperatura ambiente, lavadas com

agua destilada, incubadas por uma hora em banho-maria, a 60°9C,
em solugao de 2X SSC, lavadas com agua destilada. Logo  apos,

coradas com Giemsa Gurr a 2% em tampao fosfato com pH 6,8, por

15 minutos, lavadas com agua destilada e secas ao ar. Essas la

minas foram analisadas sem laminulas para evitar descoloracao.

D.5. Coloragao com Sudan Black B (MELLO & VIDAL, 1980)

Para esta técnica foram utilizadas as laminas pre
paradas por esmagamento do tecido adiposo, em vez de cortes de
congelacao recomendados pela técnica original de MELLO § VIDAL
(1980).

As preparagoes foram lavadas durante 30 segundos
em etanol a 50%, coradas de 15 a 45 minutos com solugao recem-
preparada c saturada de Sudan Black B em etanol a 50%. Em se-
guida, foram lavadas com agua destilada, secas ao ar e mnonta-

das em gelatina-glicerinada.

D.6. Reacao de PAS (MELLO § VIDAL, 1980)

Neste caso também procedeu-se a algumas modifica
coes na técnica original de MELLO § VIDAL (1980), na tentativa
de adequa-la ao material utilizado. Em vez de cortes, foram
utilizadas laminas preparadas por esmagamento do tecido adipo-
so e submetidas ao seguinte processo: banho em agua desioniza
da durante 30 segundos, oxidagao em acido periodico a 055%

por aproximadamente 6 minutos, lavagem em agua corrente, por
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15 minutos., e tratamento com o reativo de Schiff, durante 30
minutos. Em seguida, foram submetidas a trés banhos de metabis

sulfito de sodio a 0,5%, permanecendo, em cada banho, 3 minu

tos, e lavadas em agua destilada, durante 10 minutos. Para de

sidratagao, as laminas foram mergulhadas nos alcoois a 70%

?

80% e 95% e, apos secagem ao ar, montadas em balsamo do Canada.

D.7. Coloracao simultanea pelo Azul de Alcian e PAS

(JUNQUEIRA § JUNQUEIRA, 1983)

Esta técnica € uma variacao da anterior. As pre
paracoes de esmagamento do tecido adiposo foram submetidas a
solugao de Alcian Blue a 1%, em acido acético a 3%, durante 30
minutos, lavadas em agua destilada, deixadas por 15 minutos em
solucao de acido peridodico a 2% e lavadas em agua destilada.
Apos esse tratamento as laminas foram colocadas em uma cuba
com reativo de Schiff, por um periodo de 15 minutos, lavadas
em agua corrente, de 10 a 15 minutos, coradas rapidamente com
hematoxilina e novamente lavadas em agua. Em seguida, proce
deu-se a desidratacdo na série de alcoois, a secagem ao ar e a

montagem em balsamo do Canadd.

Procedimento para analise dos corpusculos nucleolares

nas células interfasicas dos ganglios cerebrais

Foram analisados dois campos microscopicos por
cérebro (ou individuo) totalizando um nUmero variavel entre 27
a 200 celulas, por campo, e de 62 a 314 celulas,por individuo.

Essa variagao dependeu principalmente da qualidade das prepa-
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ragoes. Para facilitar a analise, o campo microscopico foi

dividido em quatro partes.

F. Procedimento para medida da area nucleolar (BICUDO, 1982)

Para as medidas das areas nucleolares foram uti-
lizados negativos fotograficos. Estes eram colocados no am-
pliador fotografico Fuji-Enlarger-S 69, na camara escura, e a
imagem dos nucléolos era projetada sobre papel vegetal quadri-
culado (Lumicart- formato A2), onde o contorno dos nucleolos
era desenhado com caneta de ponta fina. Os quadradinhos do pa
pel vegetal que correspondiam a cada nucleolo eram entdo conta
dos com o auxilio de uma lupa Wild Heerbrugg-Plan 1X. Para a
obtengao da area em micrometros quadrados foi feito o seguinte:
com a mesma ampliacdo dada aos negativos dos nucléolos pela po
sigao do ampliador, projetou-se o negativo fotografico da re-
gua micrométrica (correspondente ao aumento utilizado no mi-
croscopio para fotografar os nucléolos) sobre o papel vegetal

milimetrado, obtendo-se assim, o valor de cada quadradinho em

micrometros. Este, elevado ao quadrado, fornece sua area e es

ta, multiplicada pelo nimero de quadradinhos de cada nucleolo,
fornece a area do mesmo.
G. Fotomicrografias

As fotomicrografias foram feitas em um microscé

pio Zeiss Standard Junior (883), com sistema fotografico MC-63
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automatico acoplado (doagao CNPq - Processo n® 40049/80) e um
fotomicroscopio II Zeiss (doagao FAPESP - Processo Biologicas
nfN70/562]%

Foram utilizados filmes Kodak Panatomic X 32 ASA,
Kodalith e Agfa Gevaert e papéis fotograficos Kodak Kodabro-
mide F-2, F-3 e F-4.

As fotos foram reveladas e ampliadas no Labora-

torio Fotografico do Departamento de Biologia do Instituto de

Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de Sao José do Rio Pre-
to - UNESP, seguindo-se as técnicas de rotina.

Em todas as figuras, a escala corresponde a 10
micrometros. A presenca de escala em um sO componente da mon
tagem significa que a escala ¢ a mesma para os demais compo-

nentes.
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III. RESULTADOS

Analise dos ganglios cerebrais de D. mulleri, D.
arizonensis e seus hibridos, corados pelo nitrato

de prata

Para esta analise foram utilizadas larvas de
terceiro estadio inicial (L3A), cuja idade foi estabelecida
para D. mulleri, D. arizonensis e hibridos, como sendo, res-
pectivamente, cerca de 145 horas, 176 horas e 192 horas (NA-
NYA § CERON, dados nao publicados).

As preparacoes de ganglios cerebrais corados pe
lo nitrato de prata, com qualquer das técnicas utilizadas,mos
traram coloragdo dos nucledlos em marrom-escuro e nenhuma co-
loragdao nos cromossomos metafasicos. Em algumas células, po
rem, as regioes centroméricas de todos os cromossomos cora
ram-se.

Os nucléolos das células interfasicas foram ana
lisados quanto ao numero e tamanho. Os resultados obtidos

acham-se resumidos nas tabelas 1 e 2. A tabela 1 apresenta

dados referentes ao numero de individuos e de células analisa

das das duas espécies e seus hibridos. Essa tabela mostra
que foram analisados sete femeas e cinco machos de D.mullert,
quatro fémeas e cinco machos de D. arizonensis e oito hibri-
dos. Diferentemente do que ocorre com as espcécies parentais,
o sexo desses hibridos ndo pode ser distinguido na fase de
larva, devido ao desenvolvimento anormal dos primordios dos

testiculos que os torna semelhantes aos primordios dos ovarios.
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TABELA 1. Nimero de cérebros e de células analisadas por cérebro, em D. mulleri, D. arizomensis e nos hibridos Fl.

F = femeas ; M = machos.

Espécie Sexo  N¢'de cere Numero de c€lulas analisadas por cerebro
bros anali
sados.

92(a); 98(b); 117(c); 230(d); 265(e); 291(f): 314(g)
70(a) ;122(b); 126(c); 139(d); 154(e)

D. arizonensis 4 64(a); 69(b); 100(c); 180(d)
62(a); 65(b); 76(c); 85(d); 100(e)

73(a): 78(b): 103(c); 122(d);-123(e); 175(Ff):=178(g); 233(h)
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De cada uma das sete femeas de D. mulleri foi
analisado um numero variavel entre 92 e 314 celulas, totali
zando 1.407 células, enquanto nos cinco machos da mesma espé
cie o numero de células analisadas por individuo variou de 70

a 154, totalizando 613 células. Cada uma das quatro femeas

de D. arizonensis teve um nimero variavel de 64 a 180 celu

las analisadas, totalizando 413 celulas, enquanto dos cinco
machos foram analisadas, por individuo, 62 a 100 celulas, com
um total de 388. Quanto aos hibridos, o numero de celulas
analisadas, por individuo, variou de 73 a 233, totalizando 1.085
células dos oito individuos.

A tabela 2 mostra a distribuigdo das celulas
analisadas quanto ao numero de nucleolos, por individuo. Cin-
co das sete femeas de D. mulleri apresentaram de um a trés nu
cléolos (fémeas a, b, c, e, g) e duas, de um a quatro nucléo-
los (femeas d, f). Do total de 1.407 celulas das sete femeas
89,62% (ou 1.261) apresentaram um sO nucléolo. Células com
dois, tres e quatro nucléolos ocorreram nas freqliencias de,
respectivamente, 8,46% (119), 1,71% (24) e 0,21% (3). Nas cé
lulas de tres dos cinco machos de D. mulleri foi encontrado
um s6 nucléolo (machos a, b, c¢c). Os outros dois machos (d,e)
apresentaram variagao de um a quatro nucléolos, sempre, po-
rém, com predominancia de cé€lulas uninucleolares. Assim, do
total de 613 celulas, 94,94% (582) apresentaram somente um
nucléolo, 3,59% (22) apresentaram dois nucleolos, 1,14% (7)
trés nucléolos e 0,33% (2) quatro nucléolos.

