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A Ciéncia n3o € um mecanismos mas

um Progresso humanos e nao umsa

série de descobertas, mas a procura

das mesmas’.

JSacob Bronowski
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Em Dhrosophila: como em outras espécies de dipteros. varios
pufes podem ser observados ao longo dos cromossomos politénicos de
larvas ¢ em alguns tipos de células dos adultos. 0s pufes sio
visiveis como dilatacBes de algumas vegifes dos Cromossomos. que
resultam do acdmulo de RNA & proteinas. Cada um desses pufes inclui
uma seccio do  DNA do genoma: da qual o RNA & transcrito. A&
transcrigio do IINA cromossomico pode ser considervada como A
expressiao da atividade dos genes. € o padrio dos pufes em tipos
particulares de células podes assims representar o padrio de seus
aenes ativos (RERENDES. 19272).

Os conhecimentos que se tem hoje sobre os pufes resultaram
da soma dos dados de muitos auvtores. incluindo desde az observagdes
de RALBIANI (4881), em Chironomus:. ¢ os trabalhos de HEITZ & RAUER
(1933) em Ribio, HWHETZ (19235) em Sciara. BRIDGES (493%) e RAUER
(12346) em Iwosaphila:. BREUER & FAVAN  (4955) em Rhynchosciara.
REERMANN  (42%46) em Chironmmis. entve outvos. até observagdOes mais

recentes  envolvendo técnicas de izolamento e sequenciamento do  DINA

dessas regidses & analises mais sofisticadas de seus produtos

proteicos (por exemplo. BURTIS et al.. 19903 THUMMEL et al.. 1990:
ASHEURNER,y 1990 .

lNesde =a década de 1950. sabe-se que o padrio de pufes em
tecidos larvaiss por  exemplo, de Chironoms . Ihrosophila oL
Bhynchosciaras muda de maneirva vegular durante o desenvolvimento
(BECKER, 125%9:%: FAVAN & BASILE. 1i?64). Essas mudangas na atividade
dos pufes sio contvroladas pelo mesmo hormdnio esterdide que controla

0o desenvolvimento dos insetos. & ecdisona (BECKER. 125931 CLEVER &
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KARLSON., 1242:% ASHBURRNER & RICHARDS. 1i974). Sabe-se também que pufes
tardios podem estar sob o controle de pufes precoces., cujos
produtoss em alguns casos., hoje estHo identificados como proteinas
de ligac&o ao DNA (minivevisio em ASHRURNER. 1990).

Az mudangas na atividade de pufagio durante (n]
desenvolvimento novrmal foram descritas para varias espécies de
Irosophila . como . melanogaster (ASHBEURNER. 197%a. ba 192722). M.
hydei (BERENDES. 1{272). Do psewdoobscwura (STOCKER & KASTRITSIS.
1972) . D swhobscwra (FRUTOS & LATORRE. 1i982% PASCUAL et al.. {985)
2 . guwanche (MOLTO et al.. 1988).

Em adig80 as mudangas na atividade génica corvespondentes
ao  padr3o normal do desenvolvimentos hda mudangas que ocorrem  Como
consequéncia do efeito de uma variedade de injurias ambientais como,
por  exemplos. tratamento com altas temperaturas. A descobsrta  da

indugfo de um conjunto especitico de pufes por choque de temperatura

(RITDSSA. 1942) contrvibuiu parva 3 analise da estrutura = fungio

génicas em Dhrosophila. 0 trabalho de RITOSSA mostrou que o padrio de

pufes pode ser bastante perturbado por influéncia do ambiente
externo.

Em 419264, RITOSSA ampliou o conhecimento dos agentes que
poderiam efetuar mudangas na putacio e especulouw que essas mudangas
resultam de "alguma modificacio quimica associada com o desliagamento
da fosforilacdo oxidativa”.

Nepois do estudo de RITOSS8A (1962). muitos trabalhos
foram publicados =a respeito da indugi3o de pufes por choques de
temperatura (para revisio ver. por exemplos BERENDES & HOLT. 1964:

ASHBURNER & RBONNER. 1979: FASCUAL & FRUTOS. 1984).
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0 conhecimento dos fatos citoldgicos velacionados a  esse

fendmeno resultouw também de varios outvos trabalhos (RITOSSA. 1943,
1944a% RBERENDES et al.. (92655 BREUGEL ., 19446% ASHRURNER. 127@a3
ELLGAARY, 49723 LEWIS et al.. 1979, entre outros). Assim. vevificou-
se  ques se as larvas de Drosophila ou os seus tecidos excisados séo

submetidos & um breve choque de temperatura (por exemplos 49 minutos

a 379, sendo a temperatura normal de cultura P52%C). os pufes sio

induzidos em poucos  sitios sapecificos. For  exemplo.  @m .
melanogaster ha nove pufes induzidos pelo calor (ASHBURNER. {927@a) e
em M. thydei hd seis (RERENDES et al.. i96%). Veritficou-se que =
inducfo dos pufes. em Iosophila. in wivae. é muito véapidas ocorrendo
dentro de um minuto do auwmento na temperaturas embora os pufes
continuem 3 aumentar no tamanhos vegredindo em seguida. 0 tamanho
maximo dos pufes induzidos nesse aénero foi encontrado em fungio da
severidade da tempevatura de chogue. pelo menos ate a  tempervatura
letal. A& inducfo requer RNA: mas n&o a sintese de proteinas. Mas.: na
auséncia da sintese de proteinas. os pufes induzidos nEo  conseguem
vegredir. & menos que a temperatuwra retorne ao normal (o pufe A8RC
de D. hydei & uma excecio segundo LEENDERS & BECKERS. 1972). 0
prolongamento da temperatura de choque (por exemplo. por mais de umx
hora). resulta em mudangas adicionais na atividade dos pufesi a mais
notavel é o fato de que todos os outros pufes. os pufes ativos antes
do chogue de temperatura. regridem (ASHBURNER & RONNER. 1979).

A indu¢fo dos putes de choque de temperatura em Orgios
isnlados de Ivosophila demonstrou que a resposta ndo vegquer o
organismo intacto e que nfo é especifica do tecido nem do estddio

(SCHLESINGER et al.. 1982).
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TISSIERES et al. (1974) mostraram qus o chogue de

temperatura resulta na inducio da sintese "de novo” de um conjunto

de  proteinas especificas. denominadas hsps (heat shock proteins).
Quanto a sintese de RNA e das proteinas especificas. em resposta ao
choque de temperatura. todos os tecidos de Drosophila a apresentam.
incluindo  linhagens celulares em culturas de tecido permanentes
(ASHBURNER & RONNER. 1979).

N&o apenas lIwosophila. mas todos os organismos Ja
estudados, unicelulares e multicelulares. respondem ao calor de
forma semelhante. A resposta é conhecida como um sistema genético
altamente conservado, existindo desde a arquebactéria até a
eubactérias. nas plantas & nos animais (LINDQUIST & CRAIG. i988).

Embora certos fatos da resposta variem de organismo para
organismos muitos sfo universais ou quase universais. As  proteinas
mais conservadas sfo aquelas codificadas pelas familias de genes HEP
72 & HSF 9294 em resposta a temperaturas elevadas (LINDQUIST & CRAIG.
i9288).

Como Ja foi mencionados uma resposta similar & do choque
de temperatura & induzida por uma variedade de outros agentes
causadores de estresse (ATKINSON & WALDERN, 19853 LINDQUIST. 419861
SCHLESINGER 19846). Em células de eucariotoss as hsps foram
induzidas pelo didxido de carbono (BARETTINDO et al., 41988). pelo
etanol (LIs,2 {983), por arsenito (VINCENT & TANGUAY. 1982). por
anoxia (SACHS et al.. 19803 ROPF et al.. 19833 i BONORINO & VALENTE.,
1990)s pelo cadmio (COURGEON et al., 1984: KEYSE & EMSLIE, 1992) ¢
pelo perdxido de hidrogénio (COURGEON et al.. 1988). Embora os
indutores efetivos variem um pouco de organismo para  organismo.

esses agentes mencionados induzem & sintese de proteinas em  quase
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todas as células. Além dissos as proprias hsps ou parentes muito
proximas das mesmas estHo presentes em todos o0s organismos. &s
temperaturas normais. € desempenham papéis vitais na fungdo celular
normal. Este achado forneceu informages importantes sobre a funcio
molecular especifica das hsps (LINDQUIST & CRAIG. 1988).

Uma suposicio colocada precocemente & persistente ainda
sobre a resposta ao chogue de tempevatura é que as hsps protegem as
células dos efeitos toxicos do calor e outros tipos de estresse.
supnsicin para a qual existe um bom suporte (VELASQUES & LLINDQLIIST,
19843 LINDQUIST & CRAIG. 1988). Em todos os organismoss a indugio
das hsps & extraordinariamente rapida e intensa o que estd de acordo
com a no¢lRo de uma resposta emergencial. Além dissos hd uma forte
relacgio entre a temperatura de indugfo & o ambiente do organismo. Em
diferentes ovganismos: =@ vesposta € induzida em temperatuwras  que
podem serv muito diferentes. Assima. om Ihosophila woelanogaster . =
indugio ocorre entve 33 e 379, temperaturas comuns em dias quentes
de verfo (LINDQUIST. 1980). Em bactérias termofilas que crescem a
500C, as proteinas sio induzidas quando a temperatura é elevada para
H09C (DANIELS et al.. 1984), em mamifevoss: por temperaturas de febre
(LI & LASZLO, 1985) €. em feijido sojas sd0 induzidas nos campos de
plantacios em dias de muito sol (KIMFEL & KEY. 1{985).

LINDQUIST & CRAIG (4988) citam um exemplo interessante.
dado por uma variedade de patdgenos dimdrficos cujo ciclo de wvida
ocorre. parte em temperaturas frias e parte em temperaturas quentes.
nos mamiferos hospedeivos. Esta mudancga na temperatura @ acompanhada

pela induglo das hsps.

Un aragumento muito forte na indicaglo de que as hsps tEm

fungino protetora & dado pela correlacgio entre sua  inducgio
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&
indug3o de tevmotolerdncia. Expevimentos de termotolerfincia  com
delineamento semelhante e mesmo resultado fovam realizados em
cultura de células & uma grande variedade de organismos. incluindo
bactérias.:. levedurass fungoss plantas de feijlo soja, moscas de
fruta e camundongos. A observacio hasica @ que um grupo de células
ou organismos morve rvapidamente quando mudado dirvetamente de sua
temperatura normal para altas temperaturas. enquanto um  grupo Ao
quzl foi dado um pré-tratamento com calor produz hsps & morre muito
mais devagar. Além dissos. o pré=tvatamento induz tolerancia para
outvras formas de estresse e outras formas de estresse dinduzem
tolevdncia ao calor. Assims aparentementes as proteinas de choque de
temperatura  induzidas por estresses moderados protegem o0 0 organismo
de estresses mais severos. Foréms hd circunstincias em gue 3 indugio
da termotoler@ncia n&o se corvelaciona com a inducRo de proteinas de
choque de temperatura. Por outrvro lados como ja foi mencionado. as

hspsse ou proteinas relacionadas. produzidas & temperatura normal.

possuem fungio wvital em células normais. Seus  papéis na  fungio

celular normal fornecem dados dmportantes para esclarecer sua
suposta fungio na termotolerdncia (revisio em LINDQUIST & CRAIG.
i?gs).

dlém de seu papel protetors j&a mencionados foi postulado
também que as proteinas de choque de temperatura tém um papel
importante durante o desenvolvimento embrionario (BENSAUDE et al..
1983), na  inducio hormonal em . melanogaster (IRELAND & BERGER.
1982) & no crescimento normal das células (ZIMMERMAN et al.. 1983).
Entretantos, sua funcio celular precisa  permaneceu obscura  ateé

recentemente. como veremos mais adiante.
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dos genes de chogque de tempervratura com  as

bandas dos cromossomos politénicos foram analisadas por GAUSZ et al.

(197%9) s SEMESHIN et al. (1982). MOHLER & FARDUE ({982, 1984) antre
outros.

JUID et al. (4972) mostraram para uma pequena regiio do
cromossomo X  que cada arupo de complementacio genética pode ser
mapeado em uma 50 banda. Embora tenham sido encontvadas excecfes a
esta situacBo. LEFEVRE (41974) admitiuw que na maioria dos casos deve
haver corrvespondéncia entre bandas e grupos de complementacio. GAUSZ
et al. (1979) analisaram uma regifio de deficiéncia de nove bandas do
cromossomo 3 de . melanogaster. estendendo de 87CH (regido do
grande pufe de choque de temperatura 87C4) a 87C% inclusive. Foram
identificados cinco grupos de complementacio entre as bandas 8704-5
e B87C?, sendo um grupo de complementagfo por banda. com exceciio do
grupo A gue es3t’d localizado em 87C4-5. For meio da andlise de
mutacoHes., verificou-se que cada  arupo de complementaglo deve
representar um dnico  loco funcional. A&  incapacidade de  induzir
mutagdes no loco do pufe 87C1 foi considevada consistente com =a
idéia de que o3 pufes 87A7 & B7Ci sio devidos a uma duplicacio das
mesmas sequéncias codificadoras.

Também o loco do pufe de choque de temperatura 923 0 de M.
melamogaster foi analisado por meio de deficiéncias superpostas

(MOHLER & PFARDUE, 1982). 0s dados permitivam mapear esse pufe entre

oz pontos de quebra DF3RIeDP4 o DFBR)IGLL4.

Jia  SEMESHIN et =al. (1982) estudaram povr microscopis
eletrdnica as regides que corrvrespondem aos pufes de chogque de
temperatura B786 e 8B7C em . melanogaster = WI. simwl=ns. &

verificaram que o pufe 874 em ambas as espécies & devido 3 expansio
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de quatvo bandas finas (87A4-9). Na formacio do pufe 87C. poréma. ha
participacio de quatro bandas em D. melanogaster (87Ri3-15, Ci), e
de apenas trés em . simulans (3784i3-{5).

A ovganizacio molecular dos genes de choque de temperatura
foi analisadas. entre outvros. por HOLMGREN et al. (1979). ISH-
HOROWICZ et al.as (i9792)a I[SH-HOROWICZ & PINCHIN (1980). VIELLMY et
al. (1981) & SOUTHGATE et al.(i983). Muitos desses tvrabalhos foram
haseados em estudos de delecles.

HOLMGREN et al. (1i979) clonaram DONA& dos locos de choque de
temperatura &63BC ¢ 9250 que codificam respectivamente as proteinas de
choque de temperatura de 82.000 & 48.000 daltons. Essas sequéncias
pcorrem uma s6 vez no genoma hapldide. Sequéncias complementares wo

RNA mensageiro da  proteina de chogque de temperatura de 7@.000

daltons, que cstBo presentes nos sitios 874 e 87C, est o

representadas cinco vezess duas no primeivo e trés no segundo desses
locos. 0Os autores verificaram que as copias de 874 e 87C diferem em
uma regifo de algumas centenas de pares de bases. proxima  da
extremidade 57 do RNA mensageivros. € gque as duas classes de  RNA
mensageiro  sio  encontradas nos  polissomos depois do  chogus de
temperatura. Uma homologia considerdavel foi encontrada entre as
sequéncias  para a2 hsp de 48.900 daltons presente no loco 2890 e
sequéncia para =a hsp de 70.000 daltons localizada nos locos 874 ¢
87C. & entre estas sequéncias e um sitio em 871,

ISH-HOROWICZ et al. (i9279) e ISH-HOROWICZ & PFINCHIN (1980)
analisaram o ONA ausente em um ou outro dos locos B7A7 e 8701 para
determinar a organizacio gendmica das sequéncias gque codificam a hsp
70, em ambos. Foi verificado que o loco 8747 tem dois genes HEP 7@

em  orientacio divergente. com ceveca de 1.702 paves de bases entre
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0 loco 87C1 & muito grandes contendo un gene HSP 72 separado

de dois outros genes HSP 70, em tandems por uma regiido de cerca de

38.000 pavres de bases. Essa regifo separadora produz o tipo

secundario de transcritos alfa e beta induzidos pelo calor.

encontrados no sitio 87Ci. cuja fungdo ndo é conhecida & que talvez

nao sejam traduzidos em proteinas. As sequéncias alfa. beta © hsp 70

presentes no loco Ci. estio contidas em dois fragmentos de
restvrigio Eco RI.

VOELLMY et =al. (1984) analisaram um segmento de DHNA
isolado do sitio cromossdémico &47B de D. melanogaster. verificando
que ess3e sitio contém gquatro genes de choque de temperatura
fortemente ligados. 0Os quatro genes codificam RNAs mensageiros
induzidos pelo choque. Encontryam-se agrupados em um segmento de {4
kilobases (Kb) e s3o separados por espacadores de 4.0 - 4,7 Kb. Trés

genes exibem polaridade alternadass indicando gue apesary de

estarem bastante proximos. provavelmente os quatvo agenes sHo

organizados como unidades de transcrigio individuais.

SOUTHGATE et al. (1983) analisaram o sequenciamento
quatro genes para proteina hsp agrupados no loco B87R de
melanogaster. Mais de 4.29¢ nucleotideoss incluindo as regides 57
37 desses geness foram detevrminados juntamente com a sequéncia
aminoacidos esperada. Cada gene possui o3 elementos de sequéncias
e 37 caracteristicos dos eucariotos & uma uUnica regifio codificadora
de proteina nio-intervompida. 0s quatvo polipeptideos codificados
(19:7. 20:6, 23 & 23.6 kilodaltons) tém um segmento homdlogo de i@8
residuos de aminoacidoss rvepresentando S4i¥ a 42%  dos BEUE
compvimentos. Esta regifo € ladeada por sequéncias cuio comprimento

e composicio de Acidos aminados =850 diferentes.
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As hesps predominantemente induzidas podem seve gevalmente.
classificadas em trés grupos principais. com base nos seus tamanhos
moleculares: de 80 a 90, de 89 a 79 e de 20 a 30 k. 0 ultimo grupo.
o das hsps de baixo peso molecular. estia bem caracterizado em
células de Irosaphila (MARTINS DE SA et al.. 1989).

