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Em Irosophila. como em outras espécies de dipteross. vários

pufes podem ser observados ao longo dos cromossomos politênicos de

larvas e em alguns tipos de células dos adultos. Ds pufes são

visíveis como dilatações de algumas regiões dos cromossomos. que

resultam do acúmulo de RNA e proteínas. Cada um desses pufes inclui

uma secção do EDNA do asenomas da qual o RNA é transcrito. À

transcrição do UNA cromossômico pode ser considerada como

expressão da atividade dos genes. e o padrão dos pufes em tipos

particulares de células pode. assima representar o padrão de seus

genes ativos CEERENDES,., 1972).

Os conhecimentos que se tem hoje sobre os pufes resultaram

da soma dos dados de muitos autores. incluindo desde as observações

de EGALEIANI (1881), em Chironomues., e os trabalhos de HEITZ & RAUER

(1933) em Eibios KHKETZ (1935) em Sciara., BRINGES (1935) e EBAUER

(19346) em Wrtrosophila, EREUER à& FAVAN (195959) em KWhynchosciara,.

EEERMANN (19564) em Chironaomes, entre outros. até observações mais

recentes envolvendo técnicas de isolamento e sequenciamento do DNA

e análises mais sofisticadas de seus produtos

proteicos (por exemplo, BURTIS et al... 1990: THUMHEL et al... 1999:

ASHEURNER, 1999).

liesde a década de 1950, sabe­se que o padrão de pufes em

tecidos larvais. por exemplos de Chironomes. Inrosophila ou

Rhynchosciaras muda de maneira regular durante o desenvolvimento

(BECKER. 19597 FAVAN & BASILE, 1i9P9ó64). Essas mudanças na atividade

dos pufes são controladas pelo mesmo hormônio esteróide que controla

o desenvolvimento dos insetos. à ecdisona C(CEECKER., 1959: CLEVER &
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KARLSON,. 194905 ASHEURNER & RICHAROS., 1974). Sabe­se também que pufes

tardios podem estar sob o controle de pufes precoces. cujos

produtos. em alguns casos. hoje estão identificados como proteínas

de ligação ao UNA (minirevisão em ASHEURNER,. 19908),

Às mudanças na atividade de pufação durante D

desenvolvimento normal foram descritas para várias espécies de

divrersamplhila., como WWW. melanogaster (CASHEURNER., 197843. DD. 19783). MM.

hydei (C(CEERENDES., 1972), E. pseudoobscura (CSTOCKER & KASTRITSIS,.

179782). O. subobscura (FRUTOS & LATORRE, íP390: PASCUAL et al. 1985)

e O. guancihe (MOLTOS et al... 1783),

Em adição às mudanças na atividade gênica correspondentes

ao padrão normal do desenvolvimento, há mudanças que ocorrem como

consequência do efeito de uma variedade de injúrias ambientais como.

por exemplos tratamento com altas temperaturas. À descoberta da

indução de um conjunto específico de pufes por choque de temperatura

(RNITOSSAA 1949) contribuiu para à análise da estrutura e função

gênicas em Orosophila. O trabalho de RITOSSA mostrou que o padrão de

Pufes pode ser bastante perturbado por influência do ambiente

externo.

Em 1964. RITOSSA ampliou o conhecimento dos agentes que

poderiam efetuar mudanças na pufação e especulou que essas mudanças

resultam de "alouma modificação quimica associada com o desligamento

da fosforilação oxidativa”.

Nepois do estudo de RITOSSA (1968). muitos trabalhos

foram publicados à respeito da indução de pufes por choques de

temperatura (para revisão ver. por exemplo. EERENGOES & HOLT. 1964:

ASHEBURNER & CONNER,., 1979: PASCUAL & FRUTOS, 1788).

FZ
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16 17 18



3

DO conhecimento dos fatos citológicos relacionados à c2sse

fenômeno resultou também de vários outros trabalhos (RITOSSA, 17643,

iPó4ar EBERENDES et ala 19657 BREUGEL.,  1794646% ASHERURNER, 177892;

ELLGAARD, 197P: LEWIS et al... 1975, entre outros). Assim: verificou

se ques se as larvas de Irmosoephila ou 05 seus tecidos excisados são

submetidos a um breve choque de temperatura (por exemplo, 49 minutos

a 37%, sendo a temperatura normal de cultura 259%), o5 pufes são

induzidos em poucos sitios específicos. for exemplo. em ft.

melTanogaster há nove pufes induzidos pelo calor C(ASHEUENER,., 19783) e

em MW. hudei há seis (EFRENDES et alo. 19645), Verificou­se que &&

indução dos pufes. em Mtrosophila, in wivo. é muito rápida. ocorrendo

dentro de um minuto do aumento na temperaturas embora os pufes

continuem a aumentar no tamanho. regredindo em seguida. DO tamanho

máximo dos pufes induzidos nesse aênero foi encontrado em função da

severidade da temperatura de choques pelo menos até 2 temperatura

letal. À indução requer RNA. mas não a sintese de proteínas. Mas. na

ausência da síntese de proteínas. 03 pufes induzidos não consequem

reoredira & menos que a temperatura retorne ao normal to pufe 48EC

de MM. hydeil é uma exceção segundo LEENDERS & EBECKERS. 1778). D

prolonaamento da temperatura de choque (por exemplo. por mais de uma

hora). resulta em mudanças adicionais na atividade dos pufess! a mais

notável é o fato de que todos os outros pufes. os pufes ativos antes

do choque de temperaturas. regridem (ASHEURNER & BONNEK, 197%),

À indução dos pufes de choque de temperatura em órgãos

isolados de Wvrosoerhila demonstrou que à resposta não requer O

oraaniemo intacto e que não é especifica do tecido nem do estádio

(SCHLESINGER et al... 178).
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TISSIERES et al. (1974) mostraram que o choque de

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

de proteinas especificas. denominadas hsps (heat shock proteins).