Em D. arizonensis, trés das quatro femeas anali
sadas apresentaram um sO nucléolo (femeas a, b, c) e a quarta

(femea d) mostrou variacao de um a trés. Nos machos da mesma
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29

Nimero de células analisadas por individuo e sua distribuicao

quanto ao numero de nucléolos em D. mulleri, D. arizonensis e

seus hibridos. F = femeas: M = machos.

Espécie Sexo Ne de Distribuicdao quanto ao nimero
e células de nucleolos

indivi- analisadas

duos 2 3

D. mulleri { 22
10
13
25
15
21
13

D. arizonensis

Hibridos

SO Ao
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espécie, quatro mostraram apenas células uninucleolares (ma-
chos a, b, ¢, d) e um apresentou variacao de um a quatro nu-
cléolos (macho e). Assim, do total de 413 células das femeas
96,13% (397) mostraram um sO nucléolo, 2,66% (11) e 1.,21% (5),
respectivamente dois e tres nucléolos. A situagio dos machos
de D. arizonensis foi semelhante a das femeas, sendo  95,88%
(372) das 388 células, uninucleolares e 2,32% (9), 1,29% (5)
e 0,51% (2) portadoras respectivamente, de dois, trés e qua-
tro nucléolos.

Quanto aos hibridos, seis dos oito  individuos
(a. b, d, e, g, h) mostraram apenas celulas uninucleolares,en
quanto os demais (c, f) mostraram células com um a treés nu-
cléeolos. Do total de 1.085 celulas analisadas, 95,30%(1.034)
continham um nucleéolo, 4,24%(46), dois e 0,46% (5) tres.

Quanto ao tamanho,avaliado s0 pela observagio,os nucléo
los parecem acompanhar o tamanho do niicleo,e consequentemente o da ce-

lula, de forma diretamente proporcional, isto &, ndcleos maio

res com nucléolos maiores. Observou-se que, geralmente, quan

do ha mais de um nucléolo por célula, seus tamanhos sao dife-
rentes.

A posigao do nucléolo nos nucleos das celulas
dos ganglios cerebrais €& predominantemente periférica, mesmo
quando ha mais de um corpusculo nucleolar presente na célula.
Essas observagoes quanto ao tamanho e posigao dos corpusculos
nucleolares sao validas para as duas espécies e seus hibridos

(Figura 1).

B. Estudos do tecido adiposo
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FIGURA 1.

A-B. Nicleos e nucléolos de macho D. mulleri. A.

As setas indicam o numero de nucléolos, variavel

de um a tres, em alguns nicleos. B. As setas apon
tam alguns nucléolos grandes em nicleos grandes e

outros pequenos em nucleos menores. Observem-se em

A e B a posigao predominantemente periférica dos nucléo
los.
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B.1. Caracterizacao das fases do desenvolvimento utilizadas

A analise do tecido adiposo em diferentes fases
do desenvolvimento foi precedida de um estudo da duracao das
mesmas, de modo a poder caracteriza-las nao so6 morfologicamen
te mas também quanto a idade. Esse estudo preliminar foi rea
lizado em colaboragao com o Prof. Carlos Roberto Ceron, do
IBILCE, a quem agradecemos a autorizagao para utilizacao dos
dados obtidos, ainda nao publicados.

Como foi mencionado em MATERIAIS E METODOS, fo

ram utilizadas cinco fases do desenvolvimento de D. mullert

para analise do tecido adiposo. Essas fases podem ser descri

tas do seguinte modo:

L3A (larvas do terceiro estadio inicial) - in
dividuos com idade aproximada de 145 horas, por
tadores de espiraculos anteriores brancos, ain-
da muito moveis e preferencialmente submersos

no meio de cultura;

L3B (larvas do terceiro estadio tardio) - indi
viduos com idade aproximada de 206 horas, porta
dores de espiraculos anteriores amarronzados ,

pouco moveis e preferencialmente localizados nas

paredes dos frascos de cultura;

Pl (puparium) - individuos com idade aproximada
de 215 horas, caracterizados morfologicamente pe

la eversao dos espiraculos anteriores,ainda sem
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cuticula rigida e com movimentagao do aparelho

bucal. Esta fase & de duragao curta (aproxima-

damente uma hora);

P2 (prepupas) - individuos com aproximadamente

216 horas de idade, portadores de cuticula rigi
da, ainda sem pigmentacgao, e espiraculos ante-
riores curvados lateralmente. Esta fase tambem

€ de curta duragao (ccrca de uma hora);

P3 (pupas jovens) - individuos com idade aproxi
mada de 225 horas, portadores de cuticula exter
na marrom, rigida, e sob esta, uma cuticula fi-
na envolvendo os orgaos. O aparelho bucal en-
contra-se ainda ligado ao corpo nao segmentado

e o tubo traqueal ainda e visivel.

B.2. O tecido adiposo de Drosophila mullert

Nas formas holometabolicas de insetos o corpo
gorduroso sofre consideravel modificagao durante a metamorfo
se e, desse modo,podem ser distinguidas, em Drosophila, duas
séries de celulas adiposas: as que se originam do mesoderma
embridnico para formar o corpo gorduroso do periodo larval e
as diferenciadas durante a pupagao para tornar-se o tecido gor
duroso do adulto (KOCH, 1945 e POULSON, 1950, em RIZKI,1978).

As observagoes realizadas neste trabalho mostra

ram que as cé€lulas do corpo gorduroso larval de D. mulleri es
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tao arranjadas de maneira semelhante as células do mesmo teci

do de D. melanogaster (linhagem Ore-R), conforme descrito
em RIZKI (1978). Segundo esse autor o tecido mencionado esta
localizado entre as visceras e a musculatura da parede do cor
po e se extende da regiao anterior deste ao segmento caudal.
Sua morfologia regional é distinta. De cada lado, comegando
na regiao anterior, ha um pedago triangular do tecido, a cabe
¢a do corpo gorduroso, a qual esta localizada sobre o hemisfé
rio cerebral. Do lado antero-ventral deste segmento descCe uma
fileira de células que se extende acima da glandula salivar e
se junta com a parte ventral que conecta as duas camadas la-
terais principais do corpo gorduroso.

RIZKI (1964, em RIZKI, 1978) usou critérios mor
fologicos e bioquimicos para distinguir seis regioes na massa
de tecido gorduroso de D. melanogaster (Figura 2a,b). Segundo
RIZKI (1978), o numero de cé€lulas do corpo gorduroso € fixado
ao tempo em que a larva eclode do ovo e ndao ha nenhuma multi-
plicagao celular posterior. O numero de células foi  contado
em preparagoes do corpo gorduroso total e intacto da espécie
e observou-se que esse numero € maior em femeas que em machos
Seguindo-se a formagao do puparium, o corpo gorduroso larval
sofre uma reorganizagao e as células de diferentes regides as
sumem posigoes definidas com relagao ao tecido em metamorfose
(Figura 2c, d). Finalmente, ocorre dissociagao e dispersdo
das células do corpo gorduroso larval na pupa (Figura 2e).

A figura 3 (também segundo RIZKI, 1978) mostra
uma preparagao total do corpo gorduroso de larva de D. mela-
nogaster. Essa figura € apresentada para efeito de comparacdo

com as preparagoes completas do mesmo tecido de D. mullert,
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FIGURA 2.

a-e. Organizagao e disposigao do corpo gorduroso
em larva e pupa de D. melanogaster. a. Metade la
teral do corpo gorduroso da larva mostrando a

numeracao para identificar as regioes do tecido.

b. Vista lateral da disposigao do corpo gorduro-
so dentro da larva. c,d. Posigao relativa das
massas do corpo gorduroso anterior, antes e de-
pois da eversao do complexo cefalico. e. Disso-
ciacao e dispersdo das células do corpo gorduro-
so larval na pupa (conforme RIZKI, 1978).
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FIGURA 3.

a-b. a. Preparacao total do corpo gorduroso de lar-
va macho do terceiro estadio, de D. melanogaster

b. Preparagao total do mesmo tecido de um ginandro

morfo, mostrando que a parte esquerda, masculina, €
menor por conter menor numcro de células que a di

reita, feminina (conforme RIZKI, 1978).
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contidas nas figuras 4 e 5, A figura 4 mostra a diferenciacao
das regioes do corpo gorduroso dessa espécie, numeradas do
mesmo modo com que RIZKI (1978) numerou as regioes do corpo
gorduroso de D. melanogaster, pois em ambas esse tecido se apre
senta da mesma maneira. A figura 5 mostra o corpo gorduroso

de D. mulleri com as extremidades das regides 5 separadas, co
mo apresentado na figura 3 para D. melanogaster. Na larva,

entretanto, essas extremidades acham-se apostas, da forma co

mo se ve na figura 4.
A analise do corpo gorduroso apresentada neste
trabalho restringiu-se a regiao 1 que € a regido anexa a glan

dula salivar.