Verificou-se que a8 pequenas heps existem como complexo no
citoplasma. formando uwma banda caracteristica no gradiente de
densidades incluindo proteina ¢ RNA ( ARRIGD et al.. 1985).

Fensou-sg que  algumas hsps =stivessem pyimariameante
associadas com o nucleo durante o choque de temperatura (KLOETZEL &
RAUTZ. 1983). FPForéms outvos dados indicaram que as hsps estio
aseociadag com os Filamentos intermedidrios do citoplasma & que sob
0 chogque de temperatura esses elementos do citoesqueleto associam-se
& membrana nuclear. Assims parece que as pequenas hsps existem
essencialmemte no citoplasma & ndo no nucleos.  como  previamente
suposto com base no fato de que apds grande estresse elas sio co-
isoladas com o nucleo (LEICHT et al.. 19864).

0 arupo mais heterogéneo de hsps € constituido pelas
pequenas proteinas de 20 a 30 kD. as gquais formam um padrio
caracteristico em gel de eletroforese mono e bidimensional. Apds =

verificagdo da similaridade entve este padrio de proteinas @ aguele

do subgrupo citoplasmatico de rvibonucleoproteinas mENsSageivas

(RNFem)  que mais tavde foram identificados como pevtencentes aos
prossomoss foi dada aten¢fo & possivel inter-relacio dos dois tipos
de pequenns complexos citoplasmaticos de RNF. as hsps & 085 prossomos
(VINCENT et al.. 19283 e SCHHMID et al.. 1984).

Os prossomos  s30 um tipo de RNF citoplasmdtico ubiquo e

subcomp lexos de RNFm livres. Essas particulas de mor fologia
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caracteristica foram observadas primeivamente  por microscopia
eletronica em fragdes de RNP de células Hela e mais tarde
identificadas como sendo uma entidade bioguimica. 0s prossomos  sH0
compostos de 89% de proteinas e 1i5% de RNA (RNAp) (SFOHR et al.. 1970
e SCHHMID et al.. 1984).

Os PrOSSOmoOs constituem wima classe uniforme
morfologicamente & biofisicamente. de particulas com {2 nandmetvos
de largura e forma de framboesas varidveis na composigio de
proteinas & RNA. em fung8o do tipo celular. & gquanto & populagio de
RNAm com =& qual estlo associados. Un minimo de 2% proteinas
prossomicas e aproximadamentes o mesmo numero de  RNAsp  foram
observados em varios tipos de células e espécies. Algumas das
proteinas dos prossomos  s3o fosforiladas. ADF-vibosiladas oL
glicogiladas. tendo algumas. atividade de protease. 0 uso de
anticorpos monoclonais especificos dos prossomos (MAbs) revelou que
os antigenos prossdmicos podem também ser observados no nucleos onde
eles se associam com os cromossomos transcritos e a matrix nuclearv.
Além disso os prossomos (e desse modo o RNPm) foram encontvrados nos
filamentos intermediarios do citoesqueleto (revisio em MARTINS de S4
et al.. 1989).

Ao nivel da sintese de RNA, hd pelo menos trés respostas
distintas ao choque de temperatura em tecidos de [hosophilal =2

indugio da sintese de uma classese de RNAs  (RNAs  de  chogues  de

temperatura) alguns dos quais (nfo todos) sio traduzidos em hspsi: a

supressio  da sintese da maioria dos outros RNAs mensageirvros (ndo se
incluem aqui =aqueles que codificam para histonas ou aqueles
codificados pelo genoma mitocondriall)s & a intervupgio do

processamento normal do produto de transcrigio primarvia dos cistrons
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de RNA ribossdmico 58 e 188 + 288 (revisio em ASHEURNER & BONNER.
1979

Ae mudangas na sintese de RNA. resultantes do choque de

tempevatura. podem ser constatadas de varios modos. Autorvadiografia

. " . [ . s . . '
de CromOsE0Mos F’Dlltﬁ‘nlﬂo*ﬁy ARPOsE 1INCOYPOYALA0N da wridina - |+ no

RNA: mostva que os pufes de choque de temperatura s&o sitios de
sintese de RNA induzido recentementes @ que como consequéncia  do
choque de temperaturas pufes preexistentes param de incorporar o
precursor  (RITOSSA. 19464bs TISSIERES et al.. 19743 BONNER & PARDUE .
1974) .

& mudanga no padrdo de transcrigRo resultante do choque de
temperatura estd refletida na mudanca da distribuicfo da  RNA
polimerase II e outras proteinas cromossdOmicas. detectadas por
imunogquimica ou  interferometria. HA uma migracio acentuada
componentes para o8 sitios de pufe de chogue de temperatura
exemplos HOLT. 419703 PLAGENS et al.s 12743 SILVER & ELGING
JAMRICH et al.. 197723, GREENLEAF et al.. {2783 MAYFIELD et al..
12785 SPRUILL et al.. 1278).

0 choque de temperatura resulta também na diminui¢fo da
RNA polimerase Il de regides cromossomicas gque nao formam pufes de
choque de tempevatura € no aumento do nivel de coloragio
fluorescente pava esta enzima no nucleoplasma (JAMRICH et @al..
1277b).

0 acumulo de sequéncias de RNA especificas do choques nos
sitins dos pufes., foi demonstrado por hibridizacio citoldgica de
sequéncias de DINA complementares ao RNA do pufe (LIVAK et al..
i978). Consequentemente. inibidores da sintese de RNA.  como  por

exemplo =& actinomicina I ou a alfa-amanitina. blogueiam a indugio
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i3
dos pufes de chogue de temperatura & a migragio da RNA polimerasse I1
do sitio do pufe (BERENDES. 19468: ELLGAARD & CLEVER, 197413 HOLT &
KUIJPERS. 1272% COMPTON & McCARTHY. 4978).

Em células de cultura de tecidos. os RNAs de chogue foram
analisados por eletroforese  (SPRADLING et @al.. 1977) e PO
hibridizagio citoldgica de cromossomos politénicos (McKENZIE et al. .
127558 SPRADLING et al.. 19753 HENIKOFF & MESELSON. 19773 LUBSEN eft
al.. 1273).

A cinética da sintese de RNA foi estudada por SPRADLING et
al. (1977) & por McKENZIE (i9746). A taxa de acudmulo da maiovia dos
RNAs  de chogque aumentou com o aumento da severidade do choaue com
um maximo dependente do meio de cultura dos tecidos e das

condi¢Bes do crescimento celular (SPRAUDLING et al.. 1977).

D RNA polissdmico de células submetidas ao choque de
temperatura  inclui mensageiros pava o polipeptideos de choque. RNA
polissdmico poliadenilado de células em cultura de tecidos.
submetidas ao choques foi fracionado em duas classes principais  em
gradiente de densidade de sacarose. sendo uma de 205 & outra de {28,
Essas sequéncias de RNA estfo ausentes. ou presentes em bhaixa
concentragio. em RNA polissdmico de células controle.
Fosteriormente . o Ffracionamento do RNA polissdmico de choque foi
realizado por eletvoforese sob condigdes de desnatwracio (revis8o em

ASHRURNER & BONNER, 19279).

Entre os RNAs 205 de . melamogaster. : maior espécie (Ayg)

hibridiza. dim sitw. preferencialmente com o pufe A3BC. o segundo em
tamanho (Ap)s com os pufes 874 ¢ B7C ¢ o menor (Ax). com o pufe

A menor espécie (A4} hibridiza com os pufes 874 e B7C, embora

quatro wvezes mzais com o seaundo que com o primeivo. A resolucio




i4
eletroforética dos RNAs 128 provavelmente dincluid sequéncias
complementares do pufe &7RB. 0s cinco pufes mencionados s&o o0s
maiores pufes induzidos pelo calor em . melanogaster . Atd agora. as
sequéncias  que hibridizam com os menores pufes de choque de
temperatura dessa espécie (338, 64F e 704) niRo foram claramente
identificadas. talvexz por ser a concentraclo. desses
relativamente baixa (SPRADLING et al.. 1277).

Recentementes tem sido atribuida a varias proteinas de
choque de temperatura. a fungio de chapervonas moleculares (ELLIS.
1990).

Chaperonas moleculares s&o proteinas que mediam
dobramento de outvros polipeptideos e+ em alguns casos,
associacio em estruturas oligoméricas. Um aspecto importante
defini¢8o & que a chaperona ndo participa da estvutura finalizada
(HIGHTOWER, 19291).

A Ffamilia proteica de choque de temperatura hsp 90 ¢
mais abundante expressa em células normais dos eucariotos. sendo

altamente fosforilada nas servinas € treoninas € localizada no

compartimento citoplasmiatico das células. Uma pequena fracio dessa

proteina migra para o nucleo depois do choque de temperatursa
(SCHLESINGER. 1990).

A proteing hsp 90 participa na maturagko de outrvas
proteinas. da  modulagio da  atividade proteicas. no  caso dos
receptores de esterdides livres de hormonio (hsp 92 liga-se com
receptores de glicocorticdides que assim  s83o mantidos em  uma
conformagio inativa até serem ativados pelo hormdniod. e do
transporte intracelular de algumas gquinases rvecém-sintetizadas

(SCHLESTNGER, 19993 WIECH et al.. 1992).
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Uma caracteristica de todos esses processos dos
hep 90 participa € a dependéncia da estrutura proteica. Essa
proteina & uwuma  chaperona molecular envolvida na manutengio  de
proteinas celulares na forma inativa. sendo portanto. capaz de
reconhecer e se ligar a proteinas n3o-ativas. dessa Forvma
influenciando o seu dobramento no estado nativo. A aglo da hsp 90
nio depende da presenca de nucleosideos trifosfatoss de modo que ela
deve usar outro mecanismo molecular na ajuda do dobramento molecular
im wive (WIECH. et al.., 1{992).

Assim. estudos rvecentes suwgervem um papel central  para
proteinas de choque de temperatura ¢ suas partes constitutivas na
mediagio de interaces proteina-proteinas no dobramento das

proteinas @ no transporte de proteinas atvaveés das membranas.

Seaundo HIGHTOWER (19941) existe evidéncia de uma zmaveaacHo

de proteinas desnatuwradas com a proteina cognata de choques de
temperatura de 7@ kNl (Hsc 70) (Coagnatos s&o membros constitutivos de
familias de proteinas de estresse que funcionam na fisiologia
celular normal). Isto indica que a proteina hsp 70 deve participar
do "salvamento” das proteinas desnaturadas. solubilizando-as e
facilitando seu redobramento. ou talvez “chaperonando-as” @& um
sistema degradativo. Segundo esse autor. essas proteinas migram para
os nucléolos danificados de células de mamiferos submetidas =ao
choque de temperatura. e a recuperacio movfoldgica dos nucléolos
correlaciona com o vetorno da hsp 79 ao citoplasma. aquando o reparo
foi completado.

Alauns trabalhos indicavam que a adaptacio térmica
nivel celular esta associada com mudancas na resposta ao chogue

temperaturas sugerindo @ possibilidade de que a adaptacio
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i4
ratresse pelas células em cultura @ pelos organismos no ambisnte.
podem requerer mudangas nas chapevonas.

3

A sintese das hsps estd sujeita a controle em dois niveis.
transcricional e pds-transcricionals nas células de eucariontes
(CRAIG 19855 LINDGUIST. 1984).

4 transcri¢fo induzida pelo choaue de temperatura é
mediada  por um elemento de controle positivo. o elemento "heat
shock” (HSE). definido como tvés repetigdes (im wivae podem ser
complexos maiovres) de um madulo de cinco nucleotideos (nBAAN. seEndo
Na nucleotideos menos fortemente conservados) arvanjados em
orientacio alternada. Cdpias miltiplas do HSE ocorvem A montante
("upstream”) de todos os genes de choque (CLOS et al.., 1990).

Im witwro um ativador transcricional chamado fator “heat
shock” (HSF) 1liga-se aos HSEs e ativa a transcri¢io dos genes de
choque de tempervatura. A sequéncia dos HSE mostra alta conservacio
no processo evolutivos. enquanto os HSF purificados de Saccharomgces
cerewisiae. hosophila e células humanas diferem quanto ao tamanho
molecular. sendo de respectivamente 150, 140 ¢ 83 kD. A clonasem dos

HSF de rosaphila ¢ S. cerewvisiae mostrou que suas sequéncias  sfo

altamente divergentess. exceto nas rvegifes importantes para  ligacHo

ao DONA e para oligomerizagio. 8. cerewisiae e o0s eucariotos
superiores diferem também na rvregulacgio da atividade dos HSF. No
primeivo organismo 0 HSF esta ligado constitutivamente @
aparentemente estimula @ transcrigfio quando é fosforilado sob choque
de temperatura. Na Irosophila = células de vertebrados. o HSF £
incapaz sz ligar =ao HSE fora das condigdes de chogque de
temperatura. Contudo. o HSF de células humanas também se torna

altamente fosforilado apos o chogue de  tempevatuvra. Vevificouw-se




também que em células de S.

chogus de temperatuvas, nio

diferenciadora de eucariotos

em CLOS et al.y 19995 SORGER.
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pambe o HSF =0 se liga ao DNA  apos o
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tvrabalho procuvramos analisar a0 nivel da sintese proteica

padrio de pufes nas glandulas salivares, a resposta a choque de

aquecimento & resfriamento em duas espécies relacionadas., Irosophila
mulleri e D. arizonensis ¢ seus hibridos. a fim de detectar
possiveis diferenciagdes estabelecidas entre elas no decorver da
evolugio.

Fssas duas espécies foram previamente analisadas quanto ao
polimor Fismo cromossomico (WASSERMANN. {9462a). quanto ao isolamento
reprodutivo e diferencas no desenvolvimento (CROW. 19423 FPATTERSON.
12473 BICUDD & RICHARDSON. 1977. 492783 BICUDD. 197%9). quanto a0
padrio de esterases (CERON, 1988) e quanto & presenca de mecanismos
reguladores relacionados aos processos de amplificacgio génica e
dominéancia no controle da atividade ovaganizadora nucleolar (RBICUDO &
RICHARDSON. 49778 RBICUDND. 1979« 198ia. b . 1982, 1983). Todos
ESEES estudos mostraram qQuEe as duas espeécies apresentam
caracteristicas diferenciadas nos aspectos analisados. abrindo boas

perespectivas para a abordagem pretendida no presente trabalho.

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 -unespr 12 13 24 1% 1a 3] 18



IT. HATERIALIS E MSTOINKS

. Especies Wilizadas

As eEpPECies Imrosophila wwlleri e .. arizonensis
(atualmente WM. arizonae, RUIZ et al., 1990), utilizadas no presente
trabalhos como acontece com a maioria das espécies do  subarupo
mullevisa estio associadas a cactos. na natureza e. por  issos.  sua
drea de distribui¢fo estd ligada & distribui¢lo desses wvegetais.
Ambas ocovrrem nos E.E.U.U. & no México sendos 35 linhagens
analicsadas . procedentes de GBuayalejo. Tamazunchales México e
originariaments obtidas dos estoques da Genetics Foundationa. da
Universidade do Texas. em Austin: U.S5.A. Essas linhagens v&m  sendo
mantidas no Departamento de Bionlogia do Instituto de Biocid@ncias.
Letras e Ciéncias Exatas de S3%o0 José do Rio Preto. UNESF, desde
1974,

A& manutencio das espéciess. em laboratdrvio. tem sido feitsa
em garvafas de 1/4 de litvos. contendo meio de cultura de banana =

agar-agars © a temperatura de 200C + {0C.

2. Estadio do Desenvolwimento & Temperatwras de Experimentacio

No presente trabalhos foram utilizadas larvas de

cetddio tardio de Iraosophila mulleris. 0. arizonensis = ssus hibridos

Fis cuja temperatura de desenvolvimento foi de 2ORC + 19C. Para o0s

tratamentos Foram utilizadas as temperaturas de  1@°C. 2091
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i
(controle) e 379%. As larvas assim tratadas foram utilizadas para
PYrEpavagoss cromossomicas diz glandulas zalivares 2 para
eletroforese. HNas preparacgdes citoldgicas foi utilizada =& metade
posterior das gliandulas salivares =& nas P EP AT AaLOEs PR
eletroforese, as glandulas inteiras e também as larvas inteiras.

- chogques de temperatuwra Fforam aplicados em Estufa  de
Cultura modelo @02 CR-FANEM Ltdas. regulada =a 379C ¢ Estufa
Incubadora para B.0.0. - FANEM Ltda. regulada a {000,

A incubagdes para o0s choques de temperatura  foram
realizadas de wvarias maneivas. procurando obter-se o melhores
resultados. em cada caso.

A escolha da fase do desenvolvimento e das temperaturas
foi precedida de observagdes sobre o desenvolvimento de ovos e
larvas das duas espéciess submetidas continuwamente wo resfriamento
(409C) ouw agquecimento (379°C), como segue!

a) ovos. com idades que variarvam de @ a 24 horass

b) larvas recém-nascidas. com ¢ 35 horas decorrvidas  apos

oviposigHos

larvas de 12 estadio (Li) com até aproximadamente 45 hovas. com
grande capacidade de movimentagio sobre o meio & espivaculos
anteriores ainda nfo visiveis:

larvas de 2¢ estadio (L2) com aproximadamente 100 hovas.
apresentando movimentacio sobre o meio e espivaculos anteriores
pouvco desenvolvidoss

larvas 32 estadio inicial (L3A) com aproximadamente 199 horas,
muito moveis. preferencialmente imersas no meios. com espirdaculos

anteriores brancossi

1 2 3 4 5 6 7 unesp'| 12 13 14 15 Ax L7
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£) larvas de 32 esstdadio tardio (L3B) com aproximadamente 2@ hovas.

com espivaculos anteriores amarvonzados.s pouco moveis . ©m

gerala. localizadas nas paredes dos Ffrascos de cultura.

A incubagldo dos ovos e larvas de diferentes idades foi
feita em placas de Petri plasticass contendo meio de cultura de
banana & agar-agars previamente aguecidas a 379C ou resfriadas a
i9C conforme o caso. Neste procedimento. incubamos cinco placas de
Fetri de cada fase larval. sendo qgue em cada uma das  placas  @ram
colocadas dez larvas. Cada uma das placas era observada trés vezes

an dia.