Quanto à síntese de RNA e das proteinas especificas. em resposta ao

choque de temperatura. todos 05 tecidos de Irosophila à apresentam.

incluindo linhagens celulares em culturas de tecido permanentes

CASHEURNER & BONNER,. 14979),

Não apenas Mhrosmekilas mas todos os organismos já

estudados. unicelulares e multicelularess respondem ao calor de

forma semelhante. A resposta é conhecida como um sistema genético

altamente conservados existindo desde à arquebactéria até à

ecubactéria. nas plantas e nos animais C(LINDOUIST & CRAIG. 1988),

Embora certos fatos da resposta variem de oroaanismo para

organismos muitos são universais ou quase universais. Às proteínas

mais conservadas são aquelas codificadas pelas famílias de genes HSP

7% e HSP 99, em resposta a temperaturas elevadas C(LINDOUIST & CRAIG.

1788).

Como já foi mencionado, uma resposta similar à do choque

de temperatura é induzida por uma variedade de outros agentes

causadores de estresse (ATKINSON & WALDERN., 1985: LINDOUIST, 1986:

SCHLIESINGER. 1984). Em células de cucariotoss as Ejs foram

induzidas pelo dióxido de carbono C(BARETTINO et al.. 149808). pelo

etanol (LI. 19783). por arsenito (VINCENT & TANGUAY. 19892). por

anoxia (SACHS et al... 1980; ROFF et al... 19835] 3: BONORINO & VALENTE,

1990), pelo cádmio (COURGEON et al... 1984: KEYSE & EMSLIE, 1999) e

Pelo peróxido de hidrogênio (COURGEON et al... 19988). Embora os

indutores efetivos variem um pouco de organismo para oraanismo,

esses agentes mencionados induzem à síntese de proteínas em quase
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todas as células. Além disso. às próprias heps ou parentes muito

próximas das mesmas estão presentes em todos os organismos. às

temperaturas normais. e desempenham papéis vitais na função celular

normal. Este achado forneceu informações importantes sobre a função

molecular especifica das hsps C(LINDOUIST & CRAIG,. 1988).

Uma suposição colocada precocemente e persistente ainda

sobre à resposta ao choque de temperatura é que as hsps protegem as

células dos efeitos tóxicos do calor e outros tipos de estresse,

suposição para a qual existe um bom suporte C(VELASQUES & LINDGUIST.

1984: LINDUGOUIST & CRAIG. 19890). Em todos os organismos. à indução

das hsps é extraordinariamente rápida e intensa o que está de acordo

com a noção de uma resposta emergencial. Além disso. há uma forte

relação entre à temperatura de indução e o ambiente do organismo. Em

diferentes organismos: à resposta é induzida em temperaturas que

podem ser muito diferentes. Assima =e2mM Irosophila melanogaster. à

indução ocorre entre 33 e 37%. temperaturas comuns em dias quentes

de verão (LINDOUIST., 19989). Em bactérias termófilas que crescem a

50TD, as proteínas são induzidas quando a temperatura é elevada para

68% (DANIELS et al.. 1984). em mamiferos. por temperaturas de febre

(LI & LASZLO. 1985) e; em feijão soja, são induzidas nos campos de

plantação. em dias de muito sol (KIMEEL & KEY. 1985),

LINDOUIST & CRAIG (1988) citam um exemplo interessantes.

dado por uma variedade de patógenos dimórficos cujo ciclo de vida

Ocorre. parte em temperaturas frias e parte em temperaturas quentes,

nos mamíferos hospedeiros. Esta mudança na temperatura é acompanhada

pela indução das hsps.

Um aroumento muito forte na indicação de que as ksps têm

função protetora é dado pela correlação entre sua indução = às
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indução de termotolerância. l[xperimentos de termotolerância com

delineamento semelhante e mesmo resultado foram realizados em

cultura de células 2 uma grande variedade de organismos. incluindo

bactérias: leveduras. fungos. plantas de feijão soja. moscas de

fruta e camundongos. A observação hásica é que um grupo de células

OU Ooraanismos morre rapidamente quando mudado diretamente de sua

temperatura normal para altas temperaturas. enquanto um grupo ao

qual foi dado um pré­tratamento com calor produz hsps e morre muito

mais devagar. Além disso. o préê­tratamento induz tolerância para

outras formas de estresse e outras formas de estresse induzem

tolerância ao calor. Assim. aparentemente. as proteínas de choque de

temperatura induzidas por estresses moderados protegem o organismo

de estresses mais severos. Porém. há circunstâncias em que à indução

da termotolerância não se correlaciona com à indução de proteínas de

choque de temperatura. For outro lados como já foi mencionados. as

hsps. ou proteínas relacionadas. produzidas & temperatura normal.

possuem função vital em células normais. Seus papéis na função

celular normal fornecem dados importantes para ecesclarecer sua

suposta função na termotolerância (revisão em LINDOUIST & CRÁIG..

1788).

Além de seu papel protetora já mencionado. foi postulado

também que as proteínas de choque de temperatura têm um papel

importante durante o desenvolvimento embrionário C(EENSAUDE et al...