B.3. Medidas das areas nucleolares

As areas nucleolares foram medidas em um numero
variavel entre dez e treze individuos fémeas e o mesmo nimero
de machos de cada estadio, exceto P3 em que foram analisados
sete fémeas e quatro machos. De cada individuo foram analisa
das entre trés e nove células, totalizando 60 células para fé
meas e para machos dos estadios L3A, L3B, Pl e P2, errespecti]
vamente, 38 e 24 celulas para fémeas e machos de P3.

Os dados obtidos foram utilizados em varias com

paragoes, abrangendo:

1. Comparagdo entre as areas nucleolares das células de cada

individuo;

Comparagdo entre as médias das areas nucleolares dos indi
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FIGURA 4.

Tecido gorduroso de larva macho de terceiro esta-

dio de D. mulleri, em preparagao total, com a dife

renciagao das regioes numcradas de 1 a 6, conforme
RIZKI (1978) para D. melanogaster. Observem-se as

glandulas salivares (setas longas) e os testiculos
(setas curtas).
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FIGURA 5. O mesmo da figura 4, com as extremidades das

gioes 5 separadas para melhor visualizagao.
ve-se a alteracgao das células ocorridas no
rer da analise da preparacgao.
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viduos de mesmo estadio e sexo;

Comparacao entre as médias das areas nucleolares dos esta

dios diferentes e mesmo sexo;

Comparacgao entre as médias das areas nucleolares entre os

dois sexos em cada estadio.

A tabela 3 refere-se aos resultados da primeira
comparagao, isto €, das medidas nucleolares de cada individuo
por estadio e por sexo. Os valores obtidos para coeficientes
de variagao da distribuigdo das areas nucleolares de cada in-
dividuo foram elevados, tanto para fémeas como para machos ,
em todos os estadios (L3A - femeas: entre 18 e 33, machos:en-
tre 7 e 30; L3B - femeas: entre 14 e 27, machos: entre 5 e 30;
Pl - femeas: entre 6 e 25, machos: entre 8 e 22: P2 - femeas:
entre 10 e 26, machos: entre 7 e 29; P3 - femeas: entre 8 e
15, machos: entre 8 e 18).

Esses valores elevados dos coeficientes de va-
riacao demonstram wuma alta variabilidade intraindividual das
areas nucleolares.

A distribuicao dos coeficientes de variacao das
areas nucleolares de cada individuo, por sexo e estadio, apre
sentada na tabela 3, mostra ainda que a variabilidade intrain
dividual verificada decresce com o avanco do desenvolvimento
sendo maior em femeas que em machos,nos estadios L3A e L3B.

A tabela 4 apresenta dados comparativos das me
dias das areas nucleolares entre individuos do mesmo estadio,

por sexo. Essa tabela contém os limites das areas nucleola-

res médias de fémeas e machos dos cinco estadios e seus coefi

AVA
AVAYAY

2 3 4 5 6 7 8unespw 12 13 14 1% 16 A7 L& A8



TABELA 3. Distribuicdo dos coeficientes de variacao das areas nucleolares de cada individuo, de
cada estadio, por sexo, em D. mulleri. F = femeas; M = machos.

Esta Sexo N° de Distribuicao dos coeficientes de variagao
= indivi
dios duos ~ 1314 15 16 17 18 1920 21 22 23 24.125 26 . 27:28%298301 31} 32533

L3A 10
12

bl
Ik

1l
12

11
10

10 I 12 13unespw 17 48 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29




TABELA 4. Limites das areas nucleolares médias (em umZJ 6sCOE

ficientes de variacao das meédias nucleolares por es
tadio e por sexo, em D. mulleri. F = femeas; M =

machos.

Estadio Sexo Nﬁmerg de Area Nucleolar Coeficiente
individuos de variagao
> <

10 . 355,46 37,29
12 187,03 38,37

11 442,32 2107
13 289,30 22,54

11 399 507 18,73
12 323,42 18,15

309,26 24,28
294,65 19,28

400,08 28,14
915583 22,24
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cientes de variagao, Os valores destes sao elevados, indican
do alto grau de variabilidade entre os individuos de mesmo es
tadio e sexo. Observa-se que os valores dos coeficientes de
fémeas e machos em L3A, L3B e P1 sdao muito proximos e decres-
centes com o avango do desenvolvimento, sofrendo um aumento
crescente em P2 e P3, maior para femeas que para machos.

Conforme as tabelas 5 e 6, a analise de varian-

cia mostrou que a area nucleolar varia significativamente en

tre os individuos de mesmo estadio, tanto para femeas quanto
para machos.

A tabela 7 contém as areas nucleolares medias e
desvios padroes (em pmz) dos diferentes estadios analisados ,
por sexo. Os valores das médias, tanto para femeas como para
machos, decrescem entre L3A e P2, sofrendo aumento em P3.

A analise de variancia para comparagao das mé-
dias nucleolares entre os diferentes estadios mostrou que a
variacao observada € significativa. Esses resultados estao
contidos nas tabelas 8 e 9, que se referem, respectivamente ,
as femeas e aos machos.

Com o objetivo de detectar que estadios apresen
tam médias significativamente diferentes, aplicou-se o teste
de Tukey, cujos resultados mostraram, para femeas (W

0,01(4,50) ~
90 ,21)::

L3B L3A

493,83 547,01 0738573
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TABELA 5.

Analise de variancia entre as areas nucleolares

dias das femeas de cada estadio de D. mulleri. gl
grausfde®] tberdade(*H=1p <S5 N5 Skt 2PV RON(1)

Estadios

Fonte de
variacgao

Soma dos Quadrado
quadrados medio

entre
dentro

TOTAL

entre
dentro

TOTAL

entre
dentro

TOTAL

entre
dentro

TOTAL

<1114 2936,01 243.992,89 1530%*
a0 9 202 52 ¢ 32.185,84

+724.228,25

278,12
.089,34

.367,46

.432,74
L35 ¢Td

.068,45

2974252

5 6

7
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TABELA 6. Analise de variancia entre as areas nucleolares

dias dos machos de cada estadio de D. muller<.
graus de liberdade (** = P < 0,01).

Estadios Fonte de Soma dos Quadrado
variagao quadrados medio

entre 1.686.409,18 155.309°92
dentro 500.298,69 10.422,89

TOTAL 2.186.707,87

entre .026,10
dentro o154 =23

TOTAL .160,33

-924 52
.744,60

.669,12

entre
dentro

TOTAL

entre
dentro

TOTAL
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TABELA 7.

- 1 . - = +
Areas nucleolares médias e desvios padrdes (X - S)

em umz, de femeas (F) e machos (M) dos diferentes

estadios do desenvolvimento.

Estadio

Sexo Numero de Area Nucleolar Média

Nucleolos

60
60
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TABELA 8.

Analise de variancia entre as médias nucleolares

dos cinco estadios do desenvolvimento para fe-

meas. gl = graus de liberdade (** = P < 0,01).

Fonte de
variacao

Soma dos Quadrado
quadrados medio

entre

dentro

TOTAL

1.849.574,22 462.386,80 19,08%%
6.650.180,00 24.359,63

8.499.727 ,22

AVA
AVAVAY

5 6 7 8unespw 2 13 14 15 16 @Ad L& 18



TABELA 9.

Analise de variancia entre as medias nucleolares

dos cinco estadios do desenvolvimento, para ma-

chos. gl = /graus de liberdade. . (** = 'P-<:¢0,01).

Fonte de
variacgao

Soma dos Quadrado
quadrados medio

entre

dentro

TOTAL

743.441,66 185.860,42 ] 30 D
3:660.071,79 1451510555

4.403.513,45
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e para machos (WU 01(4.50) 70,49) :

P2 111 L3B L3A

359,94 412,31 473,12 SOIL717

As médias compreendidas na mesma linha ndao sao
significativamente diferentes. As diferengas sao significati

vas para femeas (P2 difere de L3B e L3A; P, difere de L3A

1
L3B difere de L3A) e para machos (P2 difere de L3B e L3A; Pl
difere de L3A)., A nao inclusdo do estadio P3 na analise de
Tukey foi devida a diferenga de seu n em relagao aos outros

estadios, seguindo-se a recomendagdo de STEEL § TORRIE (1960).

Contudo, entendemos que o aumento das médias nucleolares en-

tre P2 e P3, de 46 umz para machos e 133 um2 para fémeas,pode

ter um significado bioldogico real.