2. Obtemgao de Larvas de Srosopdhila mallers e P, arizooemsEs

As larvas de 32 estdadio tardio das espécies parentais eram
obhtidas de gavvafas de 1/4 de litro e também de cruzamentos em tubos
@ caixas de populagio. mantidos a 2000 + 10C. Elas evam coletadas
entre as  que JiA haviam abandonado o meio de cultura & permansciam
iméveis nas paredes dos vidros. & medida em que as larvas iam sendo
coletadass evam colocadas em vidvos de reldgio contendo algumas
gotas de solugBo fisioldagica de Nemevec (DEMEREC & KAUFMANN. 194%5).
Em seguida. eram observadas ao microscopio esteveoscopico (Wild
Heerbrugg - modelo MB8) e as larvas de 32 estadio tardios que se
caracterizam poy  aprvesentar espirdaculos anteviorvres amarvelos.  ©ram

imediatamente submetidas ao choque de temperatursa.
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4. Thtengado de Larvas Hibridas Fi

larvas hibridas Fi foram produzidas pelo oruwzamento de

fémeas de Do wulleri ¢ machos de . ariz2omensis. Esses hibridos

forams. inicialmente. obtidos pelo processo de cruzamentos “em

massa’ s preparados  em  caixas de populagio. seguindo & técnica
descrita por RICUDD & RICHARDSON (1978).

Cada cruzamento "em massa’ envolveu o usn de
aproxXimadamente 200 casaiss povr caixa. As fémeas vivraens & os machos
permaneciam separados. em tubos. até a idade de sete a dez dias
quando ent3o: eram reunidos nas caixas de populagHo. As caixas de
populacio evam de acrilico incolor. tendo duas aberturas na base. as
quais adaptavam-se, com auxilio de fita adesiva, placas de FPFetri
plasticass contendo meio de cultura. As placas eram  trocadas.  no
presente  experimento. em intervalos de 48 horas. Quando as  lavvas
hibridas atingiam a fase de 32 estiadio tardio. eram uwutilizadas para
as incubsagBes nas trés temperaturas. seguida de preparagio  de
laminas ou eletvoforese. 0 sexo dos hibridos n8o pode SEY
digtinguido na fase de larva. devido ao desenvolvimento anormal dos
primovdios dos testiculos que os tovna semelhantes aos primovdios
dos ovarios (BICUDD & RICHARDSON, 1978).

Dutro procedimento pava a obtengio das larvas hibrvidas Fi
envolveu o cruzamento “em massa” utilizando-se garvratas de 1/4 de
litro e aproximadamente 129 casais. por garvafa. Em  vivtude de
nossas viagens semanais entre Maringd ¢ S&Eo José do Rio Preto. este
procedimento  tornou=-se mais viavel por exigir menos manipulacio: as
espécies parentais permaneciam  por mais tempo (uma  semana)  nas

garrafas. B.Pij‘a [ quLE 2ram transferidas. fara aumentar

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 -unespr 12 13 24 1% 1a 3] 18



produtividade. evam preparvadas varias gavrvafas simultancamente.

G e Preparagioes Citologicas

Gl Procedimentos de incubagio

Fara o estudo citoldgico utilizamos tvrés procedimentos de
incubacio:

a. incubagio das glandulas salivares em 18minas escavadas contendo

fisiologica de Demerecs nas trés temperaturas Ja

mencionadas. Em cada escavaciio da l18&mina eram colocados.s de um &

trés pares de glindulas salivares. € o tempo de incubacio era de
uma hora.

incubaci8o de larvas inteiras em placas de Petri de vidro. com

aproximadamente 5.5 com de difmetyvo. contendo papel de  Filtvo

embebido em solugfo fFisioldaica de Nemevec e Ja previamente

mantidas nas temperatuwras de chogue ouw controle. Em cada placa
evram colocadas wvarias larvas e o tempo de incubaciio era de uma
hora. Apos esse tempos era feita a dissecglo das  larvas parva
extracio das glé@ndulas salivares. utilizando-~se la&minas e solugio
fisinlodgica de Demerec também submetidos as temperaturas de 109C.
POOC(controle) ou 379C, conforme o tratamento a que =ws larvas
Zeriam  submetidas. Com este procedimento foram prepavadas 720
T1aminas de DNe mulleri ¢ o mesmo numevo de M. arizonensis. sendo
i20 l1aminas por sexo ¢ por tratamento. e larvas hibridas Fforam

preparadas 180 laminas. sendo 4@ por tratamento.
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C. incubacAo de glandulas salivares em laminas escavadas contendo 49
ul de meio OGrace (meio de cultura para insetos. GRACE. 1946P). &
dissecgio das glidndulas salivares foi feita no proprio meio
Grace. Em cada escavacfo da 1admina ervam colocados de um & cinco
pares de glidndulas salivares e o tempo de incubacio era de  uma
horas em cdmara udmida. Seguindo esse procedimento. foram

preparadas 349 ldminas de cada uma das espécics. sendo 4¢ 18minas

de cada sexo € de cada um dos tratamentos. Das larvas hibridas Fy

Foram preparvadas 90 laminas. sendo 3¢ de cada um dos tratamentos.

e Preparo das lamimas

As aldandulas salivares eram isoladas ¢ a metade posterior
das mesmas era transferida parva a lamina contendo uma gota de Acido
acético (solugBo aquosa a 45%). ai permanecendo por um minuto. Em
aeguida. 0 excesso de fixador erva vetivado com papel absorvents =
procedia-se a coloragio com orceina lacto-acética, por % minutos.
Fozteriormente. 2 orceina era substituida pov acido latico (solugio
aquosa a 90%). permanecendo por 8 a 10 minutos. e ent8os, a  18mina
era coberta com  laminula e submetida ao  esmagamento  conforme
ATHERTON & GALL (49272). As 1&minas e laminulas empregadas nessas
preparagoes  citoldgicas evam  previamentes  lavadas cuidadosamente
(NANYA, 1984). Apds o esmagamento. a luktagem eva realizada com
eemalte incolor.

As laminas eram guardadas no Freezer e analisadas no
fotomicroscopio Il. Zeiss (Doacio FAPESF - Processo RBioldgicas ne
70/562)s & no microscopio Zeiss Standard Junior(883). com sistema

fotografico HMC - 43 automatico acoplado (doagio CNFg - Processo
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np 4¢24%9/8@) .

et Hedidas de srea dos pufes

Os pufes foram medidos. em fotoarafias, quanto a sua area
por meio de wum planimetvo de compensacio OTT. mavea Elphor (Bendeyr &
Hobein - Alemanha).

& medida é feita seguindo com a agulha do planimetvos no
sentido hovario. a linha da borda da figuras. que no caso & o pufe. 0
rotor graduado gira e fornece a medida da area. A volta completa do

o ] - . rr
rotor  covresponde & 4.000 mm™. Cada uma das suas 100 subdivisoes

’ o] - ] o "~ .
correspondes portanto. a uma area de 40 gm=. Com o auxilio do nonio

determina-se o décimo de um intervalo de divisio. FPara se determinar

o valor da area multiplica-se o valor encontrado por 4.

&. Eletroforese escontinuws Wilizando Geis de Poliacrilamida

Contendo SIS (SIS - PAGE)

0 principio bdsico do gel de poliacrilamida ¢ a formagio
de uwuma  “malha”  entre o mondmervo acrilamida ¢ sew  comondmevo  de
ligacHo cruzadas a Ny N’ metilenobisacrilamida (BIS).: numa reacio de
polimevizagio wvinilica. A polimevizacHo é realizada com o uso de
catalisadores. como o persulfato de amdbnio € o TEMED (N. Ny N'y N’
tetrametilenodiamina). As qualidades mecinicas do gel & o  tamanho
dos POYOS da "malha” &0 determinados pela relagio de
acrilamida/bisacrilamida. 0 gel pode sev preparado em tubos (gel em

cilindro). ou entre duas placas de vidro (ael em placa)l.
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Ae  caracteristicas de um gel de poliacrilamida s5o0 dadas.

de acordo com HJERTEN (194P) pelas relagdes:

concentragio pervcentual total de ambhos os mondmeros:
porcentagem de ligagdes cruzadass

peso de acrilamidas. em gramasi

peeo de bisacrilamida. em gramass

volume da solugfo final em ml.

A eletvoforese descontinua em gel de poliacrilamida foi
descrita indcialmente por ORNSTEIN (1964) ¢ DAVIS (192464). [Lsta
técnica consiste na sepavagio de proteinas devida & descontinuidade
de tamp8o. de pH e tamanho dos poros do gel. HNesse sistemas
suporte em que ocorve a eletvoforese & formado de dois géis  de
composicoes difevrentes: o ael de empilhamento ou espagamento
("stacking gel”). onde ocorre a concentracio da amostra em uma zona
de 1-420 um de espessura (WHITAKER. 4924671 GORNON, 192469). ¢ o gel de
separacio ou de corvida ("running gel”). onde a amostra s separa em
seus  componentes de acordo com o peso molecular.s forma € cavga  das

proteinas  individuais. 0 gel de empilhamentos. que possul  poros

arandes. € colocado sobre o gel de separacio. de poros menores © com

concentracio difevrente de tampio.
ODs géis de poliacrilamida podem sev feitos em condigBes
que  preservem & conformacio nativa das proteinas ou em condigtes

desnaturantes vompendo-se as intevacdes hidrofobicas e as  pontes
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dissul feto (pontes S$-8) das proteinas. com o uso de detervgentes.
como o SNS (dodecil-sulfato de sddio) e agentes vedutores de pontes
5= como o beta mevcaptostanol.

SHAFIRO et al. (49267) e posteriormente WERBER & O0SRORN
(1969) demonstraram que os pesos moleculares de polipeptideos podem
ser determinados em sistema descontinuo de eletvoforese em gel  de
poliacrilamida em condigtes desnaturantes. usando-se o 808 e agentes
redutores. Nessas condigdes. esses  autores mostraram.  que 0
logaritmo do peso molecular (loa M) de um polipeptideo &
proporcional & sua mobilidade relativa (RM) em relag8o a um corante
(em gerals o Azul de Bromofenold)s num gel de poliacrilamida de
concentragio conhecida.

Sabe-se hoje que & interacdo das cadeias polipeptidicas
com o S80S resulta na formaclo de complexos ShS-proteinas  que
apresentam formas de elipsdides prolatos (em formas de bastio)s no
qual esse detevrgente liga-se firmemente & cadeia de proteina na

razio de 1.4 gramas de 808 por grama de proteina (o que

aproximadamente wuma molacula  de S0S para cada dois residuos

aminoacidos). A carga negativa das moléculas do SNS mascara a carga
intrinseca das proteinas. fazendo com que os complexos de  SHS

proteinas tenham todos a mesma velagio carga/massa € a mesma forma.
Consequentement e a migracio eletroforética de polipeptideos
complexados com o 808 depende unicamente do peso molecular dos
mesmos. Esse método permite a avaliaclo de pesos moleculares de

polipeptideos com uma acuracia em torno de 5% (VOET & VOET. 199@).

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 -unespr 12 13 24 1% 1a 3] 18



&of. Preparo dos géis

0 Primeiro passo na eletroforese descontinua 2 A
preparagio dos géis. Neste trabalho foram preparados géis em placa
(STUDTER, 1973).

A solugfes e tampdes empregados  foram adaptados dos
trabalhos de DAVIS (1944) ¢ LAEMMLI (1970) = s8o0 descritos a seguir:
a. Solugio estoque de acrilamidasbisacrilamida (solughio #)l

acrilamida =a 30% e bisacrvilamida a .8%. Essa solugio deve sar
guardada em geladeiva. em frasco escuro. A acrilamida deve ser
manuseada com cuidado por se tratar de uma newrotoxina.

Solugiao estoque de acrilamidasbisacrilamida modificada (solucio
a’): acrilamida a 30% e bisacrilamida a {.6%. Esta soluglo deve
ser mantida em geladeivas. em frasco escuro.

Tampio do gel de separacio + SDS (tamp8o b 4x): Tris (Tri-
hidvoximetilaminometano) 4.5 M ajustado a pH 8.8 com HC1 &6 M ¢
ShE a @.4%. Deve ser mantido na geladeiva. em frasco 2scuro.
Tamp@o do gel de empilhamento + SNS (tampHo c 4%): Tris @.,5 M
ajustado  a pH 4.8 com HC1T 6 M e SDE a @.4%. DNeve sevy mantido na
geladeira, em frasco escuro.

Solugiino de persulfato de amdnio a 2%, preparada na hora de usar.

0 persultato de amdnio em po deve ser armazenado em dessecador

para evitar sua hidratagio. 0 uso de persulfato de amdnio
hidratado ocasiona a formagio de géis irveaulares ou impede a sua
polimerizacio. Neste trabalhos o persulfato de amdnio foi
substituido. em muitos experimentos. por persulfato de potdssio.

que nAo & higroscopico.
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TEMED com aproximadamente 99% de pureza! este deve sevr o ultimo
componente adicionado & solugfo. dando inicio & polimerizagio.
Tampio de amostrvrasr Tris-HC1 @.2425 M. pH 4.8 contendo SDS a 22X,
glicerol =a 10%. azul de bromofenol a 0.005%. Fluoreto de metil
Fenil sulfonila (PMSF. um inibidor de proteases) a { mM =& beta-
mercaptoetanol a 1% (para redugfio de pontes dissulfeto). leve ser
guardado no congelador.

Tampio de corvida! Tris a 2.925 M. glicina a 2.492 M contendo

@.i% de SDE. ajustado a pH 8.3 com HC1 46 M.

Na Tabela 1 estfo sumarizados os volumes de &agug e
zolugBes-estogque necessarios  para o preparo dos géis de  separacio
nas  concentracBes indicadas. Na Tabela 2 estfo sumarizados os

dor

volumes de  dgua e solugdes-estogue Necessavios para o preparo
gé¢is de empilhamento na concentracfo indicada.

A polimevizacio dos geis eva vealizada entve duas placas
de vidro de 15%4i7x0:5 cms havendo um espago entrve elas de  um
milimetro de espessuwra  formado pela introduglo de espacadores de
acvilicos colocados nos lados e no bordo inferior. € presos por
garras. Para wvedagios. passava-se  uma, camada de vaselina entre os
espacadores € as placas. Umna das placas apresentava um recorte com
dois centimetros de profundidades no gual eva adaptado wum pente  de
acrilicos com 14 ou 15 dentes. para formacio dos pocos de aplicagio
das amostras.

Nas preparacoes dos géis de concentragio a 10X  (C=2.6%).

as placas ervam mantidas na posigio verticals ¢ o espaco  entre as

mesmas era preenchido com a solugfo de polimerizacio do ael de

zepavracio ateé a altura de 2.9 cm abaixo do limite superior da placa




Tabela 1. Volumes d
o

2 3dgua e so

preparo dos géis de se

concentracgoes (volume fin

Componentes
Co

Solugio a
(4x)
Fersul fato de amdnio a 2%

TEMED

Tampao b

unesp

2 3 4 5 6 7

lugdes~estogque para o
diferentes

C= 2a.6%).

paracgio de

al de 49 mls

Volumes (ml)
ncentvacio do gel (T%)

7 ie 15

.30 2.40
.00
2.50

&.15

5.07

4
2.33 3«32
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Tabela 2. Volumes de aAagua e

estoque para o p
empilhamento =a

de 40 ml. C= 5.0

Componentes

AQUR

Solugio a’

Tamp&o ¢ (4x)
Fersulfato de amdnio a P¥%
TEMED

unesp

4 5 6 7

solugdes—
veparo de géis de
3% (volume Ffinal
0 I

Volume (ml)
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an

recortada. Em  seguidaa era acrescentada uma Fina camada  de Agua

destilada pava dmpedir o contato do oxigénio atmosférico com =

solugio de polimervizacio. As placas  avam mantidas na  meEsma
posicio. por mais ouw menos A% minutos,. para a formacio do gel de
separacio. As placas erams entHo. invertidas para se retirar a Agua.
Adicionava-se =a solugfo do gel de empilhamento a 2% (C=5%) sobre o
gel de separacio e adaptava-se um pente de acrilico para a
confeccio dos pogos de aplicacio das amostras. Apds uma hora. para a
Formagio do gel de empilhamento. o pents & o espagador inferior eram
retirados e ag placas evam transferidas e adaptadas por garvas.s numa
cuba de acrilico wvertical. As amostras evam aplicadass e os
reservatorios superior e inferior da cuba eram preenchidos com o
tampido de corvida. 0 modelo da cuba possibilitava a corrvida de dois
aéis  ao mesmo tempo. permitindo a aplicacio e analise simultinea de
28 a 22 amostras (14 a 45 amostras por gel).

Na preparacio de géis em gradiente de 7 a 15% utilizamos
um misturador de gradiente colocado sobre um agitador magnéticos no
qual eram adicionadas as solugdes de polimerizacfo de 15% e 7% em
compartimentos separados. A mistura das solugdes & seu  bombeamenta
para a placa de vidro eram realizadas com o auxilio de uma bomb=a
peristdltica. conectada por tubo 2o compartimento contendo a solugHo
a 19%. Apds a mistura das solugBes de polimerizacio em aradiente
linear de 7 até 15%. adicionava-se uma fFfina camada de Agua
destilada. Apds a polimerizacio do gel que durava mxis ou WMENOS WmMa
horas, a dgua era eliminada e o espaco era preenchido com o gel de
empilhamento € o pente de acrilico era adaptados da mesms forma que
nas preparacoes de géis a 10%. Apods mais uma hova. o pente & o

espagador inferior eram retivados € as placas evam adaptadas & cuba
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de acrilicos. como ja descrito.

4.2. Condiciies de eletroforese

Tanto para géis a 10%X: como para geis em gradientes =zs

eletroforeses evam realizadas poy mais ouw mEnos 4 horas. A  uma
voltagem constante de 100 VYolts, utilizando-ses para o enchimento
dos compartimentos supevior e inferior da cubaa. o tampfo de corvida
Trise a 0.0025M, alicina a 0.492M contendo @.4% de S80S (DAVIE. 1964).
Utilizamos o Azul de Bromofenol @ @.@05%. como corvante. A
eletrvoforese eva intervompida quando a marvca do Azul de Bromofenol
ficava a §{ cm da borda inferior do gel.