1983), na indução hormonal em 0. melanmnegaster CIRELAND & GBERGER.

i982) e no crescimento normal das células C(CZIMMERMAN et al... 1983),

Entretantos sua função celular precisa permaneceu obscura até

recentemente. como veremos mais adiante,
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As relações dos genes de choque de temperatura com àas

bandas dos cromossomos politênicos foram analisadas por GAUSZ et al.

(1979). SIEMESHIN et al. (1952), MOHLER & FARQUE (í98P., 1984) entre

outros.

JUNO et 21. (1972) mostraram para uma pequena região do

cromossomo X que cada grupo de complementação genética pode ser

mapeado em uma só banda. Embora tenham sido encontradas exceções

esta situação. LEFEVRE (1974) admitiu aque na maioria dos casos deve

haver correspondência entre bandas e grupos de complementação. GAUSZ

et al. (1979) analisaram uma reoião de deficiência de nove bandas do

cromossomo 3 de MN. mwmelanogaster, estendendo de 87C1 (região do

9rande pufe de choque de temperatura 87C14) à 87C9 inclusive. Foram

identificados cinco grupos de complementação entre as bandas 8704­5

e 87C9, sendo um grupo de complementação por banda. com exceção do

grupo À que está localizado em S7C4­5. Por meio da análise de

mutações, verificou­se que cada oIrupo de complementação deve

representar um único loco funcional. À incapacidade de induzir

mutações no loco do pufe 87C1 foi considerada consistente com à

idéia de que os pufes 87A7 = B7Ci são devidos à uma duplicação das

mesmas sequências codificadoras.

Também o loco do pufe de choque de temperatura 93 DD de MW.

melanogaster foi analizado por meio de deficiências superpostas

(MOHLER & PARQUE, 1982). Os dados permitiram mapear esse pufe entre

os pontos de quebra DOFC3RWDIEDPA e DFIOSRIGCIA,

Já SEMESHIN et al. (19890) cecstudaram por microscopia

eletrônica as regiões que correspondem aos pufes de choque de

temperatura 87h e 87C en O. melanogaster N. simulans.

verificaram que o pufe 87A em ambas as espécies devido à expansão
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de quatro bandas finas C(S7AS­9). Na formação do pufe 987C,., porém. há

participação de quatro bandas em 0. melanogaster (87EÍ13­1597. Ci).

de apenas três em HU. similans (97013­153).

À organização molecular dos genes de choque de temperatura

foi analisadas. entre outrosa por HOLHGREN et al. (1977),  ISH­

HORDWUICZ et ala (19779). ISH­HOROWICZ & PINCHIN (1989). VOELLIHMY et

al. (1981) e SOUTHGATE et al.(1983). Muitos desses trabalhos foram

baseados em estudos de deleções,.

HOLHGREN et al. (1979) clonaram ONA dos locos de choque de

temperatura 63EC e 950 que codificam respectivamente as proteínas de

choque de temperatura de 823.000 2 6498.0299 daltons. Essas sequências

Ocorrem uma só vez no genoma haplóide. Sequências complementares &o

RNA mensageiro da proteina de choque de temperatura de 72,622

daltons, que estão presentes nos sitios B7A e 87C. estão

representadas cinco vezes. duas no primeiro e três no segundo desses

locos. Os autores verificaram que as cópias de 87A e 87C diferem em

uma região de algumas centenas de pares de bases. próxima da

extremidade 985" do RNA mensageiro. e que as duas classes de RNÁ

mensageiro são encontradas nos polissomos depois do choque de

temperatura. Uma hkomologia considerável foi encontrada entre às

sequências para à bhsp de 48.290282 daltons presente no loco SSD e

sequência para à kbhbsp de 79,000 daltons localizada nos locos 878

B7Cs e entre estas sequências e um sitio em 870.

ISH­HOROWICZ et al. (17979) e ISH­HOROWICZ & FINCHIN (196809)

analisaram o ONÁ ausente em um ou outro dos locos 87A7 e 87CÍí para

determinar a organização genômica das sequências que codificam à hsp

70, em ambos. Foi verificado que o loco 87487 tem dois genes HSF 79

em orientação divergentes. com cerca de 1.762 pares de % entre
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eles. O loco S7Cí é muito grandes. contendo um gene HSP 729 separado

de dois outros aenes HSF 70, em tandems por uma região de cerca de

39,900 pares de bases. Essa região separadora produz o tipo

secundário de transcritos alfa e beta induzidos pelo calor.

encontrados no sitio 987Ci. cuja função não é conhecida e que talvez

não sejam traduzidos em proteinas. Às sequências alfa. beta e hsp 79

presentes no loco 87Cí.s estão contidas em dois fragmentos de

restrição Eco RI.

VOELLHÁY et al, (1981) analisaram um seamento de DNÁ

isolado do sitio cromossômico ó7E de MW. melanogaster. verificando

que esse sitio contém quatro genes de choque de temperatura

fortemente lioados. Os quatro oenes codificanm RNÁS mensageiros

induzidos pelo choque. Encontram­se agrupados em um segmento de 44

kilobases (Kb) e são separados por espaçadores de 1.0 — 4,7 Kb. Três

desses genes exibem polaridade alternadas. indicando que apesar de

estarem bastante próximos: provavelmente os quatro genes são

organizados como unidades de transcrição individuais.