Finalmente, a comparacao das médias entre 0s
sexos em cada estadio, pelo teste t de Student mostrou dife-
rengas altamente significativas em todo os estadios: L3A -
ti18 = 4,208 (P.< 0,001), L3B - ti18 = 3055 (P< 05001) 887
Pl =

= S75028M(Pie 0,001); P2 -4t = 4,828 (P < 0,001)

ti1s 118

= 4,608 (P < 0,001).

Portanto, os resultados mostram que as areas nu
cleolares dos machos sdo significativamente menores que as
das femeas ,em todos os estadios.

A figura 6 mostra nucléolos de femeas e machos,

representativos das diferentes fases do desenvolvimento de

AVA
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FIGURA 6. A-E. Nucléolos do tecido gorduroso de femeas e machos dos diferentes estadios do
desenvolvimentoide iD. mullert. AZ= L3A; B = L3B;:C =«Pl;sD = P2; E = P3. Os expoen

tes F e M indicam, respectivamente, femeas e machos. Observe-se que os nucléolos
das femeas sao maiores que os dos machos em todas as fases.




D. mulleri analisadas.
O grafico da figura 7 sintetiza as variagoesdas
médias nucleolares de femeas e machos, observadas entre os di

ferentes estadios.

Variagoes citoplasmaticas do tecido adiposo

O citoplasma do tecido adiposo mostrou varia-
coes., ao longo dos estadios analisados, devidas a presenga de
granulos densos e ao aspecto e localizagao das gotas de gordu
ra.

As figuras 8 e 9 dizem respeito aos granulos.Es
tes geralmente nao sao observaveis em femeas e machos do esta
dio L3A (Figura 8 AP e AM), mas comeg¢am a se tornar visiveis
a partir de L3B, apresentando um aumento crescente em seu dia
metro paralelamente a uma aparente redugdo numérica, tanto em
femeas como em machos (Figura 8, B, C e Figura 9 D, E).

As observagoes referentes as gotas de  gordura

sao apresentadas nas figuras 10 e 11. Essas figuras mostram

a presenca desse material nao s6 no citoplasma mas também no

nucléolo, muitas vezes deformando o contorno deste. As gotas

de gordura tém tamanho muito variavel em qualquer dos esta-
dios do desenvolvimento analisados. Contudo,nos estadios P2
e P3 encontram-se, com maior freqllencia, grandes gotas resul
tantes, ao que tudo indica, da reunido de varias gotas meno-
res.

As preparagoes foram submetidas a coloragao pe-

lo Sudan Black B, especifica para lipideos, com resultado po
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L3A L3B P2

FIGURA 7. Variacdo das areas nucleolares médias nos cinco es

tadios analisados, para fémeas (e—e) e para machos

(o—o). Em ordenada, area nucleolar média (em umz)

e, em abcissa, os estadios do desenvolvimento.
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FIGURA 9. D-E. (continuagao da figura 8). D,E. Estadios P2 e
P3 mostrando os granulos citoplasmaticos (alguns dos

quais apontados pelas setas),maiores que nos estadios
anteriores.
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FIGURA 10.

A-C. Tecido gorduroso de D. mulleri. A,B,C. Esta
dios L3A, L3B e Pl mostrando gotas de gordura no
citoplasma e no nucléolo. Expoentes F e M =femeas
e machos. Em AF, AM, BM, e cM observam-se as gotas

na periferia do nucléolo, aparentemente rodeadas
de material nucleolar em todos os casos.
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FIGURA 11.

D-E. (continuacao da figura 10). D,E. Estadios

e P3. Em DF e HF

dura aparentemente formadas pela coalescencia

gotas menores.
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sitivo, isto €, coloragdao negra intensa (Figura 12).

As preparagOes foram também submetidas a colora
cao PAS, especifica para glicogénio e glicoproteinas, e a co-
loragao simultanea Azul de Alcian-PAS, que permite corar 0s

polissacarideos acidos e os neutros, que muitas vezes coexis-

tem no citoplasma. Com a primeira técnica as substancias men

cionadas devem adquirir coloragdao vermelha intensa. Com a se
gunda, os polissacarideos acidos devem mostrar coloragao azul
celeste e os polissacarideos neutros, coloragao vermelha.

0s resultados obtidos para as preparagoes de
tecido adiposo sao apresentados na figura 13. Com a colora-
cao PAS, coraram-se em vermelho graos citoplasmaticos e os
contornos das gotas de gordura (Figura 13 A, B). Com o Azul
de Alcian-PAS o resultado foi o mesmo, porém a coloracao foi

mais suave (Figura 13 C, D).

C. Bandamentos C e G em cromossomos de ganglios cerebrais

A tecnica de bandas C, aplicada aos cromossomos
de ganglios cerebrais das duas espécies e hibridos F1 mostrou
marcagao na regiao centromérica de todos os cromossomos, e
marcacgao total do cromossomo Y e dos microcromosso-
mos. Foram experimentadas varias técnicas de bandamento C,
sendo que a tecnica de HALFER et aliz (1980) deu os melhores
resultados. Ao nivel de nossas observagoes, as duas espécies
nio diferem quanto a localizagao das bandas C (Figura 14).

O bandamento G de D. mulleri e D. arizonenstis

mostrou um padrao caracteristico para cada par de cromossomos

AVA
AVAYAY

2 3 4 5 6 7 8unespw 2 13 14 15 16 @Ad L& 18



FIGURA 12.

A-B. Tecido gorduroso de D. mulleri submetido
a coloragdo com Sudan Black B. A. L3A, macho.

B. L3B, femea. Observam-se gotas de gordura de

tamanhos diferentes, coradas em negro.
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FIGURA 13. A-D. Tecido gorduroso de D. mulleri. A,B. Femeas
L3B, submetidas a coloragao PAS. C, D. Machos
L3B, submetidos @ coloragdo de Azul de Alcian-PAS.

Em ambos os casos observa-se coloragao nos granu-
los citoplasmaticos (melhor visualizados em Ce D)
e no contorno das gotas de gordura.
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FIGURA 14. A-F. Cromossomos de ganglio cerebral corados pe

la téecnica de bandas C. A. D. mulleri, femea; B.
D. mulleri, macho; C. D. arizonensis, femea; D.
D. arizonensis, macho; E-F. Machos hibridos. As

setas apontam as regioes coradas. M = Microcro-
mosSsomos .
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acrocentricos. Esse padrao, entretanto, pode variar em fun-
cao do grau de condensacao cromossomica. As espécies nao di
ferem quanto a esse padrdao ao nivel de nossas observacces. As
sim,quanto as bandas escuras,o cromossomo X,0 maior do complemento, mos-
trou,mais frequentemente, quatro bandas,as quais em outras metafases po-
diam aparecer como cinco. O cromossomo Y apresentou tres ban
das espessas muito proximas. O segundo, terceiro e quarto pa-
res mostraram tres bandas que podiam menos frequentemente apa

recer como quatro, havendo uma certa dificuldade em diferen-

cia-los quanto a posicdo das bandas e intensidade de colora

gao, devido ao tamanho reduzido dos cromossomos. O quinto
par apresentou duas bandas ou raramente tres. O par de micro
cromossomos cora-se fracamente com a técnica de banda G, nao
apresentando diferenciagao visivel; sdo cromossomos muito pe
quenos para esse tipo de analise. Especialmente no hibrido,
observa-se, com freqlencia variavel, diferenca no tamanho dos
elementos do par de microcromossomos (Figuras 15, 16 e 17).

O padrao de bandas G mais frequentemente obser
vado para as especies D. mulleri e D. arizonensis estd conti

do, sob a forma de esquema, na figura 18.
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FIGURA 15. A-F. Bandas G em D. mulleri. A-D. Femeas. E-F. Ma
chos. M = Microcromossomos.
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FIGURA 16. A-J. Bandas G em D. arizonensis. A-G. Femeas. H-J.
machos. M = Microcromossomos.
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G

FIGURA 17.

h""

\
O ) . \‘

H

A-H. Bandas G em Hibridos F1l de D. mulleri/D.
arizonensis. A-D. Femeas. E-H. Machos. M = Mi

CroCcromossomos.
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Aa AR AA

6

AR AA

FIGURA 18. Apresentacgdo esquematica do padrdo de bandas

G

nos cromossomos de D. mulleri € D. Arizonenstis.
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IV. DISCUSSAO

As populagles naturais apresentam uma alta va
riabilidade genética que se manifesta sob muitos aspectos. En
tre eles inclue-se a atividade organizadora nucleolar. Esta
atividade, da qual resulta a sintese do RNA ribossomico e a
produgao dos ribossomos maduros, & fundamental para a fisiolo
gia celular, pelo papel imprescindivel desempenhado por aque
les corpusculos na sintese protéica. Por causa dessa impor-
tancia, cada espécie tem o seu padriao proprio de sintese ri-
bossomica, adequado as suas necessidades, selecionado no pro-
cesso evolutivo. E, ainda mais, esse padrao encontra-se pro-
tegido por uma série de mecanismos reguladores destinados a
atuar em situagoes de emergéencia, para corrigir distorgdes que
coloquem a sintese protéica e, consequentemente, a vida celu-
lar, em perigo.