Apds a corrvidas as placas ervam removidas da cuba e os
cspacadores  latevais eram retirvados. As placas de  vidro  eram
geparadas introduzindo-se lateralmente uwma espiatula. usada como
alavanca . IZm seguida. o8 géis evam submetidos ao seguinte
Eratamento?

fixag8o do gel em TCA (Acido triclorodcetico) 10% por uma hora a
4903

lavagem com agua destiladas. por oito a dez vezes. para retivar o
TCA = o SDSs

coloragio com Coomassie Brilliant RBlue G-RP50 a 0.2%. &cido
acético a 7% e metanol a 50% (filtrado apds a preparacdo)s. por
uma noite & tempervatura ambientes

descoloragio em soluglo descorante parva Coomassie (Acido acético
alacial : Za9% e metznol A  D.0%). quantas veres fossem

necessarias )

AVA
1 2 3 4 5 6 7 -unespr 12 13 24 1% 1a 3] 18



34
2. conservacio do gel em solugfo conservante (Acido acético a 7.5% &

alicerol a 4£.:5%). por no minimo duas horas.

H£.3. PMreparacio das amostras

As  amostras para a eletroforese evam maceradas a @9C. em
20 ul do tamp&o de amostra contendo 2% de SDS(item 4.4). com auxilio
de um bastio de vidro &« em seguidas. agquecidas em banho-maria
1000C por 3 minutos para desnaturacio e complexacio do  8N6
proteinas.s & centrifugadas a 2.9 vpms por 2 minutos. Volumss de 19
ul do sobrenadantes evam:s ent3o. aplicados nos géis. Nas
cletroforeses de glandulas salivares incubadas em meio Gracea
utilizamos um macevado de 20 glandulas. por amostra. Nag
cletroforeses de  larvas inteirvas incubadas em Demevec. utilizamos

amostras individuais (uma larva por pogco do gel).

b4 Procedimentos de incubacio de glandelas salivares e

larvas para eletroforeses ¢ avtorradiografia

Fara este fima. foram testados 4 procedimentos.
Fm uwum primeiro. as alandulas salivares de larvas de
estddio tardio foram dissecadas utilizando-se laminas & ‘solugdo

Fisioldgica de Demerec & temperatura de 200C (controled). Em seguida.

as alandulas eram incubadas em tubos de centrifuga contendo solucio

Fisioldgica de Demerec. previamente mantidas a 10090, 20°9C (controle)
ou  370C., Em cada tubo evam colocados trés pares de ald@ndulas
salivares de larvas de mesmo sexo & o tratamento era feito por  um

peviodo de uma hora. Nesse procedimento houve dificuldasde em
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zubstituiv a3 solugio fisionlogica pelo tampio de amostra apds o
choques levando a uma diluigio das amostras e consequentemente a uma
baixa resolugio das bandas no gel.

OQutra tentativa foi a incuba¢fo direta das larvas por umx
hora em tubos de centvifuga contendo solugdo fisioldgica de Demevec.
previamente mantidas na temperatura de choques e posteriormente a

dissecgio & a utilizacio de trés pares de gliandulas salivares para a

preparacgio das amostras. Neste procedimentos a maioria das larvas

movrria duvante a  incubagios. dificultando a  obtengio do  numero
apropriado de galdndulas salivares para cada amostra.

Numa tentativa de evitar a movte das larvas ¢ a diluigio
das amostras. testamos wm  procedimento no qual as  larvas  eram
incubadas divetamente em placas de Petrvi de vidros com 5.5 ocm  de
didmetros. contendo papel de Ffiltvo embebido em solugio fFfisioldagica
de lemerec. previamente mantido na tempevatuwra de chogus ({tem 5.4,
b). Em cada placa evam colocadas varias larvas € o tratamento era de
uma  hora ou duas horas 3 temperatura de 109C, 20°C (contvrole)
370C. Neste procedimento as larvas permaneciam vivas € evam entio.
apds o tratamento. individualmente maceradas em tampio de amostra. e
eram utilizadas para eletvoforese em géis de poliacrilamida a 10% e
também em géis em gradiente de 7 a 15%. ambos contendo SDS. Diante
dos resultados. este procedimento foli adotado.

Dutro procedimento adotado foi a disseccio das glandulas
salivares de larvas de 32 estddio tardio em meio Grace & temperatura
de 109, P (contvole):. & 379, e & incubzagio das mesmas em vidros
de relogio contendo 40 ul do mesmo meio. 2m cAmarva dmidas. por  duzas
horas. Em seguida. as gladndulas de dez individuos evam utilizadas

para a preparvacio das amostras para eletroforese em gradiente de 7 a
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3é
L5% utilizando~ses portantos. vinte glindulas de larvas de mesmo
sexo  por  amostrva. Esse mesmo procedimento foi utilizado para  =a
incubagio de glindulas salivares de larvas de 2¢ estiadio tardio com
metionina -~ 998. Neste caso. vinte gléndulas. sendo dez de cada sexo
eram incubadas em vidros de reldgio contendo 49 ul do meio Grace.
mais 2 ul de metionina ~ 398 (atividade especifica de 10 uci/ul): em
cAmara  umida. nas trés tempevaturas. por duas horas. Apos o periodo
de incubagios as glandulas salivares eram utilizadas PARTA
eletroferese em gel de poliacrilamida em gradiente de 7
contendo SNS. Em seguidas 0% géis eram corados € secos conforme

descrito no item 4.5.. @ submetidos 3 autorradiografia.

&.5. Secagem dos geis

& secagem dos adis foi realizada conforme CERON et al.
(1992, com  algumas modificacies. Apds o8  g&is  pPermansceraEm  na
solugRo conservante (dcido acético 7.:5% e glicerol 1.:5%): por duas
horas. estes evam banhados numa solucdo de gelatina incolor a 5X%.
feita @ partiv de produto comercial (Royal ou Anglo): € em seauida,
prensados entre duas folhas de papel celofane umidecido. wtilizando-
se bastidores. O0Os bastidores eram. ent@o. Ffixados por garrass e
deixados. a temperatura ambiente por tvrés a quatro dias para a
secagem. Neste procedimento os g9éis desidratam, transformando-se em
uma  fina pelicula entre as folhas de celofane que podem  ser
recortadas e auardadas para andalise posterior.

Apos @  secagem dos gdis contendo as amostras  gue Foram

: . . — )
incubadas com metionina m3d8, estes foram expostos a filmes

raios-X  Kodak X-~0OMAT. por tréds & sete dias. em cAmarsa  ©SCUra.
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€ i
temperatura ambiente. Em seguidas o filme de vraios-X foi revelados
visualizando~-se =as bandas de proteinas que incorporaram a metionina
olhc -

bud. Neterminaglo do peso molecwlar

0s pesos moleculares (PM) de alauns polipeptideons da
larvas de 3¢ estadio tardio de I mulleri ¢ . arizonensis ¢ seus
hibridos foram detevminados. em gel de poliacrilamida a (0% = em
aradiente de 7 a 15%.: ambos contendo SNS. por comparacio da migracio
de proteinas de pesos moleculares conhecidose wutilizadas como
padrbes. As seguintes proteinas foram utilizadas: miosina (PM. 209
kilodaltonss= 23 k. beta galactosidase (1446 k). Ffosforilase b
(97,4 M) x soroalbumina (46 k). ovoalbumina (45 k). aliceraldeido
3~fosfato desidrogenase (34 k. anidvass carbdnica (29 k).
inibidovr de quimotvipesina (2.4 k). calmodulina (47 kD)  lisozims
(i4:3 ks e citocromo €C (ii.7 k). Esses padroes eram da Sigma
Chemical Co.s exceto =a lisozima que era da Merck. 0 inibidor de

quimotripsina  foi isolado e purificado a partir de sementes da

leguminosa Scohyzolobive parabsbzs no Laboratodrio de Riofisica

Universidade de Brasilia.
Os araficos relacionando o logaritmo do peso molecular
(log PHM) com a migracBo relativa (MR) dessas proteinas em géis  de
=4

poliacrilamida =a 410% e em gradiente linear de 7 i5%,. ambos

contendo SDS5. 8o apresentados respectivamentes nas figuras { & 2.
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Figura 1.

1
0,50
MOBILIDADE RELATIVA (RM)

Distribui¢io das proteinas-padrio de pesos moleculares

conhecidos em SHS-FAGE « 10%. EBSA = csovoalbuminaa. FHM. &b
ks OVD = ovoalhumina. FM. 45 kDi G2FIH = gliceraldeido 2
- fosfato desidvogenases, FHM. 36 ki ANI = anidrase
carbdonicas. PHM. 22 kIl 3 INIGQ = inibidor de quimotripsinas
FM. 2¢.1 kD e LIS = lisozima. FM. 14.3 kD.
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050

Distvibuigio das proteinas-padrio de pesos moleculares
conhecidos em SHS-FAGE em avadiente de 7 a 15%. HMID =
minsinas. PHM. 2@5 ks GAL = beta galactosidase. FPM. 114 kD3
FOS = foeforilase b. PM. 27.4 kD: BSA = soroalbumina. FH.
L&kN: OVD = ovoalbumina. FHM. 459 kDi G3F0OH = gliceraldeido
3 - fosfTato desidrogenase, PHM. 36 kDt ANI = anidracse
carbonica. FM. 292 ki INIQ = inibidor de guimotyvipsinaa.
FM. 20,14 kIl CAL = calmodulina, FH. 17 kDl e CIT
citocromo Cx M« 1.7 k.

Figura 2.
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&u? o Mensit ometria

As  analises densitométricas dos padrdes de bandas de
proteinas das amostras de larvas de 32 estiddio tardio de D. wulleri.
M. arizonensis ¢ hibridos. foram feitas num densitdmetro modelo
"Scanning Densitometer GS 300" da HOEFER SCIENTIFIC
INSTRUMENTS . no Departamento de Morfologia da Faculdade de Medicina

de Ribeirdo Preto - USPF.

7. Fotomicrografias e Fotografias dos Geis

Az  Ffotomicrografias foram feitas em um Fotomicroscopio [I

Zeisss utilizando-se fFilmes Kodalk Fanatomic X 32 484 e papdis

fotograficos Kodak Kodabrome Print RC Fq.

As fotografias dos géis foram feitas com o uso de uma
maquina fotografica marca FPentacons modelo Préktica. HMTL 3 e lente
Ffocal 42 mme close wp + 3. 05 Filmes utilizados foram o Kodak
Fanatomic X 32 A8A., Ilford PAN F IS0 5@ e Fujicolor Super HRE 100
ASA.

Og Filmes Kodalk Panatomic X 32 484 e Ilford FANF IS0
foram rvevelados € as fotos ampliadas no Laboratorio Fotografico
Hepartamento de Riologia do Instituto de PRiociéncias. Letras
Ciéncias Exatas de 530 José do Rio Preto - UNESP. seguindo-se

técnicas de votinsa.
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IIT. IESUL TS

i. Temperatwrs & esenvolvimento. em Mrosophila seller ¢ B

arraonemsts

Em um expevimento preliminar para verificar o efeito d=a
temperatura no desenvolvimento das moscas das duas espécies foram
realizados aloguns testes que levaram &s seauintes observacbes:

1) Ovos das esspécics Irosophila mulleri ¢ Do arizonensis. coletados
logo apds a oviposigio ou 24 horas depois. colocados as
temperaturas de 12°0C ¢ 370C nio se desenvolveram.

Larvas de ie estadio vecém-nascidas. e aquelas

aproximadamente 3% hovas ou 45 horas de idades das espécie: .
mulleri & . arizonensiss, quando colocadas & tempevatura de 1090,
sobreviveram durante aproximadamente oito dias. n#o evoluindo

para os estadios seguintes. Quando colocadas para se desenvolver

A temperatura de 379C. sobreviveram apenas trés diass nio

passandos. tambéms para os estadios seguintes.

Larvas do 22 estidadio. com aprvoximadamente 100 hovas de idade. das
duas espécies. colocadas para se desenvolver a3 temperatura de
{00C, sobreviveram por aproximadamente sete dias. nio passando
para o0s estiadios seguintes. A 377, em sua maiovias permancceram
vivas por aproximadamente trés dias apenas. mas. entre 59 larvas
de cada espécies 4 (8%) de Do wmulleri ¢ 2 (6%) de . arizonensis.
Passaran Para estdadio seaguintes no  qual CESSARTAM 0
dezsenvolvimento.

lLarvas de 32 estddio inicial. com aproximadamente 199 horas de

idade . 13 especies e melleri = . arizonensiss postas a  1Q°90.




sobreviveram por  aproximadamente tr&s dias. A 379°C. larvas
mesma  idade sobreviveram por aproximadamente 24 horas. sendo que
quatro das 50 larvas das duas espécies (8%) atingiram a fase de
puparium.
Larvas de 32 estadio tardio. com aproximadamente 220 horas de
idade. postas a 109, sobreviveram por cerca de P4 horas.
larvas de I mulleri (&%) quatro das 50 larvas de
arizonensis (8%) passarvam para  a fase de puparium. A& 3700,
sobreviveram também por cerca de 24 horas: sendo que as mMESMas
porcentagens das duas espécies passaram para a fase de pupa
Jovems mas nao  atingiram &  fase =wdulta. Comparando-se 0
desenvolvimento dessas espécies a 20°9C com o desenvolvimento
temperaturas 1090 e 379C. a 199 C & mais lento = a 370

mais acelerado.

2. Padrio de Pufes no Cromossomo 2 em Glandwlas Salivares

Submetidas a Agquecimento e Resfriamento

Esta parte do presente trabalho. como =ase demais, foi
desenvolvida utilizando-se as temperaturas de 109C. 200C (controle).
e 370C. Foram incubzadas larvas inteiras ou apenas as glé&ndulas
salivares de fémeas e machos de N mwalleri. 0. arizonensis o
hibridos. recém-dissecadas em condigdes consideradas adeguadas.
Foram utilizados dois meios para incubag&o: a soluglo fisioldaica de
Demerecy, especifica para insetos (DEMEREC & KAUFMANN. 1945) & o meio

de Orace. especifico para cultura celular de insetos (GRACE. 196P).

Fara incubacios. 3as glandulas foram submersas na solugio ou meio & as

larvas inteiras fovam colocadas sobre papel de filtro umedecido com

1 2 3 4 5 6 7 unesp'| 12 13 24 1% 1a 3] 18



Nemerecs colocado em placas de Petri.

A Figura 3 mostra algumas observagdes realizadas na
comparazino das ldminas preparvadas a partiv do material incubado nas
ditferentes situagdes mencionadas. Podem ser observadass nessa
Figura. alteragdes ocromossomicas estruturais gue  ocorrem Nesses
meios e temperaturas e que diEo ®R0s  Cromossomos  um aspecto
"desenovelado” (por exemplo 3 Ay C e F) ou vacuolizado (3 E) ou uma
mistura de ambos (3 R, D). afetando a defini¢lo do padrio de
bandamento. Também houve dificuldade em obter CrOMOSS0MIS
distendidos.

As observagdes realizadas mostraram que a  incubagio de
gliandulas salivares ou de larvas a3 379C provoca altevagdes mais
drasticas nos cromossomos do que A& 1@8°C. Quanto ans meios
cultura. porém. ha diferengas entre a incubacio de gldndulas e

larvas. fal incubagio de gliandulas na solugio de Demer e

aparentemente causa mais dano ans cromossomos do que a incubagfo no

meio Grace. Com velagio as larvas. entretantos quando incubadas  em
Nemerec. seus cromossomos mostraram-se estruturalmente mais bem
conservados gque nas glandulas incubadas no meio Grace. Para fins
desse tipo de estudo. portanto. a incubacio de larvas no Demerec foi
o método de melhores vesultados sob o aspecto da estrutuwra &  da
distensio dos cromossomos.

Neste trabalhos optou-se por estudar apenas 00 CYomossomo
2y dadas as dificuldades de veconhecimento e acompanhamento  de
altera¢gtes nos padroes de pufess na  auséncia  de mavcadores
radioativos & pela dificuldade de obter bons Cromossomos  RPAra

analise.
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Figura

3

A-F. Altevagdes nos cromossomoss observadas nos diferentes
meios de incubagio ubtilizados neste trabalho. &:E. Glanduls
salivar de fémea de De mwlleri incubada a 370C.  poy  uma
hovas em meio Grace (A) e em Demevec (B): C.I.  Glandula
salivar de fémea de . arizonensis incubada em meio Gracen
por uma horas & 379%C (C) e a 10°9C (D)i E.F. Glandulas
salivares de hibridos Fq incubadas em meio Grace a 3700
pPov uma hora. Observar nestas fotogratias o aspecto
"desenovelado”  ou “vacuolizado” dos cvomossomos. Aumento:
2.R70x%.
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Cul. Brosophila wmallevre

As Figuras 4 a 8 referem-se aos padrdes de pufes do
cromossomo 2 de e mwllerdi.

A Figura 4 mostra o cromossomo 2 de uma larva fémea e uma
larva macho dessa : iga incubadas em Demerecs povy o wma horaa. A,
200C, apresentando. portanto. os padrdes de bandas usados como
controle. Fode-se verificar que nao has« nesses individuos. grandes
pufes a0 longo do cromossomo. Destaca-se apenas o pufe presente na
extvremidade distals no qual ainda é possivel reconhecery algumas
bandas terminais. N&o se observam diferengas cromossOmicas
estruturaiss aparentes: entre os dois sexoss nas condigoes do
experimento.

i Figura 5 refere-se a cromossomos de . mulleri. em que
as glidndulas salivares foram incubadas em meio Grace por uma hora. a
200C, Aparentemente, nio hd diferen¢gas detectiaveis entre as duas
condighes de incubagios 3 nAo ser a melhor gqualidade
cromossomos na Figura 4.