SOUTHCGATE et al. (1983) analisaram o sequenciamento dos

quatro genes para proteína ksp agrupados no loco 87E de W.

melamogaster. Mais de 58.252 nucleotideos. incluindo as regiões 5º e

3" desses genes. foram determinados juntamente com à sequência de

raminoácidos esperada, Cada gene possui os elementos de sequências &

e 3" caracteristicos dos eucariotos e uma única região codificadora

de proteína não­interrompida. Os quatro polipeptiíideos codificados

(19147. RO6: 23 e 23xó kilodaltons) têm um segmento homóloso de 428

residuos de aminoácidos. representando S1i%X à SPX

comprimentos, Esta região é ladeada por sequências cujo comprimento

e composição de ácidos aminados são diferentes.
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As hsps predominantemente induzidas podem ser. geralmente,s

classificadas em três aorupos principais. com base nos seus tamanhos

moleculares! de 89 a 90. de 65 a 75 e de Pê à 39 k0. O último grupos

o das hsps de baixo peso molecularas está bem caracterizado em

células de Irmosophila (MARTINS DE Sá et al, 19879),

Verificou­se que as pequenas hesps existem como complexo no

citoplasma: formando uma banda caracteristica no oradiente de

densidade. incluindo proteina e RNA ( ARRIGO et al... 19985),

Fensou­se que algumas hepsús estives: primariamente

associadas com o núcleo durante o choque de temperatura (KLOETZEL &

BAUTZ. 19983). Foréms outros dados indicaram que às hsps estão

associadas com os filamentos intermediários do citoplasma e que sob

o choque de temperatura esses elementos do citossqueleto associamese

à membrana nuclear. Assims parece que às peduenas kesps existem

essencialmemte no citoplasma enãono núcleos como previamente

suposto com base no fato de que após grande estresse elas são co.

isoladas com o nucleo (LEICHT et ab... 1984).

D orupo mais heterogênco de hseps é constituido 6

quenas proteinas de 90 a 30 k0. às quais formam um padrão

caracteristico em gel de eletroforese mono e bidimensional. pós

verificação da similaridade entre este padrão de proteinas 2 aquele
do suborupo citoplasmático de ribonucleoproteiínas MENSADEÍras

(RNPSM) que mais tarde foram identificados como pertencentes aos

prossomos. foi dada atenção à possivel inter­relação dos dois tipos

de pequenos complexos citoplasmáticos de RENF. as hsps e os prossomos

(VINCENT et al... 1983 e SCHHID et al... 1984).

Os prossomos são um tipo de RNP citoplasemático ubiquo e

subcomp 1lexos de ENFm livres. =: partículas de morfologia
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caracteristica foram observadas primeiramente por microscopia

eletrônica em frações de ERENF de células Hela e mais tarde

identificadas como sendo uma entidade bioquímica. Ds prossomos

compostos de 85% de proteinas e 15% de RNA (RNAPIC(SFPOHNR et al... 1970

e SCHHID et al... 1784).

Os PYrossomos constituem uma classe uni forme

mor fologicamente e biofisicamentes. de particulas com 42 nanômetros

de largura e forma de framboesa: variáveis na composição de

proteinas == RNA. em função do tipo celular. e quanto à população de

RNAm (com à qual estão associados. Um mínimo de 85 proteinas

prossômicas 2 aproximadamente o mesmo número de RNAÃSsp foram

observados em vários tipos de células e espécies. Algumas das

proteinas dos prossomos são Ffosforiladas., ADP­ribosiladas Ou

galicosiladas. tendo algumas. atividade de protease., O uso de

anticorpos monoclonais específicos dos prossomos (MAbs) revelou que

os antiogenos prossômicos podem também ser observados no núcleos. onde

eles se associam com 02º cromossomos transcritos e a matrix nuclear.

Além disso os prossomos (te desse modo o RNEmM) foram encontrados nos

filamentos intermediários do citoesqueleto (revisão em MARTINS de SÁ

et al... 1989).

ão nivel da síntese de RNA. há pelo menos três respostas

distintas ao choque de temperatura em tecidos de WIrosophila: 2

indução da intesse de uma classe de RNAS (RNÁS de choque de

temperatura) alguns dos quais (não todos) são traduzidos em hspsti à

supressão da síntese da maioria dos outros KRNAS mensageiros (não se

incluem aqui aqueles que codifican para histonas ou aqueles

codificados pelo genoma mitocondrial)t e à interrupção do

processamento normal do produto de­transcrição primária dos cistrons
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de RNA ribossômico 58 e 1985 + 285 (revisão em ASHEURNER & EONNER.

197%).

As mudanças na sintese de RNA. resultantes do choque de

temperatura. podem ser constatadas de vários modos. Autorradiografia

de cromossomos politênicos. após incorporação da uridina ­— HH no

RNA; mostra que os pufes de choque de temperatura são sitios de

sintese de RNA induzido recentemente. e que como consequência do

choque de temperatura. pufes preexistentes param de incorporar o

precursor (RITOSSA. 1964h: TISSICRES et alo. 19747: EBONNER & PARNUE,

1974).

À mudança no padrão de transcrição resultante do choque de

temperatura está refletida na mudança da distribuição da RNA

polimerase II e outras proteínas cromossômicas. detectadas por

imunoquimica ou interferometria. Há uma migração acentuada desses

componentes para os sitios de pufe de choque de temperatura (por

exemplos HOLTs 19795: FPLAGENS ett alho 179741: SILVER & ELGIN., 1977:

JAMRICH et als 1977a4  GREENLEAF et al... 19781 MAYFIELO et als

197781 SPRUILL et al... 1978).

O choque de temperatura resulta também na diminuição da

RNA polimeras= II de regiões cromossômicas que não formam pufes de

choque de temperatura e no aumento do nível de coloração

fluorescente para esta enzima no nucleoplasma (JAMRICH et cal...