Na INTRODUGRO foram feitas referéncias as va
rias formas de variabilidade da atividade organizadora nucleo
lar. Estas abrangem o nimero e a localizacao das regiodes or
ganizadoras nucleolares presentes ou ativas, a quantidade de
DNA ribossomico ou o numero de cistrons ribossomicos presen-
tes nas mesmas, a organizagao das seqliéncias do DNA ribossomi
co, os mecanismos envolvidos na regulagao da atividade . dos
cistrons ribossomicos e o numero e aspectos estruturais e mor

fologicos do nucléolo. Essa variabilidade permite diferen

ciar ndo s6 espécies como também linhagens, individuos de mes

ma linhagem e até mesmo células de um mesmo individuo.
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Em Drosophila, objeto do presente trabalho,
trés padroes basicos caracterizam a localizagao das RONs:
RONs restritas aos cromossomos sexuais X e Y, RONs restritas
ao cromossomo X e ao microcromossomo, e RONs restritas ao mi-

crocromossomo.

As espécies do complexo Mulleri analisadas quan

to a esse aspecto, até o presente, apresentam o segundo pa-
drao (BICUDO § RICHARDSON, 1977, 1981; BICUDO, 1979, 1982). A
verificagdao da presenca de cistrons DNAr nos microcromossomos
dessas espécies de Drosophila foi uma constatagdo importante
por causa de uma implicagdo evolutiva mais geral, pois consti
tui mais um argumento favorecendo a ideia de uma origem filo
genética comum para o cromossomo X € O MiCrocromossomo nesse
organismo (BICUDO § RICHARDSON, 1981).

A localizagdo das RONs nas especies D. mullert
e D. arizonensis foi previamente analisada nas glandulas sa-
livares, utilizando a associagdo morfoldgica entre os nucléo
los e os cromossomos e a hibridacao Zn situ com RNA ribossomi
co marcado por isotopo radioativo (BICUDO § RICHARDSON, 1977,
1981).

A técnica de coloragao pela prata, originaria
mente descrita por GOODPASTURE § BLOOM (1975), que tem sido
muito eficiente para marcar regioes organizadoras nucleolares
em muitos organismos, foi ineficaz para as éspécies do com
plexo Mulleri, em varias tentativas anteriores, mesmo utili-
zando muitas variagdes da técnica original (BICUDO, 1979,1982).

No presente trabalho foram feitas novas tenta-

tivas de aplica-la aos cromossomos mitoticos dos ganglios ce-
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rebrais, também sem resultado positivo. A técnica, aplicada
a esses Cromossomos, corou apenas a heterocromatina centrome-
rica de todos os cromossomos, O Y € 0S microcromossomos, em
algumas células das duas espécies e seus hibridos.

Apesar da grande quantidade de estudos das
RONs, descritos na literatura, baseados no uso da coloracao
pela prata, até hoje a verdadeira natureza citoquimica desse
processo de coloragao € incerta, De acordo com SCHWARZACHER
et alit (1978) o material que se cora pela prata poderia ser
as proteinas acidas que se acumulam em torno das RONs. Suas
conclusoes foram baseadas em varias provas indiretas, tais co
mo quantidade de proteinas ndo-histOnicas e digestao com
RNase. Outros autores também atribuiram as proteinas associa
das ao RNAr recém-transcrito a colorabilidade das RONs pelo
nitrato de prata (por exemplo, HOWELL, 1977 e HOWELL § HSU |,

1979) . OCHS § BUSCH (1984), entre outros, atribuiram 2 fosfo

proteina C23 a especificidade dessa coloracdo. Entretanto

3

trabalhos recentes tém colocado em divida essas indicacoes

(CLAVAGUERA et aqliZ, 1983, 1984). Conforme o primeiro desses
trabalhos, baseado na afinidade dos ions de prata pelos diferen
tes constituintes da cromatina (DNA, RNA, histonas, proteinas
ndo-histonicas totais etc.), a colorabilidade das RONs pelos
mesmos nao pode ser atribuida a um componente isolado da cro-
matina, pois todos eles se ligam a esses ions, sendo a liga
gao mais forte com o DNA. A utilizagdo de enzimas proteoliti

e nucleases, no segundo trabalho, nao impediu a coloragao

RONs. Ambos os resultados levaram os autores a sugerir

a coloragao diferencial das RONs pela prata esta relacio-
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nada com a descondensagao diferencial da cromatina.

E dificil saber por que as RONs das espéecies
do complexo Mulleri ndo se coram com essas técnicas especifi
cas que usam prata, mesmo porque a marcagao foi consegui
da em D. nasuta, utilizando tratamento acido combinado com a
coloracao Ag-AS (HAGELE & RANGANATH, 1983). Essa modificacgao
da técnica foi também utilizada no presente trabalho, sem su-
cesso. A dificuldade na explicagao dessas observacoes em
D. mulleri € D. arizonensis aumenta mais pelo fato de nao se
conhecer, com certeza, o mecanismo da coloracao pela prata.

As células interfasicas dos ganglios cerebrais
de D. mulleri, D. arizonensis € Seus hibridos, poréem, fornece
ram informagoes sobre a atividade organizadora nucleolar, com
o uso da coloragao pela prata, pois esta cora os nucleodlos
fortemente, destacando-os, e permitindo uma analise mais deta

lhada dos mesmos.

Quanto ao numero de nucledlos, os resultados

mostraram predominiancia de individuos cujas células interfa-
sicas dos ganglios cerebrais apresentam um s0 nucleéolo, nas
duas espécies e nos hibridos, embora ocorram também individuos
com algumas células portadoras de dois a quatro nucleolos. Es

ses resultados conferem com - 0S previamente obtidos

para as celulas das glandulas salivares das

mesmas espécies e hibridos (BICUDO, 1979, 1982). Entretanto,
nas glandulas salivares dos hibridos,a freqliencia de larvas

e células por larva contendo nucléolos adicionais & maior do

que nas espécies parentais. O mesmo nao foi encontra

do nos ganglios cerebrais dos hibridos, sugerindo que nao
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ha alteragdo substancial da atividade organizadora nucleolar
nessas colulas,em decorréncia da hibridagdo, que seja detecta
vel ao nivel das observagoes realizadas.

A posigdao dos nucléolos, predominantemente pe-
riférica nos nucléos das células dos ganglios cerebrais pode
estar relacionada ao fenomeno de associagao entre membrana nu
clear e nucleolo que tem sido descrita em alguns organismos .
Por exemplo, em nicleos de figado de rato os nucléolos perma

necem no interior da membrana nuclear apesar da expulsao do

contelddo nuclear, indicando uma firme ligagdo desses nucléo-

los. Ao nivel ultraestrutural foi observado um pediculo 11
gando o nucléolo a membrana nuclear. Esse pediculo parece es
tar envolvido ndo apenas na ancoragem do nucléolo, mas tambem
no suporte do DNA nucleolar (HUBERT et alziz, 1984).

A técnica de coloragdo pela prata foi também
utilizada para analisar aspectos da atividade organizadora nu
cleolar das células da regidao 1 do tecido adiposo de D. mul-
leri, em cinco fases do desenvolvimento, abrangendo desde lar
va do terceiro estadio inicial até a fase de pupa jovem.

Em insetos, o tecido adiposo € um sitio ativo
do metabolismo intermediario, constituindo um actmulo de car
boidratos, proteinas e lipideos. Com base no seu papel fun
cional, o corpo gorduroso dos insetos tem sido comparado com
o figado dos vertebrados. Além disso, como ja foi mencionado
anteriormente neste trabalho, em Drosophila o corpo gorduroso
modifica-se na metamorfose, de tal modo que, nas larvas, esse

tecido origina-se do mesoderma do embriao, enquanto que no

adulto origina-se de células diferenciadas durante a pupagao.
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As células do corpo gorduroso larval desaparecem geralmente den
tro de dois dias apos a emergencia do adulto, gragas a lise en-
zimatica (revisao em RIZKI, 1978).

Essas caracteristicas do tecido adiposo sugerem
que o mesmo seja bastante adequado a um estudo da atividade or-
ganizadora nucleolar. De fato, o estudo da mesma mostrou aspec
tos que se pode considerar interessantes e que estao basicamen-
te resumidos no grafico apresentado na figura 7 deste trabalho.
O primeiro deles € a observagdo de que ao longo dos cinco esta
dios analisados, desde larva do terceiro estadio precoce ate
pupa jovem de D. mulleri, as femeas apresentam areas nucleola-
res médias significativamente maiores do que os machos.