As Figuras . 7 e referem-se & cromossomos de e mulleri
em condigBes de aquecimento = 379, por uma hovra. sendo que a Figura
& Ffol preparvada a pavtir de larvas incubadas em Demesvec & as Figuras

e 8, a partir de glédndulas salivares incubadas em meio Grace.

Na Figura & sio observados dois  padrdes de  pufagio
encontrados no cromossomo 2 em diferentes individuos. No primeiro
(Figura & A). apenas o pufe da extremidade tevrminal  aparece mails

dilatado e com menor numevo de bandas wisiveis em relagio  @ao

controle (Figura 4). No segundo (Figura 4 B). além desse pufs na
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Larvas de 3¢ esr-

=3

Boe We wlleri. &. Fémea = B. Macho. =
poy uma horas a 2000C. A

que ir#o
setas
desse

Figuvra 4 A
tadio tavdio incubadas em Demevec .
pontas  de seta apontam as regides do cromossomo £
mostrar o8 maiores pufes. na incubacio a 379%. = as
apontam o pufe que caracteriza a extremidade distal
cromossomo. Aumentol 2.0460x.

unesp*l 12 13 14 15 Ax L7
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Glandulas salivares de larvas macho de 3¢
incubadas em meio OGrace. por uma hova. i
POC. As setas apontam o pufe terminal do cromossomo . Au-

mentor 2.580x.

Figura 5 A~C. M. wulleri.
estadio tardio.
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Figura & As B. . melleri. Larvas macho de 3¢ estadio tardio incu-
hadas em Demervec @ aquecidas a 370C. por uma  hora. SHaE.
Iois padrdes de pufes diferentes. observados no cromossomo
P2 de individuos submetidos ao mesmo tratamento. Aumento:
2. bb60x.
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49
extremidade distals ocorvrvem cinco outros pufes de tamanho crescente
na diregdo da extremidade distal para a extremidade proximal. & que
denominamos 2a ¢ Pe. Assim. 0o maior deles é o gue denominamos e &
cuja localizacfo no controle esta assinalada na Figura 4.

& Figura 7 mostvra duas células de glandulas incubadas  em
meio Gracs. Dbhserva-se que A estrutura cromossomica zsta
ligeivamente alterada nesta Figuras comparada com a antevior. MNessas
condigBes  fovam  tambeéem observados oz dois padrdes de resposta ja
descritos na Figura 6. Em A destaca-se o pufe da extremidade distal
& oem B opode-se observar o grande pufe De.

A Figura 8 mostra glandulas salivares incubadas em  meio

Grace. agquecidas = 370C. por uma hora. 580 observados os pufes da

extremidade distal ¢ o grande pufe e, cuja localizacio &  indicada
na Figuwra 8 . A dificuldade em abrivr = separar os conjuntos
cromossdmicos também ¢é evidenciada nessas fotoarafias. Jjuntamente
com alteragdes estruturais.

A Figura 9 refere-se ao tratamento por resfriamento =
i09C, durante uma hovas de larva incubada em Demevec (Figura 2 A) e
de glandula salivar incubada em meio Grace (Figura 2 B). Niao  foram
obheervadas diferencas quanto zo padvio de resposta do cromossomo 2.
nas duas condigdess nem em relacio ao padrio de pufes do controle.

Agpenas a qualidade dos cromossomos € melhor em A.

2ot Brosophila arizonensis

As Figuras 12 a {2 referem-se a . arizonensis .

A Figura 42 mostra o padrio de resposta do cromossomo 2 de

larvas dessa espéecie. incubadas em solucio de Demevec a 200C. por
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Figura 7 A B. D. wwlleri. Glindulas

32 estadio tardios. incubadas em
379%C. por uma hora. A.
do cromossomo 2. B.
mossadmica mostra alguma altevragio.

mentol 2.4650x.

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 le1‘e£;F) mﬂ

salivares

meio

pufes terminal
pufe 2. ODbservar

nos

12
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Glandulas salivares de larvas fémeas de 3¢
em meio Grace a 237°C,: por uma ho-

omo 231 B,
distal
o |

A=D. Mo wlleri.

Figura 8
tardio incubadas
rufes da extremidade distal do cromoss

M. localizagio dos pufes da extremidade

(ponta de seta) do cromossomo

estadio
ra. L.
pufe De.:
(seta) € do tergo proximal
Aumentor 2.21¢x.

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 -unespr 12 13 24 1% 1a 3] 18



POy uma hora.
salivar incubada

resfriadas a 1990,

mwl Teri . Fémeas
fi. Larva incubada em Demerec: B. Glandula
em meio Grace. Niao se observam difevengas no padrio de res-
posta do cromossomo 24 nas duas condigdes. Aumentod 2.3460x.

Figura 2 A. EB. D.
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Figura 12 A-C. . arizomensis. Larvas de 32 estadio tardio incubadas
em NDemevec a 29°C (contvole)s por uma hora. #&. Macho: E.C.
Fémeas. As setas apontam o pufe da extremidade distal. Au-
mento: 2.4600x,
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G4
wma hora. Trata-se . portantos. do padr3o controle. Da mesma mansira
que em D. wwlleri, destaca-se nesses individuos o pufe da
extremidade distal.

A Figura o 6§ refere-se a larvas incubadas em lemerec
temperatura de 379, por uma hora. Destaca-se, igualmente. nos dois
individuos. a resposta acentuada do pufe da extvemidade distal.

A Figura {2 mostva o cvomossomo 2 de larvas incubadas  em
Nemevece a 409, por uma hora. Como em . wmulleri. o padrio desse
cromossomo aparentemente nio difere do controle (Figura 19).

A4 Figura 413 refere-se z glandulas salivares de larvas
incubadas em meio Graces por uma hora. nas trés temperaturas.
Figura mostra a dificuldade que foi encontrada na obtencfo de bhons
cromossomos  para analise  quando fovam incubadas glandulas de D
arizonensis em meio Grace. As melhores laminas. nessas condicdes.
embora,s ainda n&o suficientemente adequadas. foram obtidas na

incubagio =a 109 (Figura 12 C. N). HNeste caso. sempre  que  Foi

possivel  apalisar 08 cromossomoss observas-se que o pufs gue se

destaca € o da extremidade distal do cromossomo 2.

2.2, Hibridos 0. aswllerisD. arizonemsis

Hibridos de . wulleri ¢ 0. arizosensis mostvam uma figura
complexa de inversdes no cromossomo 2. Provavelmentes segundo BICUDO
(1979). esse complexo de inversdes superpostas envolve pelo menos
trés rearrvanjos. As Figuras 14 a 17 referem—-se aons padrdes de pufes

cromossomo. submetidos aons chogues de temperatura a 1900 & a

379C. & o controle a 2000C.
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Figura i1 A. B. . arizonensis. Larvas de 32 estadio tardio incu-
badas em lemevec a 37C. por uma hora. #H. Macho: B. Fémes.
Aumentor 2.210x%.
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FéEmea

Figura 12 A-D. D, arizonensis. Glandulas salivares de larvas
de 32 estadio tardio incubadas em meio Graces por uma ho-
ra., M. a8 209C: B, & 37°9Cs Cyl. 2 10°C. As setas apontam &
extremidade distal do cromossomo 2. Observar a impossibi-
lidade de andlise dos cromossomos cem Ba. = 3 baixa qualida-
de  dos cvromossomos. para analises. nas demais Figuras. Au-
mento: 2.430x.
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A Figura 14 mostra o cromossomo 2 0 de  larvrvas  hibridas

incubadas em Nemerec. por uma horas nas trés temperaturas.

Um aspecto evidente nos hibvidos. & 3 diferenca de tamanho
entre o0s pufes da extremidade distal presentes nos cromossomos 2
origem especifica diferentes. Também & possivel obhsarvar que  es:a
diferenca ¢ mais zacentuada em glandulas submetidas a aquecimento.

A Figura 15 mostra. mais uma vez. o cromossomo 2 de larvas
hibridas dincubadas em Demervecs por uma hovras a 469C ¢ a 2000
Também. neste caso, nio parece haver diferengas detectiaveis no
padrio do cromossomo vesfriados. comparado ao controle. Uma Tigeiva
diferen¢ca de tamanho do pufe da extremidade distal é visivel nestes
CYDMOSS0OMIS .

& Figura 16 refere-se a cromossomos de ali3ndulas salivares
incubadas em meio Grace. nas trés tempevaturas de experimentacio.

também  se observa gue na temperatwra de 370C ha ama
resposta mais acentuada dos pufes da extremidade distal do
Cromossoma 2.

A Figura 47 também mostra os cromossomos de gl@ndulas
salivares de hibridos., aguecidas a  379Cy por uma hova, =m meio
Grace. Também: nesta Figuvras observa-se o0 arauw  acentuado de
hetesromoy Fismo  de tamanho mostrado pelo pufe da extvemidade distal
do cromossomo 2. Nio Toi observada uma resposta acentuada de outvros
pufes. a0 longo do cromossomo.

Na tentativa de quantificar as difeven¢as de tamanho
observadas entre  os pufes da extremidade distal do cromossomo 2.
submetidos s diferentes temperaturas. foram tomadas medidas de ares
dos mesmos. utilizando-se um planimetro. 0s vesultados obtidos

constam das Tabelas 3 e 4.
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Figura 14 A-C. Hibridos D. swlleri x . arizonensis.

estadio tardio incubadas em Demsvec. por

l.arvas
hora.
que

LU

PO (contryole): B. x 10°C: €. &« 379, Observar

iz
.
a di-
oo

ferenca de tamanho entre os pufes da extremidade distal
cromossomo & & mais acentuada em €. A seta delgada e a

ta espessz mostvams. vespectivamentes os pufes

maior. Aumento: 2.270x.
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Hibridos De wulleri x . arizaonemsis. lavvas de 32
getdadio tardio incubadas em Demevecs por uma hora. &. 2
2O (controle): B.C. = 109C. As setas apontam os pufes da
extremidade distals nos quais é possivel ver uma discretsa
diferenga de tamanho. Aumentol 2.58@x.

Figura 15 a-C.

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 -unespr 12 13 24 1% 1a 3] 18



« Pav¥s A
e Y i‘.‘

Figura 146 A-D. Hibridos . sulleri x . arizosnensis.

vares de  larvas de 3¢ estadio tardio
Graces povy uma hova. #8. a 209C (Contvole)s C.

a 109, Obsevvar que a resposta dos pufes da
& mais

o)

distal do cromossomo & & incubagio

Aumento: 2.340x.
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Figura 17 A-D. Hibridos 0. melleri x . arizonensis. Glandulas sali-
vares de larvas de 32 estdadio tardio incubadas  em meio
Grace = 3790, por uma hova. Observar os diferentes araus
de heteromor fismo nos pufes da extremidade distal dos ocro-
mossomos 2 de diferentes ovigens. Observar também as alte-
ragoes estruturais dos cromossomosa. em © 2 M. Aumento?
2040,
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Embora essa metodologia possa sey considervrada  imprecisas

0 resultados estBo de acordo com as observagOes visuais. Tanto em

D wulleri como em . arizomensis. o pufe da extremidade distal do
cromossomo 20 & maior sob condigBes de aguecimento (mais de  duas
vezes  levando em conta a largura do cromossomos em e owlleri.
quase duas vezes:s em Do arizonensis. em comparagio com o contvole).
Sob condigdes de vesfriamentos. o pufe & igual ou ligeiramente
inferior ao controle. nas duas espécies (Tabela 3).

Quanto ao0s hibridos. observa-se uma situacfo semelhante a
das espécies parentais. com resposta do pufe da extremidade distal
dos cromossomos 2. mais acentuada sob  condigBes de aguecimento

(Tabela 4).

2. Padrio de Bandas de Proteins Total de Larvas de 8. mollfenr .

B. arizomemsis e Hibridos

Esse padrio foi analisado em dois experimentos. No primei-
ros fémeas e machos das duns espécies foram submetidas 3 slebtrofore-
se¢ em gel de poliacrilamida - S8 (808 - PAGE) & 10%. apods incubagio
em JTemevec a 407°C, a 229 ¢ a 377%C. No segundo, Ffémeas e machos das
duas espécies e hibridos foram submetidos 3 eletvoforese em gel de
poliacrilamida - S80S (8DE - PACGE). em gradiente linear de 7 a 19%.
apos incubacio em Demevec, s trés temperaturas.

0 numero de larvas de 32 estddio tardio. analisadas em
da situaclo consta da Tabela

Como mostvra essa Tabelas no total foram anzlisadas
larvas de Do welleri (178 fémeas e (33 machos). 297 larvas de D

arizomensis (1432 Fémeas o 134 machos) & 122 larvas hibridas. 0 sexo




Tabela 3. Medidas de area do pufe da extremidade distal dos cromossomos 2 de B.
mulleri e D. arizonensis. submetidos a temperatura controle. & =aque-
cimento e a resfriamento.

Temperatura Area dos pufes (mm&) Largura dos
de tratamentos cromossomos (mm)

D. mulleri

(=N

. arizomemsis




Tabela 4. Medidas de arvea do pufe da extremidade distal
dos cromossomos 2 de hibridos de . smilleri e
. arizonensis. submetidos & temperatura con-
troles & aquecimento & a resfriamento.

Tempeyratura Avea dos pufes (mm®™ Largura dos
de tratamentos St s et e e g CYOomossomos
Cmm ?
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Tabela S. Nameyvo de  larvas de 32 estadio tardio de . oswllevi. D.
arizonensis = hibridos. utilizadas nos experimentos de
eletrvoforese para proteina total. F= fEmeas.: M=
TG= Total geral.

machos.

Concen- Controle Choque termico
tragio

{ hora 2 horas Subtotal { hora 2 horas Subtotal F

Gradiente
7 ==} 19%

10X -
Gradiente {31 {09
7 --) 15%

Gradiente
7 --) 5%
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das Tarwas hibridas. coma fol descrito por  BICUDND & RICHARDSON

(i978). n¥o pode ser diferenciado.

2.1i. Eletrofaorese em SIS-P&GE & 40%

A Figura 48 mostva os padrdes de bandas obtidos de larvas

de 32 estddio de B. wmulleri e D. arizonemsis. submetidas

2
=}

eletroferese em aéis a 10%. Fssa Figuras. além dos padrBes obtidos

pPara @SS eepecices, contéms para controle. os padrdes dados pela

amostra das proteinas soroalbuminas. ovoalbumina. alicervaldeido -
fosfato desidrogenase (G-3FDH). anidrase carbdnica. inibidor
quimotripsinas  lisozima e citocromo C e uma coluna contendo
reuniio de amostras de fémeas das duas espécies.

A sequéncia das proteinas-padvrio. na colunas

cestabelecida individualmente em outros géis.

de

foi

A andlise dessa figura n8o mostra diferencas entve os dois

sexoss  tanto em M. melleri como =m . arizonensis. no padrEo gerval

de bandas.

Um specto  que deve ser destacado é a wvariabilidade

individual quanto an padrioco de bandas. no  gue se  refers

intensidade de coloragfio. Na Figura 18. essa observacio

a

particularmente wvisivel com velagio as bandas & & 8. die haixo peso

moleculars de M. oelleriz as trés fémeas apresentam essas  bandas

mais intensamente covadas que os machos. Entretanto. em outvros géis

a situwagio pareceu inverter-sea. isto &4 035 machos apresentaram ossns

bandas mais intensamente covadas ouw ainda individuos de mesmo sexo

apresentaram  as duas condigdes. no mesmo gel. Essas variacSes podem

zer  resultantes de diferencas individuais veaiss nio dependentes
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Figura 18. PadrBes de bandas de proteinas de larvas de 3¢ cstadio

tardio de . mulleri (MU) e D. arizonensis (AR)., incuba-
das por uma hovra a 200C e separadas em SHS-FPAGE a 10%.
{-3 e 4-4a. FEmeas (F) & machozs (M) de DB, mulleri: 7-9 e
19-12 femeas (F) e machos (M) de D. arizonensisi 13 mis-
tura de fémeas D. mulleri e D. arizonensis:i: {4 padvio de
F.M. 0z numeros das principais bandas citadas no  texto
ecstBo indicadas a esquerda do gel.
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sexo.  ou de diferengas na quantidade total de proteina aplicada no
gels. de diferentes larvas. o que seria entfo um artefato de técnica.
Contudos tendo em vista que outras bandas mantém a mesma intensidade
de coloragio em todos os individuos. acreditamos que =a primeirva
situagin seja a mais provavel.

Diferenga quanto &  intensidade de colovagio pode
observada na comparacio entve os padvdes das duas espéciess quanto
as bandas de baixo peso molecular 4. 6. 7 e 8., que aparecem
tenuamente coradas em . arizonemsis. enquanto s8o0 bem evidenciadas
em M. wwlleri. ¢ quanto as bandas 2. 2 ¢ 44 que =80  tenuamente
coradas  em . melleri ¢ fortemente coradas em . arizonensis. Essa
diferen¢ga & constante em todos os géis. Além disso, a coluna 13 que
contém uma mistura do material de  Fémeas W. wmulleri ¢ .
arizonensis. bem como outras bandaszs das duss sspecies. tais como A

2% e 26, observaveis na Figura 18. constituem formas de controle
para s admitir que se trata de ama difervenca veal entre as  duas
espécies,s quanto A produtividade desses polipeptideos.

Uma diferenca intevespecifica entre o padrio de proteinas
das larvas de . mwlleri ¢ . arizomensis ¢ observada com relagio
as bandas 4 e 13, respectivamente de peso molecular de cerca de 14 e
2244 kilodaltons (k). presentes em larvas de 0. arizonensis @
avsentes em M. mwlleri. Essas bandas podem sev wtilizadas como
marcadores das larvas de e arizonensis. Assim. no total. e mwlleri
apresentou aproximadamente 48 bandass enquanto . arizonensis
apvoximadamente 50.

Fara melhor caractervizar essas bandas difervenciais. dos

geis A 10¥%. determinamos o peso molecular aproximado das  proteinas

correspondentes a elass com base na migracio relativa das
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proteinas-padrio de peso molecular conhecido (MATERIAIS E METONNS
Figura 41). Dlesse modo. o0s resultados mostravam que essas bandas
apresentam.  aproximadamente. 0% seguintes pesos moleculavesy banda
i= 43. B= 13.:5, 4= 154, 7= 1642 8% 17444 9= 18, 13= PR.4.
P45 16 = 2642, 25 = 38 e 246 = 38.9 k.