1977b).

DO acúmulo de sequências de RNA especificas do choques. nos

sitios dos pufes. foi demonstrado por hibridização citológica de

sequências de UONÁ complementares ao RNÁ do pufe C(LIVAK et al...

19798). Consequentemente., inibidores da sintese de RNÁ., como por

exemplo à actinomicina DU ou à alfa­amanitina. bloqueiam à indução
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dos pufes de choque de temperatura e à migração da KRNÁ polimerase II

do sitio do pufe (RERENDES, 1968; ELLGAARO & CLEVER, 49741 HOLT &

KUIJFERS., 1972: COMFTON & MCCARTHY. 1978).

Em células de cultura de tecidos. os RNAs de choque foram

analisados por eletroforese (SPRADLING et al... 1777) e por

hibridização citológica de cromossomos politênicos (McCKENZIE et al..

19751: SFPRADLING et al... 1975%% HENIKOFE & MESELSON, 19775 LUESEN et

ala. 1978).

À cinética da síntese de RNÁ foi estudada por SEFRANLING et

al. (1977) e por McCKENZIE (1976). A taxa de acumulo da maioria dos

RNAÃS de choque aumentou com o aumento da severidade do choque com

um máximo dependente do meio de cultura dos tecidos e

condições do crescimento celular (SEFRADLING et al... 1977),

O RNA polissômico de células submetidas ao choque de

temperatura inclui mensageiros para o5 polipeptiídeos de choque. RNA

polissômico 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 2258 e outra de 1488.

Essas sequências de RNA estão ausentes; ou presentes em baixa

concentração. em RNA polissômico de células controle.

Fosteriormentes, oO fracionamento do RNA polissômico de choque foi

realizado por eletroforese sob condições de desnaturação (revisão em

ASHRURNER & EONNER, 1979),

Entre os RNAÁS POS de 0. melanogaster;, à maior espécie (0,4)

hibridiza. im situ. preferencialmente com o pufe SSEC. o segundo em

tamanho (As)s com os pufes 87A e 87C e o menor (As). com o pufe

À menor espécie (A4) hibridiza com os pufes B7A e 87C,;, embora

quatro vezes mais com o segundo que com o primeiro, À resolução
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eletroforética dos RNAS 485 provavelmente inclui sequências

complementares do pufe é7B. Ds cinco pufes mencionados são os

maiores pufes induzidos pelo calor em 8. melanogaster. Até agora. as

sequências que hibridizam com 05 menores pufes de choque de

temperatura ES: espécie (338, 64F e 70A) não foram claramente

identificadas. talvez por ser a concentração, desses RNÁSs

relativamente baixa (SFPRANLING et al... 1977).

Recentementes tem sido atribuída à várias proteínas de

choque de temperaturas à função de chaperonas moleculares (ELLIS.

1990).

Chaperonas moleculares são proteínas que mediam

dobramento de outros polipeptideos e. em alguns ca:

associação em estruturas oligsoméricas. Um aspecto importante

definição é que à chaperona não participa da estrutura finalizada

(HIGHTOWER., 1991).

à família proteica de choque de temperatura bsp 99 é

mais abundante expressa em células normais dos ecucariotos. sendo

altamente fosforilada nas serinas e treoninas e localizada no

compartimento citoplasmático das células. Uma pequena fração dessa

proteína miora para o núcleo depois do choque de temperatura

C(SCHLESTINGER., 17992).

À proteina hsp 90 participa na maturação de outras

proteinas. da modulação da atividade proteicas no Aso

receptores de esteróides livres de hormônio (hksp 989 liga­se com

receptores de glicocorticóides que assim são mantidos em uma

conformação inativa até serem ativados pelo tormôónio). e do

transporte intracelular de algumas quinases recém­sintetizadas

(SCHLESINGER, 19907; UWUIFECH et al... 1999),
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Uma caracteristica de todos esses processos dos quais &

hsp 90 participa é àa dependência da estrutura proteica., Essa

proteína é uma chaperona molecular envolvida na manutenção de

proteínas celulares na forma inativa. sendo portanto. capaz de

reconhecer er se ligar a proteínas não­ativas. dessa Forma

influenciando o seu dobramento no estado nativo. À ação da hsp 99

não depende da presença de nucleosideos trifosfatos. de modo que ela

deve usar outro mecanismo molecular na ajuda do dobramento molecular

im wivo (WIECCH, et al... 1992).

âssima estudos recentes sugerem um papel central para

proteínas de choque de temperatura e suas partes constitutivas na

mediação de interações proteina­proteinas no dobramento das

proteinas e no transporte de proteinas através das membranas.

Segundo HIGHTOWER (4994) existe evidência de uma aoreoação

de proteínas desnaturadas com à proteina cognata de choque de

temperatura de 70 kJ (Hsc 79) (Comnatos são membros constitutivos de

familias de proteinas de estresse que funcionam na fisiologia

celular normal). Isto indica que a proteína hsp 79 deve participar

do “salvamento” das proteinas desnaturadas. solubilizando­as e

facilitando seu redobramentos ou talvez “"chaperonando­as" aà& um

sistema degradativo. Segundo esse autor. essas proteínas migram para

os nucléolos danificados de células de mamíferos submetidas so

choque de temperaturas 2 à recuperação morfológica dos nuclêéolos

correlaciona com o retorno da hsp 79 ào citoplasma. quando o reparo

foi completado.