Nao ha indicagoes de que as células adiposas dos
machos sejam menores ou apresentem graus de politenia menores
do que as femeas, apesar de que estas apresentam um numero de
células maior do que aquelas (RIZKI, 1978). Portanto, nao se
pode atribuir a esses aspectos da diferenciagao a causa da dife
renca das meédias entre os sexos. Uma hipotese € a de que o ni-
vel metabolico das femeas seja maior do que o dos machos, em
conseqliencia de seu maior tamanho e seu papel na produgao de
ovulos, exigindo, assim, uma atividade de sintese mais elevada.

Vale a pena destacar, ainda, que as medidas das

areas nucleolares médias obtidas por BICUDO (1982), na analise

das glandulas salivares, também mostram para D. mulleri, no ter

ceiro estadio adiantado (o Unico analisado no trabalho), valo-
res mais altos em femeas do que em machos, embora a autora nao
tenha dado destaque a essa observacgao.

Um outro aspecto observado no presente trabalho

€ a diferenga verificada entre as médias nucleolares dos cinco

_estadios. A variagdo dessas médias obedece a um mesmo  padrao
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de diminuigao e aumento ao longo do desenvolvimento, em féf
meas e em machos, embora em niveis diferentes, pois, como ja
foi destacado anteriormente, as médias nucleolares das femeas
sao maiores do que as dos machos em todos os estadios. Esse
padrao mostra um decréscimo das meédias entre larvas de tercei
ro estadio inicial e pré-pupas e apresenta novo aumento em

pupas jovens. E interessante observar que as médias nucleo

lares sao mais elevadas no terceiro estadio inicial, cujas c§

lulas sdao menores do que as do terceiro estadio tardio (BUT-
TERWORTH et alii, em RIZKI, 1978).

Os dados do presente trabalho mostraram também
um alto grau de variabilidade quanto as areas nucleolares, en
tre celulas de um mesmo individuo, tanto em fémeas como em ma
chos, em qualquer dos estadios analisados. Essa variabilida-
de intraindividual foi maior em larvas do terceiro estadio
inicial e decresceu com o avango do desenvolvimento. No ter-
ceiro estadio larval precoce e tardio as células das femeas
apresentaram variabilidade maior que as dos machos.

Um alto grau de variabilidade foi também cons
tatado entre as areas nucleolares médias dos individuos in-
cluidos em cada estadio do desenvolvimento, tanto em femeas
como em machos. Com o avango do desenvolvimento, essa varia
bilidade interindividual decresceu entre larvas de terceiro
estadio inicial e puparium e sofreu aumento crescente a par
tir de pré-pupas. Nos treés primeiros estadios, os valores
dos coeficientes de variagao das femeas e dos machos foram si
milares, mas divergiram a partir de pré-pupas.

Uma tentativa de explicar, pelo menos parte

dessa variabilidade interindividual seria atribui-la aos graus de
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sincronizagao dos individuos nos diferentes estadios. A sin

cronizagao € maior nos estadios de curta duragao, como pupa-
rium e pré-pupas, e maior em larvas do terceiro estadio tar-
dio do que em larvas de terceiro estadio inicial e pupas jo
vens, pois, as larvas de terceiro estadio tardio apresentam
uma caracteristica morfoldgica bastante nitida que € a colo-
ragao marrom dos espiraculos anteriores. Portanto, embora
o grau de sincronizagao possa explicar a diminuigao da varia
bilidade de L3A a P1, nao explica o seu aumento em pré-pu
pas e nem a divergencia entre os dois sexos em pré-pupas e
pupas jovens.

Assim, € possivel que a variabilidade detec
tada no tecido adiposo possa ser atribuida a requerimentos especi-
ficos dos diferentes estadios do desenvolvimento e dos dois sexos ao
longo deles, dentro do esquema de funcionamento baseado na
autonomia individual e celular, ja mencionada na INTRODUCAO
deste trabalho.

Observou-se tambem, neste estudo, que o te-
cido adiposo caracteriza-se pela presenga de gotas de gordu
ra e granulos ou globulos no citoplasma. Cada uma dessas es-
truturas tem também o seu padrao proprio de comportamento ao longo dos
estadios. As gotas de gordura, presentes desde o terceiro es
tadio inicial, sao de tamanho variavel, aparecendo,muitas ve
zes, tambem no interior do nucleolo ou na sua periferia, de
formando as vezes o contorno nucleolar. Grandes gotas de gor
dura no citoplasma sao mais freqllentes nos estadios mais
adiantados (pré-pupa e pupa jovem), parecendo resultar da
reuniao de gotas menores. A presenga das gotas de gordura no interior

dos nucleolos pode decorrer da penetracao desta em es-
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pagos da estrutura nucleolar, no preparo das laminas por esma
gamento. Outras técnicas deverao ser utilizadas para testar
esta hipotese.

Quanto aos granulos, visualizam-se a partir do
terceiro estadio adiantado, crescendo em tamanho e aparentemen
te diminuindo em nimero d medida que o desenvolvimento progri
de.

Na tentativa de obter maiores informagoes so-
bre esses materiais citoplasmaticos, foram utilizadas duas
técnicas de coloragado especificas. Uma delas € a técnica do
Sudan Black B, especifica para lipideos e que se baseia no fa
to de que o Sudan Black dissolve-se mais facilmente nos lipi-
deos do que nolélcool 70% (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983). 0
resultado da aplicacdo dessa técnica foi que as gotas de gor-

dura coraram-se de preto. Segundo JUNQUEIRA & JUNQUEIRA (1983)

essa coloragao € indicativa de presenga de colesterol e seus

ésteres e triglicerideos.

A segunda técnica especifica empregada foi a
do PASysozinho ou na combinagao Azul de Alcian - PAS sendo,
a primeira modalidade, especifica para polissacarideos que
apresentam ligagoes 1-2 glicol e frequentemente utilizada pa
ra localizagao do glicogénio e certas glicoproteinas. Baseia-
se na capacidade do acido periddico de oxidar as ligagbes car
bono-carbono das seqlléncias 1-2 glicol dos hidratos de carbo
no, produzindo aldeidos. Estes si3o revelados pelo reagente
de Schiff que reage com os grupamentos aldeido, produzindo um

composto corado e insoluvel de cor vermelha (JUNQUEIRA § JUN

QUEIRA, 1983).
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Por sua vez, a aplicagao do Alcian em combina-
cao com o PAS permite detectar polissacarideos acidos, que se
coram com o Alcian em azul celeste e os polissacarideos neu
tros com agrupamento 1-2 glicol que se coram pelo PAS em ver-
melho (JUNQUEIRA § JUNQUEIRA, 1983).

Os resultados obtidos no presente trabalho com
a aplicacao das duas técnicas de PAS indicaram a presenga, no
citoplasma das células em estudo, de polissacarideos neutros,
uma vez que a coloragao rosea apareceu nos dois casos, coran
do principalmente os contornos das gotas de gordura (PAS) e
os granulos ou globulos citoplasmaticos (Azul de Alcian -PAS)

A literatura referente ao conteudo citoplasma-

tico das células adiposas mostra que, de fato, ele sofre alte

racoes com a idade (revisao em RIZKI, 1978). BUTTERWORTH et
alit (1965, em RIZKI, 1978) determinaram a porcentagem da
drea citoplasmatica ocupada por lipideos, glicogenio e protei
nas em larvas do terceiro estadio inicial, médio e tardio, en
contrando, respectivamente, 32%, 68% e 0% desses materiais no
inicio do terceiro estadio, a 49 horas; a 72 horas, a quanti-
dade relativa das inclusoes foi, respectivamente, 49,2%,10,8%
en075% esa 95nhoras;, 3250% 18 . 7tuen22 7%

Os globulos de proteinas comegam, portanto, a
se acumular no corpo gorduroso durante o terceiro estadio meé
dio. Ha alguma diferenca regional entre as células do corpo
gorduroso com relagao ao tempo de sua formagao. Por exemplo,
as células das regides 1 a 4 precedem ligeiramente as células
das regidces 5 e 6. Variagoes no tempo de aparecimento dos

globulos ocorrem também entre linhagens mutantes. O tamanho
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dos globulos em células de um mesmo individuo também mostra
consideravel variabilidade. Em termos de quantidade absoluta
do conteudo citoplasmatico, as células do corpo gorduroso de-
vem perder cerca da metade dos globulos de proteinas, enquan
to mantem os niveis de lipideos e glicogeénio, durante o pe-
riodo pupal.

Uma descrigao detalhada dos globulos de protei
nas de células do corpo gorduroso de Drosophila foi feita por
VON GAUDECKER (1963, em RIZKI, 1978) e a partir dessa descri-
gao, bem como das observagoes de BUTTERWORTH et alii (ja cita
do) tornou-se claro que essas inclusoes sao agregados hetero-
géneos. Ao nivel da microscopia eletronica, os globulos fo-
ram descritos, no primeiro trabalho, como estruturas compos
tas, consistindo de mitocondrias degeneradas, porgoes do reti
culo endoplasmatico rugoso, algum glicogénio, grande numero

de vesiculas pinociticas, lisossomos e elementos vesiculares

de origem desconhecida. Esses conteudos empacotados em unida

des de membrana sugerem que eles sao corpos citolisossomicos

ou autofagicos. Estudos histoquimicos ainda de  BUTTERWORTH
et alii confirmaram a natureza composta dos globulos, mostran
do reagoes positivas para proteinas e polissacarideos. A mar
cacao histoquimica dos lisossomos com fosfatase acida, foi

também demonstrada nesses globulos (BUTTERWORTH et alZ7,1972,

*em RIZKI, 1978).