A Figura 192 contem um esquema dos padrdes observados nas
duas espécies. destacando através de setas & pontas de setas. as
diferengas mencionadas.

Como outra forma de avaliagRo. além do exame direto dos
geiss a Figura 22 apresenta a andalise densitomstrica dos padrfes de
proteinas de larvas de Do wulleri. I. arizonensis ¢ de amostyas
reunidas das duas espécies. a 200C.

Os resultados confivmam as observacBes ji descritas. Foram
observadas diferengas gualitativas e presumivelmente  guantitat ivas
entre as duas espécies e ndo foram observadas diferengas entre
machos e fémeas da mesma espécie. As diferencas
referem-se @ exclusividade das bandas 4 e 13 em . arizaonensis. Com
relagio  as diferengas guantitativas. elas s8o0 evidentes em  algumas
bandas de baixo peso molecular (até & banda 16). As demais bandas (a
partir da banda {7) 580 sujeitas a grande variabilidade dindividual
nas duas CSPECLES . razo pela qual ndo foram analisadas
quant itativamente.

N&o foram obsevvadas diferengas nos padroes dos individuos

submetidos 3 aguecimento ¢ resfriamento. comparando-se com o padrio.

pela  observacio dirveta dos géis ou por densitometvia. FPor essa
razio. decidimos wtilizar géis em gradiente linear de 7 a  45%  de
concentragios. na tentativa de observar alaum efeito do choque de

temperatura sobre a expressio das proteinas.

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 -unespr 12 13 24 1% 1a 3] 18



Figura 19.

Csquema

larvas de

querda referem-se s

4 5 6

doz padrdes de
L
zonensis (AR) .
cam bandas
setas
com intensidade de colovacf8o diferentes.

7

obtidos

- mWA g a~®

AVA
AVAVAY

unesp

estadio tardio de I.
em SDHS-FAGE
ecspecificas de Do arizonensis:
indicam

12

principais bandas.

1.3

14

As

ae

1.5

¢ .

zotas
Fontas
bandas comuns a ambas &s ESPECIES .

NUmaros

16

bandas de proteinas observados =m
mulleri (ML)
a io%.

ari-

indi-

17

=5

de
POYEmMm
a

18



Figura 2.

Nensitometyvia dos padrioes de bandas de proteinas de lar-
vas de 32 ecstiddio tardio de D. mulleri (MU). D. arizonen-
sis (AR) e da mistura . mulleri/li. arizonensis. As lar-
vas foram incubadas 3 20°C. por uma hora e analisadazs em
SHS-FAGE =a 10@%. Oc picos forvam numerados a partir das
handas de maior migvacio no gel.
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73
2.2. Eletroforeses em SIE-F&EHE em gradiente linmear de 7 a

15%

Na Figura 21 sio apresentados os rvesultados obtidos. para
larvas de WM. mulleri. A Figura 21 A refere-se a eletroforese de
fEmeas incubadas. por uma  horas. a 20°9C (controle) e de fémeas
submetidas & incubag¢io a 379C, por uma ou duas horas e, a Figura 21
Ea a machos submetidos aos mesmos tratamentos.

Aparentementes ndo ocorvem diferengas no padrio de bandas
entre o controle e as larvas incubadas a 37°9C, por uma ou  duas
horas. tanto para =as fémeas como para os machos. As variacbes
encontradas parecem antes sev devidas 4 variabilidade individual do
que aos tratamentos.

Na Figura 22 sio mostrados os resultados obtidos nas
mEsmas condigBes para larvas de M. mwlleri submetidas A0
resfriamento = 109C. Pode-se observar que n&o hda diferencass em
feémeas ¢ machoss entre as larvas controle & as larvas gque  foram
resfriadas por uma ouw duas horas.

Na  mesma  forma que em e mwlleri. =e larvas de .
arizonensis. de ambos o0s sexos. foram submetidas ao aquecimento e ao
vesfriamentos pelos mesmos periodos. Pela andlise dos géis dessa
espécies também nHo parece haver diferencass quanto aos padrdes.

entre os sxoe & nem entre as temperaturas de incubagcio.

A Figura 23 mostras. em conjunto. no mesmo gel. o padrio de

proteinas de fémeas Do muwlleri ¢ machos 0. arizonensis. submetidas &
incubagino a 129C. a POOC e a 370C. Mostya ainda. oz resultados
obtidos para os hibridos. também submetidos &s trés temperaturas. 0

gl nessa Figuraa evidencia diferengas entre os padrdes das duas
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de proteinas de larvas de 3° ectadio tardio de fémeas

submetidas ao choque teéermico a 37°C e analisa-

em SDS-PAGE, em gradiente de 7 a 15%. Em A e B : 1-4, controle (20°C);
por uma horaj; 10-14, incuba¢do a 379C, por duas horas.
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Figura 22 A,
(A)
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5"'9 L]

B. Padrobes de
e machos (B)

d

em SDS-PAGE,

incubagio a 10°C,

9

bandas

e D. mulleri,

de proteinas

109C-1hs

de larvas de 3° ectadio tardio de fémeas

submetidas ao choque termico a 10°9C e analisa-

em gradiente de 7 a 15%. Fm A e B : 1-4, controle (20°C) s

por uma horasjs

12-14, incubac3o a 109°C, por duas horas.
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=431

Figura 23. FadrBes de bandas de proteinas de larvas de 28 estadio
tardio de féweas D. mulleri (MU): machos D. arizonensis
(ARY & hibridos (H)» submstidas ao aquecimento a 3700
(&) ou vyesfriamento a 40°0C (R). por uma horaa. & analizsa-
dac em SDS-FPAGE. em gradiente de 7 & 15%. -3, larvas fé-
meas de D. mulleris 4-4. larvas machos de D, arizonensis)
S-43. larvaz hibridas zem distingio de sexos 7 e 14, pa-
drio de F.H. 0= numeroe das principais L.ondas citadas no
texto estio A ssquerda do gel.
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2
capéciess gquanto A& presenga ou auséncia de algumas bandas. & gquanto
a intensidade de coloraglo. Essas diferencas entve as duas espécies.
nesse  gel em gradiente. da mesma mansivra que no gel a 9% referem-

s bandas de baixo peso molecular.

Fela andlise das amostras controle. . mulleri apresentou
com exclusividades a banda & com peso molecular aproximado de 47 k.
¢ em . arizonensis. foram detectadas exclusivamente as bandas 3. 7.
? & 13 com.: respectivamente. pesos moleculares de ceveca de  195.5.
178, 2 & 21«4 k. Dutro aspecto da  diferenga entre  as  duas
espécies vefere-se & banda 4 com peso molecular aproximado de 15,9
kDa rcuja intensidade de coloracfo & maior em . arizonensis do  que
em M. wwlleri. For outro lados as bandas 24 8 & 10 s30 mais
intensamente coradas em . mwlleri do que em M. awvizonensis. No
total, foi possivel computar., em M. muwlleri aproximadamente 49
bandas & em . arizonensis. 51.

0 padr3o de bandas dos hibridos a 20°C. representa a soma
dos padrdes das duas espéciess totalizando 52 bandas.

A Figura 24 apresenta a densitometvia dos padrdes  de
handas de larvas mantidas a 20°C, das duns espécies ¢ hibridos.

IHa mesma forma como j& havia sido observado nas espécies
parentaiss nos hibridos também n3o foram encontradas diferencas
quanto ao padrio de bandass nas trés temperaturas de incubagio.

Fortanto. nos dois tipos de géis & possivel verificar que

as  duas espécies se difevenciam pela presenca de bandas exclusivas

ouw pela diferenga de  intensidade de colovag8o. 0s  chogues de
tempevatura. tanto nas espécies paventais como nos hibridos. nEo

r

acrescentaram difersngas nos padrdes eletroforéticos.
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dos padroes de bandas de proteinas de lar-
D. sulleri (HU), Ih. arizonen-
larvas foram incubadas =
em SDS-FAGE em avadiente
daszs bandas

Figura 24. lDensitomstria
vase de 3¢ estiadio tardio de
sis (AR) e hibridos (H). As
2@0C,. por uma hora e analisadas
de 7 a3 1%%. D= picos foram numevadons a partir

de maior migracio no ael,
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Comparando-se o0s padrfes obtidos nos dois tipos de
(10% ¢ aradiente) observa-se que niao ha variagfo. gquanto a0  nudmero
de  bandas. entre os dois processosa. embora ndo haja corvespond&ncia

total entre as mesmas.

&, Padrio de Fandas de Proteina Total de Glindwlas Saliwvares

Submetidas a Eletroforese em SIS-PAGE em Gradiente Limear de

7 a 493%

4.1 Incubacio em meio Grace

A Ffigura 2% mostra gel em gradiente de 7 a 15% contendo
vinte glandulas salivares por amostra. incubadas em mesio Grace. nas
tempevaturas de 109Cy 200C & 370C. poyv duas horas.

Nessas condigoes. nao foram observadas diferengas dentro

de cada espécie. entve os diferentes tratamentos. Entre as sspécies,

porém, foram veriticadas algumas diferencas no padrio de bandas das
glandulas salivaress como pode ser obhservado na densitomstria
apresentada na Figura 246. For exemplo. as bandas 14, 16, 24. 28. 3,
42, 45 e B57 5850 mais visiveis nas amostras de Do smulleri. enquanto
que  am M. arizonensis 1850 ocorve com A bandas 48. 49 & 55,
Dbserva-se que as diferencas s8o constantes para um mesmo tipo de
amostra (cada amostra é constituida pela veuniZo das glandulas de
dez individuos). o que pode indicar que as diferen¢as no padrio de
proteinas das gliandulas dessas iz retratam diferengas

genéticas realmente existentes entre elas.
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Figura 295.

Fadrbes de bandas de proteinas de glandulas salivares de
larvas fémzas de 32 estadio tardio de . sulleri (ML) =
D. arizonensis (AR). incubadas em meio Grace a 20°C (C).
379 (AY ou & 109C (R). e ceparvadas em SNS-FAGE. em gra-
diente de 7 a3 i59%. A coluna { apresenta os padroes! de
.M. O< numevos & direita do gel corvespondem &s  bandas
que mostram diferengas entye as espéecis:z.
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Figura

® —

ob .

Densitometria dos padrdes de bandas de proteinas de glan-
de 32 estiddio de D. mulleri
e analisadas
foram nume-

dulas salivares de larvas
(FMUJ) & D. arizonensis (AR) incubadas a 20°C.

em SNS-FAGE em aradiente de 7 a 15¥%. 0= picos
rados a partiv das bandas de maior migracio no gel.
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4.2. Incubacio em meio Grace e metionima — 39

g N z . 5 e ’ a
Devido a pequena gquantidade de metionina -~ 248 disponivela
este experimento foi realizado apenas para as glandulas salivares de
larvas de D wmlleri. As larvas foram dissecadas a 209C e incubadas
em meio OGrace contendo metionina — 998 pas tempervaturas  de 1200 .
200C & 379C, por duas horas.

Ds resultados obtidos s8o apresentados nas Figuras RP7 e

Na Figura 27 observa-se o perfil autorvadiogratico de

- e . . w - ” F . o
incorporacio da metionina - 335 apds trés e sete dias de EHPOSIGAD.

Fode-se observars na amostra incubada a 37°C. uma  incovporacio
intensa nas bandas 20 e 23 com pesos moleculares de aproximadamente
22 e 27 ks & quatro bandas com marcacio mais leve as bandas S. 9
[ 34, cujos pesos moleculares s8os na geqUEnCcin. de
aproximadamente. 14, 5.5, 25 & &0 kDo Na amostva contvole  houve
leve marcacio de quatro dessas bandas: 9. 20. 22 & 34, ¢ na amostra
resfriada a marcacio restrvingiu-se a uma unica banda de visibilidade
t30 leve quanto no controles a banda 20 (Figura 27 A).
Apos sete dias de exposicios a marcagio intensificou-se
Nas trés amostras. permanecendo a mesma sequéncia  quanto
intensidade de  dincovporagfo da  metionina. isto &, agquecida
controle ) resfriada. Nesta dltimas apenas duas bandas se destacam.
32?2 € a 20, sendo 3 20 ji mencionada com trés dias de exposicio.
A banda 22 é a que apresenta a mais intensa  incorporacio
em M. mulleri aquecida. Nessa amostra também se destacam outras cin-
bandas! 9. 9. 22. 23. & 34. As bandas 7. 13. 15, 17. 24. 26, 28 ¢

(respectivamentaa com pPes0s moleculares aproximados
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Figura 27 A. EB. FPerfil autorvadiografico de glandulas salivares de
larvas de Do mulleri incubadas por duas horas em meio
Grace contendo metionina - 398, A - exposicio por 3 dias.
B - exposigdo por 7 dias. Em & & By 1 = controle (2e°C).,
2 = aquecimento a 379°Cs 3 = veszfriamento a 16°C. 0z ndme-
roe dae bandas citadas no texto estfo indicadas & esquerda
do gel.
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84
18446y, Ris 21334 2By 316 3545 £ 44.4 k) também aparecem marvcadas
nessa  amostra submetida ao aquecimento. sendo & marcacio ténue
comparacio com as cinco primeirvas bandas. As bandas S5« (7. e
aparecem exclusivamente na amostra aquecida. Na amostra  controle
pode~se  observars. na banda 9. uma marcacio apaventemente mais
intensa do gque na amostra aquecida. & cinco  bandas levemente
marcadas. a 13, 15, 20. 22 & 34.

Fara melhor evidenciar quais s3o as bandas que s
destacam pela incorpovacio da metionina - 3585 a Figura 28 apresenta
uma fotogratfia do gel sem sobreposicio da chapa radiografica (Figuvra
28 A) & do gel fotografado com sobveposigio da chapa radiografica.
apos sete dias de exposi¢fo (Figura 28 R).

D padvi3o de bandas obtido para as glandulas salivares de

M. mwllewi. no gel com metionina - 30g (Figura 28). nino corrvesponds

ao padrio obtido no ael sem metionina (Figura 25). o que dificulta
estabelecer a3 corrvespondéncia das bandas que mostram a incorporacio

destacada desse aminoicido marcado.
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Figura

P8

de glandulas saliva-
con-

A« B. Padr8es de bandaz de proteinas
de larvas de D. mulleri incubadas em meio Grace
29¢ e ceparadacs em SIS-FAGE. em aradien-
de 7 a 15% (A). & perfil autorradiogrdfico obtido apd:
cobrerosto ao padr&o de bandas (R).

TES
tendo metionina
te
7 dias de expocicio,
Em & € B. 41 = controle (P0°C), 2 = zquecimento a 379, 3 =
resfriamento =& 109C. Obsevrvar em B ag diferengas dos per-
fiz autorradiograficos quando az gliandulas fovam submsti-
dae ao zquecimento (2) e ao resfriamento (3). Os numeros &
czquerda do gel veferem-se Az principaiz bandas.
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A revisio da literatura indica que todos o0s% organismos
330 possivelmente. dotados de um conjunto de genes capazes de lhes
permitir tolevar. dentro de cervtos limites, alauns tipos de estresse
ambiental. 0 conhecimento desses genes devivous  inicialmentes.  da
observagdo de altevag@es no padrio de pufes de Irosophila. causadas
P oy chogue  de  temperaturas com  subsequents reconhecimento  de
produtos proteicos - as proteinas de choque de calor - vinculados a
novos pufes que surgem sob efeito desse estresse. Hojes sabe-se que
u] AaEnes responsaveils por essas proteinas também vespondem a oukros
tipos de stresses além do chogue de aquecimento. razio pela  qual
elas s&o mais aprvopriadamente denominadas proteinas de estresse.

Ds mecanismos de atuacio e de controle da sintese dessas
proteinas COMEGCATAMms recentemente., B OSET desvendados. Seu
envolvimento nas interagdes proteina-proteina ¢ a descoberta de que
0os mesmos  genes podem  ser acionados em condigbes de estresse
ambiental t3io diferentes. como o estresse oxidativo & o choque de
calora. abrem novas perspectivas quanto ao papel protetor.
extremamente imporvtante. dessas proteinas.

No presente trabalho:. algumas observagdes sobre 0
desenvolvimento & sobvevivéncias de . mwlleri & 0. arizonensis. sob
tratamento continuo As temperaturas experimentais. mostravam que  a

fase do desenvolvimento em que esse tratamento se inicia @

importante na resposta do ovrganismo. Nas condiches dieste

experimentos.  a tempervatura de {09C inibiu inteivamente a progressio
do desenvolvimento. qualquer que tenha sido & fase de inicio do

tratamento. exceto pava  larvas de 3¢ setddio tardio. J3a
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aquacimento. a partir de larvas de 22 estadio permitivu uma
progressiio do desenvolvimento para a fase seguinte. sendo que, no
tratamento de larvas de 32 estddio o desenvolvimento chegou a  pupa
Jjovem. Quanto & sobrevivéncias porém. foi maior quando o tratamento
22 iniciouw em fases precoces do desenvolvimento larval & menor  nas
fases mais adiantadas, para ambas as temperaturas e espécies. NRo
foram observadas diferencas entre as duas espécies analisadas. Nos
individuos que sobreviverams. foi possivel observar que 0
desenvolvimento a 10°C & mais lento e a 379% mais rdapido
comparacio com o desenvolvimento a 20°C. usado como controle.

& literatura mostya que o estudo do efeito
resfriamentos sobre os organismos. tem sido menos intenso do gque o
do efeito do aquecimento. Em geral esse estudo tem Ffocalizado

adaptagdes estacionais em condigies de inverno. depois de semanas ou

meses de exposicio a baixas temperaturas. Muitos insetos respondem &

aproximagio do inverno entrando em diapausa & fazendo ajustes
fisioldgicos que aumentam sua capacidade de tolerar as baixas
temperaturas. Em muitas espécies. essa preparacio geralmente envolve
& acumulagio gradual de um crioprotetor como glicerol > outros
dlcoonis polihidricos e agucares de baixo peso moleculary (pequena
revisio em LEE et al. (1287).