Alguns trabalhos indicaram aque a adaptação térmica

nível celular está associada com mudanças na resposta ao choque

temperaturas sugerindo à& possibilidade de que a adaptação
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stresse pelas células em cultura e pelos oraanismos no ambientes.

podem requerer mudanças nas chaperonas.

À síntese das hsps está sujeita a controle em dois niveis.

transcricional e pós­transcricionals nas células de eucariontes

(CRAIG. 19852 LINDOUIST, Í984),.

À transcrição induzida pelo choque de temperatura é

mediada por um elemento de controle positivos o elemento “heat

shock” (HSFE). definido como três repetições (im wivso podem ser

complexos maiores) de um módulo de cinco nucleotideos (NGAAN. sendo

na nucleotídeos menos fortemente conservados) arranjados em

orientação alternada. Cópias múltiplas do HSE ocorrem à montante

C'upstream") de todos o5 genes de choque (CLOS et al... 1990),

Im witktro um ativador transcricional chamado fator “heat

shock" (HSP) liga­se aos HSEsS e ativa a transcrição dos genes de

choque de temperatura. À sequência dos HSE mostra alta conservação

no processo evolutivo. enquanto os HSF purificados de Saccharomgces

cerevwisiae. Irosnsehila e células humanas diferem quanto ao tamanho

molecular. sendo de respectivamente 159, 119 e 83 kl. À clonagem dos

HSF de Mrosophila e S. cerevisiae mostrou que suas sequências são

altamente divergentes. exceto nas regiões importantes para ligação

ao ONA e para oligomerizaçãos 8. cerevíisiae e os eucariotos

superiores diferem também na reoulação da atividade dos HsF. No
primeiro organismo o HSF está ligado constitutivamenteoe Ez

aparentemente estimula à transcrição quando é fosforilado sob choque

de temperatura. Na MIrosophila e células de vertebrados. o HSF é

incapaz de se ligar 20 HSE fora das condições de choque de

temperatura. Contudos o HSF de células humanas também se torna

altamente fosforilado após o choque de temperatura. Verificou­se
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também que em células de S. ponbe o HSF só se liga ao DUNA após o

choque de temperaturas não sendo. portanto. esta. uma caracteristica

diferenciadora de eucariotos inferiores e superiores (minirevisões

em CLOS et al... 1799: SORGER, 1991),

CLOS et al. (1999) mostraram que o HSF de XtrosopPhila tem

uma afinidade intrínseca pelo DONA à qual é reprimida quando não está

sob condições de choque de temperatura im wiswo, estando assim sob

controle negativo.

As observações sugerem que nas células animais a ativação

do fator de choque de temperatura (HSF) envolve dois passos

distintos! primeiros à indução da ligação ao ONA para formar um

complexo entre o fator e os promotores dos genes de choque de

temperatura e. segundos à fosforilação do fator para criar um

complexo com alta atividade transcricional. Em &8&. cerevíisiae à

indução pelo choque de temperatura envolve só o segundo passo (mini­

revisão em SORGER, 149941).

Os trinta anos que decorreram desde que RITOSSA (196582) fez

a sua primeira observação sobre os pufes de choque de temperaturas

permitiram assima acumular uma vasta literaturas descrevendo os

fenômenos que ocorrem em resposta à esse tipo de estresse. Aplicando

técnicas tão variáveis quanto observações ao microscópio comum &

eletrônicos medidas cristalográficas de raios­X. estudos' físico»

químicos e análise molecular. muitos conhecimentos foram obtidos. Só

agora. poréma inicia­se o conhecimento do verdadeiro papel da

resposta ào choque de temperaturas seu controle e à verificação de

que sua importância pode refletir­se inclusive na própria evolução

dos organismos. Isto parece justificar à extensão do estudo dessa

resposta à outros organismos. Com esse objetivos no presente
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trabalho procuramos analisar ao nível da síntese proteica e

padrão de pufes nas olândulas salivares. à resposta à choque de

aquecimento e resfriamento em duas espécies relacionadas. Iirosoplhita

mulheriá e MM. arizonensis e seus hiíibridoss à fim de detectar

possíveis diferenciações estabelecidas entre elas no decorrer da

evolução.

Essas duas espécies foram previamente analisadas quanto so

polimorfismo cromossômico C(WASSERMANN. 17582). quanto ao isolamento

reprodutivo e diferenças no desenvolvimento (CROW. 19481) PATTERSON.

1947% EICUDO & RICHARDSON. 1977, 1978: GICUDDO., 1979). quanto 30

padrão de esterases (CERDON., 14988) e auanto à presença de mecanismos

reguladores relacionados aos processos de amplificação sênica &

dominância no controle da atividade oraanizadora nucleolar (EICUDO &

RICHARDSON. 4977 EICUDOD, 14979. 1i9SBias Da o. i7POBA 19983), Todos

ESSES estudos mostraram que às duas espécies apresentam

caracteristicas diferenciadas nos aspectos analisados. abrindo hoas

perspectivas para à abordagem pretendida no presente trabalho.
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IT. HATERTAIS E MEÉTONOS

1. Espécies Utilizadas

ns Pspécies Tr os eme ha À 1a mullieri e TN. AT izonemsis

(atualmente WU. arizonae., RUIZ et ala. 1999). utilizadas no presente

trabalho: como acontece com a maioria das espécies do subarupo

mulleria estão associadas à cactos. na natureza e. por isso. SU)

área de distribuição está ligada & distribuição desses vegetais,

Ambas ocorrem nos EJLELQJAJA e no México sendo. as linhagens

analisadas. procedentes de Guayaleios Tamazunchales, México E

originariamente obtidas dos estoques da Genetics Foundation. da

Universidade do Texas. em Austin. U.S.A. Essas linhagens vêm sendo

mantidas no Departamento de Biologia do Instituto de ERiociências.