A natureza lisossomica das inclusdes sugere que
elas desempenham um papel na lise das células do corpo gordu-

roso larval.

RUEGG (1968, em RIZKI, 1978) estudou a sintese
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protéica no corpo gorduroso isolado de larvas de D. melano-
gaster. Esse autor observou que a sintese protéica (medida
pela incorporacao de aminoacidos marcados com isotopo radioa-
tivo) declinou rapidamente na ultima metade do terceiro esta-
dio ate tornar-se quase nula a época da formagao do puparium.
Usando métodos imunologicos,BOAVIDA § ROBERTS (1975 , também
em RIZKI, 1978) sugeriram que a maior parte das proteinas do
soro nas larvas do terceiro estadio poderiam ter sido sinteti
zadas pelo corpo gorduroso.

PASTEUR § KASTRITSIS (1971, em RIZKI, 1978) exa
minaram proteinas e enzimas de varios orgaos e de homogeneiza
dos totais durante o desenvolvimento de D. pseudoobscura.
Tres bandas de proteinas, G, H e M foram encontradas na hemo
linfa em larvas de idade precoce (96 h) e essas bandas nao
apareceram no corpo gorduroso antes de atingidas 120 horas ou
mesmo mais. A idade larval de 108 horas correspondeu ao ter-
ceiro estadio médio, nesse estudo, e os autores sugeriram que
as bandas G, H e M podem representar proteinas secretadas pe-
lo corpo gorduroso na hemolinfa e somente mais tarde, no de-
senvolvimento, estocadas no mesmo tecido. Esse periodo cor-
responde ao periodo em que os globulos protéicos comegam a se
acumular nas células do corpo gorduroso.

Em conclusdo, a origem dos globulos de protei-

nas no corpo gorduroso larval € um aspecto interessante da di

ferenciacao celular neste tecido e a anatomia funcional des-

sas estruturas pode ser vista como um sistema de interagao
confinado dentro de uma unidade de membrana (RIZKI, 1978).

A concentragao citoplasmatica de lipideos e

glicogenio, nas cé€lulas do corpo gorduroso larval, permanece
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relativamente uniforme atrayés do terceiro estadio, mas o con
telido total desses componentes na célula aumenta, pois o tama
nho celular aumenta mais que o dobro nesse periodo (BUTTERWORTH
et aliz.1965,em RIZKI, 1978). Nos adultos jovens, as célg
las adiposas larvais contém grandes gotas de gordura e acumu
los periféricos de glicogénio, bem como, depositos de glicoge
nio em filamentos citoplasmaticos dispersos entre outros glo-
bulos citoplasmaticos.

Uma tentativa de correlacionar os dados obti-
dos no presente trabalho quanto @ atividade organizadora nu-
cleolar, envolvida na sintese protéica, e os dados menciona
dos, existentes na literatura, mostra que as médias nucleola

res mais elevadas, constatadas no terceiro estadio larval pre

coce, coincidem com a fase de inicio da sintese proteica,quan

do as necessidades de ribossomos e conseqiientemente, de RNA
ribossomico, sao maiores. As médias das areas nucleolares di
minuem progressivamente a partir do terceiro estadio larval tar
dio, paralelamente ao declinio da sintese protéica medida pe-
la incorporacao de acidos aminados e tambem paralelamente a
uma provavel redugao das necessidades de RNA ribossomico.
Verifica-se também uma superposicao das obser
vagoes deste trabalho com os dados da literatura quanto ao fa
to de que os granulos comegaram a se tornar visiveis a partir
do terceiro estadio adiantado, quando, segundo outros autores
comeca a estocagem das proteinas no corpo gorduroso. Admiti-
mos que os granulos corados pelo PAS sejam os proprios granu-
los de proteina, tendo em vista os varios dados da literatura

que demonstram que esses granulos coram-se também com coran-
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tes para polissacarideos.
Nao fica clara, a luz dos dados da literatura,
a causa do aumento das médias nucleolares constatado, no pre-

sente trabalho, no estadio de pupa jovem. O fato da amostra

analisada nesse estadio ter sido menor, por uma questao de di

ficuldade técnica na manipulacao do material, nio invalida es
ses resultados, pois femeas e machos foram concordantes quanto a
eles.

A variabilidade das médias das areas nucleola-
res das c@lulas de mesmo individuo, bem como entre individuos
talvez encontre um paralelismo com as variagOes no tempo de
aparecimento e no tamanho dos globulos, descritos entre linha
gens mutantes e em células de um mesmo individuo.

No que se refere as gotas de gordura, os resul
tados contidos em RIZKI (1978) mostram valores relativamente
constantes no decorrer do terceiro estadio, dados que concor-
dam com as observagoes aqui-.apresentadas . de que as gotas
de gordura estao presentes desde o terceiro estadio inicial .
Por outro lado, a presenga de grandes gotas de gordura nos ﬁl
timos estadios do desenvolvimento analisados neste trabalho ,
concordam com a observagao, de grandes gotas desse material pre
sentes nos adultos, nas células adiposas larvais neles rema-
nescentes, descrita na literatura.

Finalmente, no presente trabalho, para melhor
caracterizar os cromossomos metafasicos de D. mulleri e 15,
arizonensis e detectar possiveis modificagGes estruturais ocor
ridas no processo evolutivo, foram realizadas coloragoes espe
cificas para bandamentos C e G. Apesar da pequena diferen-

ciagao morfologica detectada entre as espécies, ao nivel da
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morfologia dos cromossomos politeénicos (WASSERMAN, 1954; BI-
CUDO, 1979), pareceu-nos valida essa tentativa tendo em vista
dois aspectos fundamentais: 1°) A nao politenizagao das re-
gioes heterocromaticas, nas glandulas salivares, que faz com
que cromossomos metafasicos e politénicos apresentem as  ve-
zes, morfologia cromossomica diferente, causada pela presenca
de grandes extensOes coraveis por bandamento C nos primeiros
cromossomos; 2°) A utilizagao ainda restrita das bandas G, es
pecialmente em Drosophila.

Os resultados obtidos neste -“trabalho,
la aplicagao da técnica de bandas C,mostraram coloragao
regidoes centroméricas de todos os cromossomos,do cromossomo Y
inteiro e dos microcromossomos. Essa marcagao foi identica a
produzida pelo uso das técnicas de coloragao pela prata.

E preciso destacar os resultados obtidos quan
to aos microcromossomos de D. mulleri e D. arizonenstis, que
se coram indicando presenca de heterocromatina C e sao porta-
dores de RON (BICUDO & RICHARDSON, 1977, 1981). Nos microcro
mossomos de D. tumiditarsus, também portadores de RONs, SINI
BALDI § CUMMINGS (1981) nao conseguiram detectar heterocroma-
tina. Segundo os autores, este € o primeiro caso conhecido de
locos autossomico sub-replicado (DNAr) que nao esta localiza-

do em blocos heterocromaticos, sugerindo que o controle dife

rencial da duplicagao do DNAr nas glandulas salivares nao &

dependente de uma associagao com blocos de heterocromatina,co
mo havia sugerido HENNIG § MEER (1971).
Quanto ao bandamento G de D. mulleri e D.ari

zonensis, este mostrou um padrao caracteristico de bandas pa
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ra cada par de cromossomos acrocéntricos. Esse padrao, entre
tanto, pode variar em fungao do grau de condensagdao cromosso-
mica. As espécies ndo diferem quanto a esses padrdes, ao ni
vel de nossas analises.

Embora diferentes técnicas de banda G  tenham
sido utilizadas e varias modificagoes tenham sido introduzi-
das com o objetivo de obter padroes nitidos de bandamento G ,
entendemos que esses resultados nao podem ser considerados pre
cisos. O tamanho reduzido dos cromossomos mitoticos dessas especies di

ficulta muito esse tipo de trabalho. A importancia desses da

dos, porem, talvez esteja em que,ao que nos consta, este & o

segundo trabalho que estuda padrao de bandas G em Drosophila,

com algum sucesso e o primeiro que descreve o padrao obtido.
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V. RESUMOS E CONCLUSOES

No presente trabalho pretendeu-se, basicamente:
1) ampliar os conhecimentos relativos a atividade organizado-
ra nucleolar de D. mulleri e D. arizonensis pelo estudo das
células dos ganglios cerebrais de ambas as especies e das ce-
lulas do tecido adiposo da primeira, no decorrer do desenvol
vimento e 2) detectar possiveis diferenciacoes cromossomicas
entre as duas espécies pelas técnicas de bandamentos C e G.
Os resultados obtidos foram fundamentalmente

aprescentados a seguir:

1) As técnicas de coloracgao pela prata, utiliza

das em muitos organismos para marcar RONs ativas,mais uma vez,
ndo foram eficientes nos cromossomos mitoticos das  especies
de Drosophila do complexo Mulleri. Com essas técnicas conse
guiu-se, em algumas celulas, corar apenas a heterocromatina

centromérica de todos os acrocentricos, o cromossomo Y e 0s
microcromossomos, em ambas as espécies. Por estudos anterio
res, envolvendo a associagao entre cromossomos politénicos e
nucléolos e a hibridagdo <n situ nos cromossomos das glandu-
las salivares, sabe-se, entretanto, que a regiao proximal do
cromossomo X e os microcromossomos sdo portadores de cistrons

ribossomicos, nessas espécies.