LEE et al. (i?287) verificaram que o acumulo de glicerol.
pode também ser uma resposta rapida em insetos fora da diapausa.
contra choques de  Ffrio. 0s autores sugerivam que  intervagdes
especificas entre o glicerol e outros componentes celulares podem
ser de importdncia critica. Entre elas citam a possibilidade de
alterar a natureza das transicles de fase dos lipidios da membrana

durante o rvesfriamento & assim proteger contra o chogue de frio. Os
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autores citam como reforgo & sua idéia. o fato de que a capacidade
de acumulacio rvapida de glicevrol em resposta & exposiclo a baixas
temperatuwras foi  observada em diversos insetos  filogeneticamente
diferentes. A exposicio do corpo-gordureoseo do inseto ao frio. in
wivio ¢ im witwro. causa a ativagio da fosforilase para a forma a. a
qual cataliza 2  guebra rvapida do glicog@nio & =2 acumulacio do
galicerol. A resposta é evidente. por exemplos. 10 minutos apds
eXpPosicio a 29, na pupa do bicho da seda. Esse mecanismo protegeria
oz insetos contra mudangas diwrnas na temperatura e oz torvrnaria
capazes de sobreviver =a breves periodos de exposi¢cio a  baixas
temperaturas.

Entre os trabalhos sobre o efeito do frios hd também o de
FUKATAMI  (4924) que  submeteuw . Tutescens ¢ M. takahashii. douas
cspécies muito proximas. a temperaturas de -3°C. em diferentes fases
do desenvolvimento. computando a porcentagem de ovos eclodidos. de
larvas e adultos obtidos & 3 sobrevivéncia dos adultos. Foil

ohservado que =a primeira espécie ¢ mais resistente zo frio aque =

segundas  masa. =m ambasa. o grauw de tolerfncia ao frio foil obhservado

na seguinte ordem: pupa ¥} ovos ¥ larvas. Adultos mais velhos de M.
takahashii apresentaram maior sensibilidade ao frio do gues  os
adultos Jjovens: mas . Tubtescems pouco variouw sob esse aspecto. 0
estudo de hibridos mostrou que os genes relevantes na toler&ncia ao
frio podem estar distvibuidos nos cromossomos sexuais @ autossomos.
de diferencgas observadas, entre as duas espécies. na resisténcia ao
frios de  acordo com o autor  pode estar relacionada  com A
distribuicio de D. Twtescems na regilo norte das ilhas do Jap&o. em
contraste com = distvibuicfo de WD. takahashii que ¢é limitada &

regifio sul.
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Tamb ém hibridos de W. wirilis (orviunda de regides
tempevadas)a. e Tummei (de regides boreais) e seus hibridos  foram
analisados guanto & tolerfncia a choque de frio a -1@°C
exposicdes mais prolongadas. . Twmwei tolerouw exposicdes 40 a  50%
mais longas que . wirilis. A andalise de hibridos de cruzamentos
reciprocos pevmitiu verificar que a contribui¢io dos cromossomos &
de tvés a quatro vezes maior gque a do citoplasma. na resisténcia ao
frio. HMachos hetevozigotos autossOmicos, portadores de cromossomo X

citoplasma de WM. wirilis apvesentaram a menor resisténcia ao frio
(HEIND & LUMME. {989).

Os resultados apresentados no presente trvabalho por .
mulleri ¢ H. arizanensis sugevem que 2las =50 mails sensiveis ao frio
do que as espécies de Drosophila utilizadas nos dois trabalhos
mencionados. levando-se ainda em conta que as temperaturas neles
utilizadas Fforam bem mais baixas. Assimas € possivel que a  aparente
menor resisténcia ao  frio de . mulleri ¢ H. arizonensis pPossas
estar relacionada & origem ageogvafica das linhagens utilizadas que é
0 México. Além dissos essas espécies sfo cactofilicasa. o que por
20 ja suwaere rvestrigdes ds condicBes ambientais.

Alteracdes na temperatura constituem uma das principais
variaveis ambientais. Entvetanto. a compreensio da capacidade dos
seres  wvivos se  adaptarem a essas alteracdes € ainds um problema
considerado complexo. A literatura contém trabalhos que mostram
preferéncias espécie-especificas quanto A tempervaturas bem como a
capacidade dos animais em sobreviver sob diferentes temperaturas
SuA covrelagio com genotipos alozimicos. Em hrosophila . 0

paralelismo entre a distribuicio geografica e a capacidade

catalisadoraas dependente da tempevatura, de enziwmas homdlogas ou

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 -unespr 12 13 24 1% 1a 3] 18



Q0
alosnzimas  foi  tambeém analisado (peguena vevisio em  ALAHIOTIS &

STEFPHANOLU . 1982)Y.  As  intormacBes mostvam  que k& limites na

capacidade de suportar variacdes de temperatura. A literatura sugere

que  esses limites estBo relacionados provavelmente com mudangas na
conformacgio das proteinas e nas propriedades de  transporte das
membranas (ALAHIOTIS & STEFHANOU, 19282).

STEPHANOU et al. (£983) verificaram que a capacidade de
linhagens de . melanogaster sobreviver =z estresse de calor
corvelaciona com a cinética da sintese proteica em drafos submetidos
ao  tratamento. avaliada pela taxa de incovporacgio de metionina

Como vimos na Introducios o sistema de proteinas hsps. que
comega a ser sintetizado alguns minutos apos o inicio do estresse de
calor. reflete a presenca de maquinaria genética atuante nessas
condigBes & ocovre paralelamente a alteragdes no padrio de pufes. Em
m. melanogaster foi demonstrado que o resfriamento também determinz
a sintese de hesps (BURTON et al.. 1988).

No presente trabalho: as preparacdes cromossOmicas para
estudo do efeito da temperatura Fovam feitas a2 partir de  larvas
tratadas sobre papel de Filtvo umedecido em Demerec ou a partir de
glandulas submersas na solugfo de Jemeves ou no meio Orace. A
comparagio da qualidade das preparacdes feitas nessas diferentes
situagBes mostrou que a temperatura de  379C provoca altervagoes
cromossdmicas mais acentuadas do gque a temperatura de 10°9C. quer as
preparagoes sejam  feitas a partir de glandulas ou larvas. Essas
alteracoes abrangem modificacdes estruturais das bhandas
cromossOmicas que adguirem um aspecto "vacuolizado®” ou

"desenovelado” .. 0 aquecimento dificulta também mais  Fortementes a
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distensio dos CYOMOES0Mmos PAYT A andlises 2les PEVMANECEm
predominantemente no interior do nucleo.

As  preparagdes de glindulas salivares incubadas em meio
Grace wmostvaram melhor qualidade gque as de gléndulas salivares
incubadas em Demevec. FPoréms as preparvacdes feitas a  partir  de
larvas incubadas em Demevec forvam melhores do que as de aldndulas
salivares incubadas em meio Grace. Portantos. &m grau de  qualidade
das preparacdes cromossdmicas, observamos que larvas-lemerec
gliandulas—-Grace ) glidndulas-Demeyec.

0 contato diveto com o meio aquecido ou resfriado deve ter
efeitos maisz drasticos sobre as glindulas salivares do que no  caso
da larva tratada. na qual aquelas glandulas est8o protegidas do
efeito diveto. Forv outrvo lados o meio Grace & destinado 3 cultura
celular de  insetos es portanto. deve Ffornecer mais elementos
necessarios ao  funcionamento normal das células das glandulas

galivares do que a solugio fisioldgica de insetos. lemerec.

A comparagio entre as espécies mostrou que as preparacoes

de . mulleri tratadas foram melhoves do que zas de . arizonensis
tratadas.

A analise do padrio de pufes sob efeito dos choaues de
tempevatura restringiw-se ao  cromossomo 2. Nesse  cromossomo. M.
mwl leri . mostrouw dois  tipos de rvesposta a0 aguecimento. em
diferentes individuos. independentemente do meio de incubacio. ou do
tratamento de  larva ou gliandula. Um deles mostrou alteracio de
tamanho do pufe terminal distal do cromossomo 2. Esse pufe fTorma-se
também no controle > sob rvesfriamento. mas SR, Ares
consideravelmente maior nos individuos submetidos & aquecimento. nas

duas espécies analisadas e nos hibridos. 0O outro tipo de resposta ao
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aquecimentos  observado exclusivamente  em Do mwllevi. envolvew o
aparccimento de cinco novos pufes. Esses pufes ndo foram encontrados
A temperatura controle e sob efeito de resfriamento.

Em m. arizonensis . as alteracies mor fologicas
aparentemente abvangeram apenas o pufe tevrminal distal do cromossomo
analisado. HNessa espécies como em M. mulleri, o aguecimentos. sob
qualauer das condigdes experimentais utilizadas mostrow um  aumento
da  area desse pufes. de aproximadamente o dobro ou maiszs gue o dobro
quando comparado com o contvrole ou o resfriamento. Nesta dltima
situacio. =2 Aarea desse pufe foi aparventemente igual ou ligeilramente
inferior & observada sob a temperatura contvole.

No que s refere aos hibridos. as observagdes mostvaram um
hetevomov Fismo do pufe terminal. decorrente de uma acentuada
diferenca de tamanho entre os pufes dos dois cromossomos. nas  trés
temperaturas, mas mais acentuada a 370C.

Quanto =aos outvos pufes. a sinapse complexas devida &

presenca de  inversfes superpostas nesse cvomossomo dos  hibridos.

dificulta o reconhecimento dos mesmos. Entretanto. @aparentemente
2les ndo foram observados.

M. hydei ¢é =a espécie mais proxima das analisadas no
pregente trabalhos. até agora estudadas quanto zos efeitos do choque
de calor. HNelas. o calor induz novos pufes em seis locos do genoma
(RERENDES et al.. 1965). Esse efeito ndo é o mesmo quando as
aldndulas isoladas sio incubadas & quando hd tratamento das larvas.
Nas condigdes im witro. aparecem pufes que nio s80 observados nem
nas larvas tratadas nem no controles, 3 mesma idade.

Quatro dos seis pufes observados em larvas de Do hydei sob

choque de calor ocorvem = P259C no desenvolvimento normals n=
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formacio do  pupariums sendo  porém mMenoves  que 0% induzidos
experimentalmente. Ye acordo com BERENDES (49272) o fato de que
25583 pufes ocorvem também em condig8es normais  indica que  sua
atividade deve ser rvrelevante para o metabolismo da célula.
determinadas civcunstincias.

0D estudo comparativo dos cromossomos do  gvupo repletsa
realizado por  WASSERMAN (1954. 19423+ b)) mostra que 3 extremidade
distal do cromossomo 2 de M. mulleri ¢ 0. arizonensis corrvesponde
morfologicamente & mesma regifio de D. hydei. Nessa regifio. esta
ultima espécie mostvra o pufe denominado 2-48F que &  induzido &
temperatura de 379C (BERENDES. 19468: SONDERMEIJER & LURSEN. 19793
PETERS et al.. 1{982) ¢ o pufe 2-48C que & induzido im witreo =
wive pelo caloy (BERENDES. {272) & pela witamina Bé (LEENDERE et
al.. 1972). Ambos oz pufes devivam. portanto. de bandas wvizinhass
proximas & regifo telomérica.

No presente trabalhos & observagio dos pufes foi rvestrita
3 microscopia optica o que torna dificil estabelecer L,
corvespondéncia de localizacio entve os pufes observados em D.
hydei. na extvemidade tevrminal. @ o pufe observado no presente
trabalho em M. muwlleri ¢ . arizonensis. apenas com base na
observacio das bandas. Entretanto. uma diferenca que se estabelece
entre estas duas espécies @ a primeivas & gque o pufe detectado no
presente trabalhos, estad presente. em condigles normaiss em fases
anteviores A formag3o do puparium. BICUDND (informacio pessoal)
verificouw que esse pufe encontra-se presente desde a fase de  larva
de 22 estadios quando & possivel veconhecer o padrio de pufes. e

permancce  @herto até a fase de pré-pupa amarelas. que € a fase final

diz  ohservagio dos cromossomos das gliandulas salivares. abrangendo




provavelmente as duas bandas corvespondentes a 488 & 480,

Ne acordo com LURBRSEN et al. (4278) a maior parte do RNA

produzido no loco P-A48R permanece no nucleo. mas parte ocovre tambhém

no citoplasma. Este RNA poli-A estd presente em bhaixa concentracio =
pode codificar para uma das proteinas menores de choque de
temperatura (BELEW & BRADY. 19841).

Fara RYSECK et al. (i287) o loco 2-48R de D. hydei e o©
3-9230 de . melanogaster. ambos clonados e sequenciados. apresentam
um padriio estrutural e transcricional comum.s sugerindo parz eles uma
fungi3n consevvada, embora desconhecidas nessas espécies  bastante
distantes evolutivamente. PFPara eles ambos os pufes nio  parecem
codificar proteina mas s8o transcritos em uma série de RNAs
diferentes. Ainda de acovdo com os mesmos autores. o pufe 230 de M.
melanogaster difere clavamente do tipo comum de genes de chogque de
calor porque a maior parte de seus produtos de transcrigio s&o
retidos no nucleo & acumulam-se sob a forma de particulas  gigantes
de RNFP (como acontece com o 2-48B). sendo que todas as espécies de
rosophila Jji estudadas apresentam am pufe como 230, Assim. em D,
hydei o pufe correspondente a 230 de . melanogaster parsce ser o
43R quE nas  especies  estudadas no presente trabalhow pela
localizacio poderia corrvespondery ao pufe da extvemidade distal do
cromossoms 2.

Com relagio aos outvos pufes que aparecem em D. mulleri no
32 estiddio tardios. sob efeito de aquecimento. RBICUDD (informacio
pessoal) verificou que os mesmos sfo caracteristicos da fase de pré-
pupa  brancas nas condicdes normais de dessnvolvimento. Fortanto. o
aquecimento antecipa a sintese de produtos desses pufes. € com

relagio ao pufe da extremidade distals parece apenas intensificar a
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sintese local de produtos.

Fufes que ocovvrem novmalmente em certas  fases do
desenvolvimentos em gevals s80 os que respondem a aclo do  hormdnio
ecdisona ouw hormonio da muda. presente nesses insetos (ASHRURKNER.
1272b s BERENDES. 1972).

Algumas oukras espécies Fforam bem estudadas quanto  ao
padrio de pufes. em condigoes de estvesse pelo calov. For  exemplo.s
em M. subobscura =a analise dos pufes como resposta ao efeito do
aquecimento mostrou que alguns deles mantém sua expressio. enquanto
outros a aumentam © outros a reduzem (FPASCUAL & FRUTOS. {984). Em M.
guanche. que ¢ também membyo do grupo obscura ¢ bastante proxima de
I. swhaobscuwra. o chogue de calor induwz um conjunto de gquatro pufes
que nio aparecem durante o desenvolvimento normal. Um outvo pufe que
aparece  ativo em  outras fases do desenvalvimento. sob efeito  do
calor torna-se =altamente ativo em fase em que NRO APAYECEs  NO
desenvolvimento normal (MOLTd et al.. 1987). Tsee ultimo pufe
comporta-ses  portantos. como  os pufes a-e do cromossomo 2 de .
mullerdi analisada no presente trabalho.

MOLTS et al. (4i987) verificaram também que = resposta  de
M. guwanche & mais acentuada 3 temperatura de 37°C que a 3490,
enquanto em . swhobscura ocovvre o opostos considerando assim,
possivel que M. gwanche tolere melhor a temperatura mais alta  que
N. swhobscwra porque & primeirva espécie ¢ endEmica em regides mais
quentes. e & segunda é adaptada a ambientes frios.

No presente  trabalho, o estudo do padvio de sintese

u ~ i . 5 d | ety
proteica em glandulas salivares incubadas em metionina - 308 mostrou

que  em M. mmlleri aquecidas h&d incovporacio de metionina em  trés

handas gque nio apresentam incorporacio a 20C ou 3 1090, NEveEms
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portanto. corvesponder A  proteinas da maguinaria de  vesposta

aquecimento. For outro lado ha bandas que est&o wmarcadas

temperatura  controle mas gque apresentam marvcacio muito mais intensa

e

sob aquecimento. devendo. portanto. corvesponder a proteinas que sio
mais ativamente sintetizadas nessas condigfes. Uma banda presente no
controle parece apresentar reducio da marcagio na amostra aquecida e
neste caso deve covresponder a proteina cuja sintese sofre rveducio
sob agquecimento. Essas observa¢des mostraram a variabilidade das
modificacSes que ocovrem na expressio génica. sob acfo do chogue de
calor. em WM. mwlleri.

0 vesfriamentos por sua vezs determina uma rvedugldo
acentuada nos niveis de  incorporacio da  metionina  marcada  na
glandula salivars em Do omwlleri. Nessas condigBes. o padrio de
incorporacins visualizado no gel submetido &% autovvadiografia mostra
um numero veduzido de bandas. isto €. apenas duas.

YOST & LINDQUIST (49284) observavam que em Imosophila. um
choque de calor breve & elevado blogueia o processamento  das
sequéncias interpostas do transcrito primario de RNA & que o
blogusio persiste por pelo menos duas horvas depois do retorno das
celulas & temperatura normal. 0s autores sugevivam que o bloqueio da
eliminacio dos  introns contribui parva a letalidade causada pelo
calor e que uma funcio das hsps é proteger o processamento.

Ne  acordo com PETERSEN et al. ({990) tanto o choque e
calor como o de frio desligam importantes fun¢gdes celulares como a
sintese de proteinas:s a sintese de RNAm e provavelmente 0
metabolismo  enevgético. No  choque de frio. porém. esses  autores
admitem que ndo ocorva a desnaturagio proteica. considevada um  dos

mecanismos desencadeadovres da  inducio da sintese de heps apos
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tratamento com calor.