Letras e Ciências Exatas de São José do Rio Pretos UNESP. desde

iT7E.

A manutenção das espécies. em laboratórios. tem sido feita

em garrafas de 1/4 de litro. contendo meio de cultura de banana e

agar­agar.a e à temperatura de 2P20C + 19C,

2. Estádio do Eescnvolvinento e Temperaturas de Experimentação

No presente trabalho, foram utilizadas larvas de 3º

estádio tardio de WrosopPhila mulleris NU. erizomensis e seus hibridos

Fis cuja temperatura de desenvolvimento foi de 22990 + 10C, Fara os

tratamentos foram utilizadas as temperaturas de 41290C, 2801
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(controle) e 37%, As larvas assim tratadas foram utilizadas para

preparações cromossômicas de glândulas salivares e para

eletroforese. Nas preparações citológicas foi utilizada à& metade

posterior das glândulas salivares e» nas Preparações para

eletroforese. as glândulas inteiras e também às larvas inteiras.

Ds choques de temperatura foram aplicados em Estufa de

Cultura modelo 998 CR­FANEM Ltdas regulada à 370C 2 Estufa

Incubadora para B.0O.D. — FANEM Ltda. regulada à 1200,

Às incubações para os choques de temperatura foram

realizadas de várias maneiras. procurando obter­se os melhores

resultados. em cada caso.

À cecolha da fase do desenvolvimento e das temperaturas

foi precedida de observações sobre o desenvolvimento de ovos =

larvas das duas espécies. submetidas continuamente ão resfriamento

(198%) ou aquecimento (3790), como seque:

a) ovos. com idades que variaram de 29 à 24 horas:

b) larvas recém­nascidass com + 35 horas decorridas após

oviposição:

larvas de iº estádio (Li) com até aproximadamente 45 horas. com

grande capacidade de movimentação sobre o meio e espiráculos

anteriores ainda não visíveis:

larvas de 2º estádio (LPS) com aproximadamente 1608 hovrasa

apresentando movimentação sobre o meio e espiráculos anteriores

pouco desenvolvidos:

larvas 3º estádio inicial (LSA) com aproximadamente 445 horas.

muito móveis. preferencialmente imersas no meio. com espiráculos

anteriores brancos:
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f) larvas de 3º estádio tardio (L9B) com aproximadamente 298 horas.

com espiráculos anteriores amarronzados. pouco móveis e; EM

geral. localizadas nas paredes dos frascos de cultura,

À incubação dos ovos e larvas de diferentes idades Foi

feita em placas de Petri plásticas. contendo meio de cultura de

banana e agar­agars previamente aquecidas à 3798 ou resfriadas à

1i00ºC conforme o caso. Neste procedimento. incubamos cinco placas de

Fetri de cada fase larval. sendo que em cada uma das placas eram

colocadas dez larvas. Cada uma das placas era observada três vezes

ao dia.

DZ. Obtenção de Laryvas de Doosoehila mulleri e DR. arrmonemsis

fis larvas de 3º estádio tardio das espécies parentais eram

obtidas de garrafas de 1/4 de litro e também de cruzamentos em tubos

e caixas de população. mantidos à 22900 + 40C, Elas eram coletadas

entre as que já haviam abandonado o meio de cultura = permaneciam

imóveis nas paredes dos vidros. à medida em que as larvas iam sendo

coletadasa eram colocadas em vidros de relógio contendo algumas

gotas de solução fisiolócnica de GDemerec C(UOFEKEREC & KAUFMANN, 1945),

Em seguidas cram observadas ao microscópio estereoscópico (Wild

Heerbrugog modelo MB) e às larvas de 32 estádio tardio. aque se

caracterizam por apresentar espiráculos anteriores amarelos. eram

imediatamente submetidas ao choque de temperatura,
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4. Obtenção de Larvas Híibridas FZ

As larvas hibridas Fi foram produzidas pelo cruzamento de

fênecas de WWW. malleri e machos de MW. arizomensis., Esses hibridos

forama inicialmente: obtidos pelo processo de cruzamentos “em

massa”. preparados em caixas de populaçãos seguindo a técnica

descrita por EICUNO & RICHARGNSON (1978),

Cada cruzamento "em massa” envolveu ­ UEO de

aproximadamente 209 casais. por caixa. As fêmeas viraens e os machos

permaneciam separados. em tubos. até à idade de sete à dez dias

quando entãos eram reunidos nas caixas de população. As caixas de

população eram de acrílico incolor. tendo duas aberturas na base. às

quais adaptavam­se, com auxilio de fita adesiva. placas de fFetri

plásticas. contendo meio de cultura. Às placas eram trocadas. no

presente experimento. em intervalos de 48 horas. Quando as larvas

hibridas atingiam à fase de 3º estádio tardio. eram utilizadas para

as incubações nas três temperaturas. seguida de preparação de

lâminas ou eletroforese. DO sexo dos hibridos não pode ser

distinguido na fase de larva. devido ao desenvolvimento anormal dos

primórdios dos testículos que 05 torna semelhantes aos primórdios

dos ovários C(EICUNO & RICHAROSON. 1978).