2) Os nucléolos das células interfasicas dos

ganglios cerebrais corados com nitrato de prata mostraram re

sultados semelhantes aos previamente obtidos em glandulas sa
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livares, no que se refere a predominancia de células com um
Unico nucléolo em D. mulleri e D. arizonensis. Também como
nas glandulas salivares,algumas células dos ganglios cere-
brais de alguns individuos apresentaram mais de um nucléolo e
mais frequentemente dois nucléolos. Entretanto, nao ocorreu,
nos ganglios cerebrais dos hibridos, um aumento da freqliéncia
de células portadoras de mais de um nucléolo, fato observado
nas glandulas salivares, sugerindo que a hibridagdo nao alte
ra esse aspecto da atividade organizadora nucleolar nas célu-

las ganglionares.

3) Nos niucleos das celulas dos ganglios cere-
brais foi encontrada posigdao predominantemente periférica dos
nucléolos, que pode estar relacionada ao fenomeno de associa-
¢do morfoldogica entre membrana nuclear e nucléolo, descrita

em alguns organismos.

4) As medidas das areas nucleolares das célg
las do tecido adiposo em cinco fases do desenvolvimento, de

larva do terceiro estadio inicial a pupa jovem mostraram que:

a) as médias das areas nucleolares das feé-
meas sao maiores do que as dos machos nos cinco estadios ana-

lisados;

b) as médias das areas nucleolares diferem
entre os cinco estadios, obedecendo a um mesmo padrdo de dimi
nuigdo e aumento em fémeas e em machos embora em niveis dife

rentes, em decorréncia de (a). As médias decrescem entre lar

vas do terceiro estadio inicial e pré-pupas e sofrem aumento
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no estadio de pupa jovem;

c) um alto grau de variabilidade foi detec
tado entre as medidas das areas nucleolares das células de
cada individuo, tanto em fE€meas como em machos, em qualquer

dos estadios analisados;

d) um alto grau de variabilidade das médias
das areas nucleolares foi tambem detectado entre as femeas e
entre os machos de mesmo estadio, em todas as fases do desen-

volvimento.

A correlagao desses resultados quanto as medi
das nucleolares com dados da literatura sobre a sintese pro
té€ica no tecido adiposo mostra que as médias nucleolares sao
mais elevadas no terceiro estadio larval inicial, quando a
sintese protéica se inicia nesse tecido, e que o declinio das
médias nucleolares acompanha o declinio da sintese protéica .
Quanto as: variabilidades intercelular e interindividual, das
medidas nucleolares de femeas e machos, talvez possam ser
atribuidas a requerimentos especificos dentro do esquema ba

seado em uma certa autonomia individual e celular.

5) O citoplasma do tecido adiposo apresentou
gotas de gordura e granulos ou globulos. As gotas de gordura
estavam presentes desde o terceiro estadio larval inicial,apa
recendo com maiores diametros nos estadios de pré-pupae pupa
jovem. Os granulos tornaram-se visiveis a partir do terceiro

estadio larval adiantado. Foram aplicadas técnicas especifi-
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cas de coloragao para gorduras (Sudan Black B) e para polissa
carideos (PAS e Azul de Alcian combinado com PAS). As duas
técnicas deram resultados positivos. As observagOes sobre es
sesmateriais citoplasmaticos sao concordantes com dados da 1i
teratura.

Os dados obtidos e a revisao da literatura mos
tram que o tecido adiposo, gragas a seu padrao de diferencia
gdo e a sua fisiologia € um excelente sistema para estudo da

fisiologia génica e seu controle.

6) Foi realizado ainda um estudo comparativo
dos cromossomos mitoticos de D. mulleri e D. arizonensis, uti
lizando as técnicas de bandamento C e G.

Com a tecnica de bandamento C, ocorreu marca-
¢ao na regiao centromérica de todos os autossomos € Cromosso

mos X,em todo o cromossomo Y e nos microcromossomos. Ao nivel

de nossas observagGes, as duas especies nao diferem quanto a

localizagao das bandas C.

Com a técnica de banda G foi obtido um padrao
caracteristico de bandas para cada par de cromossomos. Entre
tanto, esse padrao, pode variar conforme o grau de condensa-
cdo dos cromossomos. As espécies nao diferem quanto a  esse

padrdosao nivel de nossas observagoes.
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VI. SUMMARY AND CONCLUSIONS

In order to obtain additional information
related to the nucleolar organizing activity of D. mulleriand
D. aritzonensis, cells of the larval brains of both species
and cells of the fatty body of D. mulleri in five different
developmental stages were examined. Besides, a comparison of
both species using C and G banding techniques was performed
with the intention of detecting differences between them at
the chromosomal level.

The results showed basically that:

1. The Ag staining techniques used in several
organisms for detecting active NORs once again were not
effective in mitotic chromosomes of Drosophila species in
Mulleri complex. The single pattern obtained using those
techniques was the staining of heterochromatic regions of
chromosomes, including the centromeres, the entire Y and
microchromosomes. However, previous studies based on
association between polytene chromosomes and nucleoli and
the in situ hibridization technique have shown that NORs
located in the proximal region of the X chromosome and in

microchromosomes of D, mulleri and D. arizonensis.

2. In the Ag stained cerebral ganglions,cells

with a single nucleolus predominated, while cells and indivi-

duals with two to four nucleoli were scarce. These results

were similar to those previously obtained in the salivary
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gland cells of both species but differed from them in  that
in hybrids of both species the frequency of cells bearing mo-
re than one nucleolus increased in salivary glands but not
in brains. These findings indicated that hybridization does
not affect the numerical aspect of nucleoli in brains of the

species studied.

3. Peripheric position of nucleoli was
predominantly found in nuclei of brain cells and may be
related to the phenomenon of morphological association between

nuclear menbrane and nucleolus described in some organisms.

4, Measurements of nucleolar areas in cells
fatty tissue in five phases of development, from early third

instar larvae to young pupae showed that:

a) Mean nucleolar areas of females are

greater that the ones of males, in the five stages analyzed;

b) Mean nucleolar areas of the five stages

are different from each other, following the same pattern of

decreasing and increasing in males and females, although in

different levels as a consequence of (a). The values decrease
from early third instar larvae to prepupa and increase in

young pupae;

c) A high degree of variability was found
among measurements of nucleolar areas of cells from a single

individual, in males as in females, in every analyzed stage ;

d) A high degree of variability of nucleolar
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areas was also found among individuals from the same stage,

in males and females, in every analyzed stage.

A comparison of these results on the nucleolar
arcas with data in the literature concerned with protein
synthesis in fatty bodies shows that the greatest nucleolar
means were found in the early third instar larvae when protein
synthesis begins., It also showed that the decreasing of

nucleolar means follows the decreasing of protein synthesis.

In relation to the intercell and interindividual

variabilities of nucleolar measures in males and female of
every stage analysed, they are probably reflecting specific

requeriments following the known pattern of cell autonomy.

S. The cytoplasm of cells of fatty tissue
showed fatty droplets and grains or globules. The fatty
droplets were present from early third instar till young pupae,
showing the greatest diameters predominantly in ' the late
stages analyzed, that is, prepupa and young pupae. The globules
appeared firstly in the late third instar.

Specific techniques for fat (Sudan Black B )
and for polyssacarides (PAS and combined Alcian Blue-PAS)were
used with positive results.

The observations on these cytoplasmatic
materials were in accord with data in the literature.

In conclusion, all these results on nucleolar
areas and cytoplasmic materials and the differentiation and
synthesis patterns known from data in the literature show

that fatty bodies are an excelent system for studies on gene
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function and its control.

6. This study also involved a comparative

analysis of mitotic chromosomes of D. mulleri and D. arizonen

sis submitted to the C and G banding techniques.
C-banding technique marked centromeric regions
of all chromosomes, the entire Y and microchromosomes. At the

level of our observations the mentioned species do not differ

as to this pattern.

G-banding technique showed a specific pattern
for each chromosome. However this pattern varies according

to the degree of chromosome condensation. In this case the

two species also do not show detectable specific variation.
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