A litevratura mostra que a rvesposta de sintese proteicas. no
casn de choque de frioe. ocovrre nio durante o chogques. mas sim durante
a recuperacido apds o chogue. Essa observacio foi feita por exemplo
por  FPETERSEN et al. ({?292) que analisou a sintese de proteinas  de

em tratamento prolongado de larvas de Ivosophila 2 29C.

autores verificaram gue o RNAmM acumula=se  ndo duvants o
tratamentos mas  sims quando as larvrvas estHo retovrnando a 2590,  De
acordo com esses auktores. dsto poderia ser devido a uma extrema
redugio das respostas metabdlicas nessas tempevaturas. ou 8 que
algum tipo de dano celular deva ocovrer pava desencadear a vesposta.
D presente trabalhos evidenciando o padr8o de sintese de proteina
total nas gléndulas salivares altamente reduzido sob condigBes de
chogue de  frio parece veforgar a primeiva  possibilidade. Nessas
condigbes como também mencionamos. apenas &s  bandas 9
incovporaram & metionina -~ 235, Ambas as bandas também incovporam =
metionina -~ 995 gob condigBes de awauecimento e temperatura
controle., 0 que pode indicar que a sintese das proteinas

¢

correspondentes = essas bandas ests "proteaida”  para abuar
continuamentes em diferentes condicdes ambientais. sugevindo também

um papel fundamental para as mesmas. na atividade celular.

£ possivel que a ohservagio. no presente trabalho de  um

ot ) & , % o I
padrio extrvremamente baixo de incovporagio de metionina - e gob

agfio do Ffrio seja devido & analise ter sido vealizada aindsx em
condigdes de choques & que se fosse realizada algum tempo apds o
mesmos o padrio de marcacio mostraria maior numero de  bandas

marcadas.

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 -unespr 12 13 24 1% 1a 3] 18



A sintese proteica mais intensas. no peviodo
recuperacios em caso de tratamento pelo frio foi também observada em
autros arganismos. A mosca Sarcophags crassipalpis submetida a wm
breve choque de resfriamento & —-109 ou -489°C no estadio de olho
vermelho n8o chega 3 Ffase adulta. mas seuw desenvolvimento prossegue

a emevgénecia. Uma redugio da taxa de consumo de oxigénio indics
a ocorréncia de dano ao organismo. A taxa de sintese  proteica &
lenta na  primeiva horva do chogues mas se recupera rapidamente. As
hsps de peso molecular 92 e 72 kD s8o0 expressas durante essa
recuperacio. sendo que a segunda é imunologicamente vrelacionada &

familia de proteina 72 de choque de calor em . melanogaster.

produzida nos locos 874 ¢ 87C. Diferentes oOrgfos sintetizam

diferentes proteinas na rvecuperagio do chogue de frio. nesse
organiemo (JOPLIN et al.. 1992).

No presente tvrabalho foi possivel obter alguns outros
elementos na  avaliacio metodoldgica para o estudo do efeito  do
choque de temperatura. Por exemplo. & deteccio do padrio total de
proteinas que reflete o padr3o de sintese nas condigBes de estresse
estudadas:s n@o pode ser avaliado sem uso de marcadores. Fois poréms
possivela. detectar difevencgas entre os individuos e as esspécies sem
0 uso desses marcadoves.

A comparacio entre os dois tipos de géis utilizados. isto
s gel de concentvacio homogénea 2 gel em gradiente mostrouw  melhor
defini¢fo das bandas no segundo tipo. Embora algumas bandas se
mostrem bastante conservrvadas nos dois tipos de géis & possam  assim
ser consideradas bandas marcadoras das espécies analisadas (bandas
25, 24, 40 = 44). no  intervalo entre elas  ha  uma  variacio

qualitativa. mas nio quantitativa. das bandas. Isto fez com que no
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gl  em gradiente tenham sido detectadas wuma banda exclusiva de
mulleri = quatro bandas especificas de U. arizonensis. senguanto

a 10% foram observadas apenas duas bandas especificas  de
arizonensis < nenhuma  de Do melleri. Considerando-se  gue  essas
cgpécies s3o cripticas. esses resultados podem serviv como mais  um
critério de difevenciagfo bioquimica entre elas: nessa fase do
desenvolvimento (larva de terceirvo estddio tardio). CERON  (1i988)
verificouw que Ma wulleri ¢ . arizonensis diferenciam-se quanto  @o
padrio de esterases. havendo esterases especificas de uma ou outvra
spécics. que se manifestam especialmente na fase addlta.

Quanto & analise do padrio de bandas do gel em gradiente
dos hibridos das duas espécies, verificou-sze um padrio de heranga
predominantemente  co-dominante. uma vez gque corvespondeu i soma dos
padrdes das espécies separadas.

Embora =& metodologia utilizada: no presente trabalho n&o
tenha permitido uma abovdagem mais profunda. restringindo  bastante
as conclusBes.s entendemos que os resultados obtidos podem sy
somados  ans existentes na literatura. contribuindo para diferenciar
biologicamente as  duas espécies. Além disso. como wvimos. o0&
resultados que hoje existem em Ihosaphila. veferentes aos efeitos de
choques de  tempevatuvra.  Fforam obtidoz predominantemente em .
melanogaster » D. simelans © pequeno numero de outras
as  quais algumas do  grvupo obscura ¢ uma do  arvupo repleta. 0Os
resultados obtidos no preszsente trabalho abrem. portanto. perpectivas
para  uma abordagem do problema em outras espécies.: N0 Caso €spécies
do grupo repleta. gue  tém mostvrado. em varios trabalhos (por

exemplo. RICUDD & RICHARDSON. 1977%:  RICUDO. 1979)s  apresentar

mecanismos bioldgicos & evolutivos interessantes relacionados com
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processos de regulacio génica. os quais. como sabemos. constitwem wm

dos pontos centrais em estudos dos efeitos do choque de temperatura.




Foram realizados tratamentos de choque de tempervatura  in
wivao pela transferéncia de larvas da temperatura controle (000
para 379C e 40°C ou in witre utilizando galéndulas salivares
incubadas. as mesmas temperaturas. em solugdo de Nemerec ouw  meio
Grace. As observacdes incluivam alguns aspectos do desenvolvimento o
da taxa de sobrevivéncia. o padrfo de pufes do cromossomo P e o
padrio de sintese de proteina total de larvas e glindulas salivares
analisadas em gel de poliacrilamida -~  8D8. homog@neos ouw em
gradientes. & glindulas salivares incubadas em metionina — 298, Neste
estudo  foram utilizadas as espécies M. mulleri. 0. arizonensis (.
arizomae) © seus hibridos.

Db servou-se que o  chogue de  Frio oa 1990 dinibe
desenvolvimento quando aplicado a ovos e lavvas de {iz. P2
estddio precoces mas permite que larvas de & estadio tardio
prossigam seuw desenvolvimento até o estadio de puparium. & taxa de
sobrevivéncia foi maior para as larvas tratadas no {2 e P2 estadio
que para as  tratadas no 32 estidadio. Sob chogue de calor. o
desenvolvimento de larvvas tratadas no 22 estadio ou no 22 estddio
tardio prosseguius respectivamente, até o 32 estiadio larval e a fase
de  pupa Jovem. A taxa de sobrevivéncia sob choque de calor  também
foi maior gquando o tratamento foi realizado nos estadios mais
precoce: do desenvolvimento larvrval. 0z resultados foram praticamente
08 mesmos nas duas espécies.

A baixa vesisténcia ao frio mostvada por M. mulleri e Q.

Arizonensis Em comparacio com outras  sspéciss estudadas D

litevatura. estd possivelmente relacionada com a origem geografica
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das linhagens analisadas (México) e a ocorvvéncia dessas
cactus.

A qualidade das preparagoes de glandulas salivares para
analise CYrOmosSsOmica . em Fungfo da téenica wubtilizada. mostrou QL
alandulas de larvas tratadas em lemerec apresentam cromossomos menos
altevados estrutwralmente que glindulas incubadas em Demerec  ou
Graces mas entre as duas Wltimas condi¢Bes: a segunda € melhor que a
primeira. Esses resultadoss provavelmente. s3o devidos 3 condigio de
"prote¢io”: contra a aglo diveta da temperatura. sobre a al@ndula
salivars. gue ocorvre quando a larva & tratada. Por  outro  lado
aldndula incubada em meio Grace:. o qual se destina & cultura de
tecidos de insetoss deve receber maior ndmero de nutrientes
importantes gque quando incubada em solugio fisioldgica de Demerec.

Um ouw seis pufes Fforam observados no cromossomo 2 de M.
mulleri submetida = 379C. 0 pufe que pode estar sozinhos ou  nioa.
localiza-se na extremidade distal. Esse pufe foi também observado no
desenvolvimento novrmals desde a fase de larvva de 22 estddio ate a
fase de pupa Jovem, sendo ques entre o choque de calor e o
desenvolvimento normala. a difevenga & apaventemente devida apenas ao
maior tamanho do pufe sob a aglo do calor. 0s outros pufes que podem
OCOVYEY s NO cromossomo Pa. sob acio do calor. na fase do 32 estadio
tardio. foram previamente detectados. no desenvolvimento normal. ns

puparium.  Portanto.  em e mwlleri. o choque de calor
antecipa a atividade dos locos geneéticos covvespondentes =3
pufes. enquanto.s aparentemente. apenas aumentz a atividade do loco
genético da  extremidade distal. Este dltimo pufe mostrou o mesmo

comportamento em . arizonemsis e hibridos submetidos & aquecimento.

aparecendo  também  grandemente aumentado sob efeito do calors em
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comparacio com o contvole ou o choque de frio. Esse foi o dnico pufe
observado em D. arizonensis ¢ hibridos: no cromossomo 2.  sob
qualquer dos tratamentos e também o unico obsevvado em Do mulleri =
i0°C ¢ ROYC.

Quanto aos padrdes de proteina total, os géis preparados a
partivr de glindulas sem incubagio em metionina - 295 nio pevmit iram
verificar diferengas entre os tratamentos:s em qualquer das duas
espéciesys mas permitivam verificar diferencas entre os individuos &
as espécies. A eletroforese, usando géis em gradientes mostrou uma
melhor definig8o das bandas que os géis homogéneoss embora o numero
de bandags tenha sido praticamente o mesmo nos dois tipos de géis.
Nos géis em gradientes. foi possivel ver quatro bandas exclusivas de
. arizomensis ¢ uma banda exclusiva de . mulleri enquanto no  ael
homogéneo foram observadas duas bandas exclusivas de . arizonensis
e nenhuma de . owlleri. Como . wulleri = 0. arizosensis <350
consideradas  especie: cripticass esses resultados provavelmente
podem ser usados como um critévio bioquimico para diferencia-las.

0 padvido de bandas nos géis dos hibyidos foi aparentemente
o resultado da adigio do padriio das duas espécies.

0D padrino de bandas das glindulas salivares de . mwlleri.
incubadas em metionina - 295 e submetidas a choque de calor. mostyou
trs novas bandasa. nenhuma delas presente a 10°C ou 20°C. Devem
corvesponder . portanto a proteinas cujos locos sio ativados
exclusivamente pelo calor. Outvas bandas apaveceram nos géis a 3790
e a 20°C, mas. apresentaram grau de incorvporag8o da metionina mais
zlevado nos primeivos que nos segundoss dEvem . portanto.

corresponder =8 I'—"'I"Otiifiil'li.'-l'i's mais intensamente expressas sob ;e-.(;iio do

calor. Es fFinalmente. wma handa presente a 37°9C ¢ 209C mosztrou maior




f@4
incovporagio da metionina no controle que sob  agHo do  calor.
suaerindo tratar-se de proteina cuja expressio & reduzida sob efeito
do  calor. Tzsas observacoes mostraram a variabilidade de  mudancas

que caracteriza a rvesposta ao choaue de calov.s em e wmwlleri.

Sob  acio do frio os niveis de incorporacio da metionina.

nessa espécie foram muito baixos. vestringindo-se a duas bandas.

A abordagem experimental realizada no presente trabalho
para estudo do choque de calor e Frio pode ser considerada
restritiva nas suas conclusdes. 0s resultados obtidos., povém. podem
SEeT importantes no conjunto de diferencas que possibilitam
caracterizar a divergéncia evolutiva das duas espécies utilizadas.
além do que fornecem uma nova perspectiva no estudo da  expressio
génica dessas récies que Ja demonstraram. por outros sstudos. ser

prortadoras de mecanismos interessantes. envolvidos nesse processo.
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Temperature treatments were  performed  im LA ] [
traneferring Irosaphila larvase from 2090 to 23792 and to 109C or in
wiitro with isnlated salivary glands  incubated at  the S A
temperatures  in lDemerec solution or Grace medium. The observations
included some aspects of development and swrvival rvate.  puffing
pattern at chromosome 2 and synthetic pattern of total protein of
larvaes and salivary glands analyzed in polyacrilamyde —- SDE gels.
using both gels of homogeneous concentration or in  aradient. and
galivary alands dincubated in 335 - methionine. In this astudwy. M.
el leri« T. arizonensis (. arizomse? and their hybrids were used.

Cold shock at 40“C inhibited development when applied to
either eggs  ov  Firvset. second and early thivd dinstar larvas  but
allowed late third instar larvae to go to puparium stage. As to the
survival rate. it was greater for treated fivet and second  instar
larvae than for thivd instar larvae. Heat shock at 37°C allowed
development to proceed when applied to second and late thirvd instar
larvaea. respectively to the third instar larvae and young pupas.

The survival rate was also greater when heat shock was
applied to early stages of larval development. The results were
about the same for both species studied.

The low resistence to cold of . wwelleri and In.
arizaonensis compared with other species sudied in  literature
possibly related to the geographic origin of strains used (México)
and the occuwrrence of these species in cactus.

FPreparations for chromosomal analusis showed that

chromozomes  weve less damaged when wsing treated lavvae. Comparing
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preparations using salivary glands incubated in Demevec and in Grace

mediums the second showed better chromosomes for analysis than the

Fivrst. These results are probably due to the better “protection” for

chromosome structuwre when salivary glands are within the larvae. On
the other hands Grace medium is used For insect tissue cultuwre  and
thus must provide more important nutritional elements than the
physiological solution of Demeres.

One or six puffs were detected in the chromosome 2 of
different individuals of D. swlleri submitted to 37°C. The puff
which may be single or not in rvesponse to heat shock is located  at
the distal end of chvomosome 2. This puff was also observed in every
developmental stage at  normal conditions din  which polytens
chromosomes may be examined Ffrom second third instar larvae to voung
pupae. The difference i3 that under heat shock this puff is greater
than under novmal conditions at any developmental stage.

The othev puffs which may also ococuwy in chromosoms 2.
under  heat  shock at the late third instar larvae. were previously
detected  in normal development at the pupavium stage. Thus heat
shock antecipates activity of the genetic locus of these puffs while
it apparently only increases activity of the genetic loci of the
putt from the distal end.

The puff of the distal end of chromosome 2 behaved the
same  in heated . arizonensis and hybridse. In both cases this puoff
wags also areatly enlaraed in comparison to cold shocked or control
flies. This puff was the only one observed in . arizonensis and
hybrids  submitted to  heat shock and the only one observed in D.
mulleri, . arizomensis and hybrids submitted to cold or  used as

control.
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As  to protein patterns treatment of lavvae or  incubation
of salivary glands  in  medium  without the presence of g
methionine did not show detectable banding differences amona gels of
treateds cooled or control flies. Howevers differences between
gpecies and amona individuals of the same species could be detected.
Eletrophoresis using gradient gels  showed a bhetter
definition of bands than homogeneous gels. althouwgh the number of
hands in both were about the same. In gradient gelss four bands were
found to be exclusive to D. arizonensis and one exclusive to .
wwlleri while in homogeneous aels two bande were exclusive to .
arizonensis and none was exclusive to M. mulleri. Recause Do mwlleri
and . arizonensis are considered sibling species. the present
results may be used as a biochemical cviterion for differentiating
them.
RBandina pattern in hybvrids was apparvently due only o the
addition of both species’ banding patterns.
Banding pattern of M. wmulleri salivary alands incubated in
methionine submitted to heat shoclk showed three new bands.
neither of them present at cold shock or at 20°C. Both ares thus.
due to proteins whose expression is elicited exclusively bu  heat
shock . Dther bands werve present  in gels of flies submitted to  the
temperatures of 379C and 20°C. but the dearee of methionine intake
was greater at the firvst than at the second tempevatured these
probably proteins more intensively expressed undev heat shock. Still
another  band present  in both conditions (37°C and 20°C) showsd
areater incovporation of wmethionine in the control than in the

heated cellss this is probably dus to the decvease of expression of

a protein under heat shock. These obsevvations showed the




ias

variability of changes which occurs in gene expression of e wmmlleri

undey heat shock.

Under cold shock the degree of methionine intake was very
low and restricted to only two bands.

The expervimental approach for analyzing the effects of
heat and cold  shocks wsed din  this study wmay be consideved
restrictive as to the conclusions which may be drawn. However. the
results obtained may be important for the possibility of finding
evolutionary differences between these species and provide a new
perspective  in the study of gene expression in these species  which
in other studies had alveady shown very intevestina mechanisms

involved in such processes.
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Aos funcionarios do Depto. de Quimica & Geoci@ncias: JoRo
R. Santos e Jorge F. Buchdid., pela ajuda técnica.

Aos  responsaveis pelo setor de Audio-visuais. Marcio 9.
Silva & Eldes I. Rochas pelos servigos solicitados.

Ao funcionarios do  setor de limpesza: fAdelaide By
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as telefonistas: Dalva M. €. Marchiori. Egidia A
Ministros Ivaci B. Sobrinho e Sueli F. S. Vedoatos pela prontidio no
atendimento e delicadeza constantes.
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Exatas de S3o José do Rio Fretos UNESP., pela disposicio das
condi¢bes materiais.
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Aos  meus irmi3os e cunhados. pelo incentivo constante.

Aos  meus sobrinhos. em especial A Karen Akemi. Regiane ¢
Gislaines que  sempre  estiveram comigo transmitindo-me carvinho e
alegria.

DEUS. pela vida ¢ oportunidade de rvealizar este
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"Ha caminhos ha 1luz

qualquer situag¢3o”.
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A Paz €& a unica forma de nos

sentirmos realmente humanos”.
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