Dutro procedimento para a obtenção das larvas hibridas Fi

envolveu o cruzamento "em massa” utilizando­se garrafas de 1/4 de

litro e aproximadamente 1809 casais. por garrafa. Em virtude de

nosesas viagens semanais entre Maringá e São José do Rio Preto. este

procedimento tornou­se mais viável por exigir menos manipulação: as

espécies parentais permaneciam por mais tempo (uma semana) nas

garrafas. após o que eram transferidas, Fara aumentar a
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produtividade. eram preparadas várias garrafas simultaneamente.

ES. Freparações Citológicas

Tah. Frocedimentos de incubação

Fara o estudo citológico utilizamos três procedimentos de

incubação:

As incubação das glândulas salivares em lâminas escavadas contendo

solução fisiológica de Demereca nas três temperaturas já

mencionadas. Em cada escavação da lâmina eram colocados. de um à

três pares de glândulas salivaresa e o tempo de incubação era de

uma hora.

incubação de larvas inteiras em placas de Fetri de vidros com

aproximadamente 5.5 cm de diâmetros contendo papel de filtro

embebido em solução fisiológica de Demerec e já previamente

mantidas nas temperaturas de choque ou controle. Em cada placa

eram colocadas várias larvas e o tempo de incubação era de uma

hora. Após esse tempos. era feita a dissecção das larvas para

extração das glândulas salivares. utilizando­se lâminas e solução

fisiológica de Demerec também submetidos às temperaturas de 109C,

2ONC(controle) ou 37%C. conforme o tratamento à que às larvas

seriam submetidas. Com este procedimento foram preparadas 722

lâminas de M. mulleri e o mesmo numero de N. arizonensis. sendo

1P0 lâminas por sexo e por tratamento. De larvas híbridas foram

preparadas 189 lâminas. sendo 42 por tratamento.
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Cc. incubação de glândulas salivares em lâminas escavadas contendo 49

ul de meio Grace (meio de cultura para insetos. GRACE. 19690). À

dissecção das glândulas salivares foi feita no próprio meio

Grace. km cada escavação da lâmina eram colocados de um à cinco

pares de glândulas salivares e o tempo de incubação era de uma

horas. em câmara úmida. Seguindo esse procedimentos. foram

preparadas 2349 lâminas de cada uma das espécies, sendo 248 lâminas

de cada sexo e de cada um dos tratamentos. Nas larvas hibridas Fa

foram preparadas 99 lâminas. sendo 39 de cada um dos tratamentos.

I.2. Freparo das lâmimas

As glândulas salivares eram isoladas e a metade posterior

das mesmas era transferida para a lâmina contendo uma gota de ácido

acético (solução aquosa à 45%). ai permanecendo por um minuto, Em

seguidas O excesso de fixador era retirado com papel absorvente e

procedia­se à coloração com orceina lacto­acética., por 5 minutos,

Fosteriormente. à orceina era substituida por ácido lático (solução

aquosa à 00%). permanecendo por 8 a 109 minutos: e então. à lâmina

era coberta com lamínula e submetida ao esmagamento conforme

ATHERTON & GALL (149798). às lâminas e lamínulas emprenadas nessas

preparações citológicas eram previamente lavadas cuidadosamente

(NANYA. 19864). Após O esmagamentos à lutagem era realizada com

csmalte incolor.

As lâminas eram guardadas no Freezer e analisadas no

fotomicroscópio Il. Zeiss (Doação FAPESP ­ Frocesso Biológicas

70/5648). e no microscópio Zeiss Standard Junior(89823)., com sistema

fotográfico MC ­ 43 automático acoplado (doação CNFq +­ EFrocesso
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no 428247/09).

TS.3. HNedidas de área dos pufes

Os pufes foram medidos: em fotoarafias. quanto à sua área

por meio de um planimetro de compensação OTT. marca Elphor (Eender &

Hobein —­ Alemanha).

À medida é feita seguindo com a aoulha do planimetro. no

sentido horário. à linha da borda da figuras que no caso é o pufe. O

rotor araduado gira e fornece à medida da área. À volta completa do

rotor corresponde à 4,099 mmº, Cada uma das suas 4100 subdivisões

corresponde. portanto. à uma área de 40 mmº. Com o auxilio do nônio

determina­se o décimo de um intervalo de divisão. Fara se determinar

o valor da área multiplica­se o valor encontrado por 4.

&. Eletroforese Tescontínua Utilizando Géis de Foliacrilamiíida

Contendo SNS (SNS — PAGE)

O princípio básico do ael de poliacrilamida é à formação

de uma “malha” entre o monômero acrilamida e seu comonômero de

ligação cruzada. à Ná N' metilenobisacrilamida (EIS). numa reação de

polimerização viniílica. À polimerização é realizada com o uso

catalisadoress como o persulfato de amônio e o TEMEN (CN. Ná Nº. Nº

tetrametilenodiamina). As qualidades mecânicas do gel e o tamanho

dos poros da "malha” são determinados pela relação de

acrilamida/bisacrilamida. D gel pode ser preparado em tubos (gel em

cilindro). ou entre duas placas de vidro (ael em placa).
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As caracteristicas de um gel de poliacrilamida são dadas.

de acordo com HJERTEN (149492) pelas relações:

concentração percentual total de ambos os monômeros:

porcentagem de ligações cruzadas:

peso de acrilamida. em gramasi

preso de bisacrilamiíida. em gramas:

volume da solução final em ml.

A eletroforese descontínua em 921 de poliacrilamida foi

descrita inicialmente por ORNSTEIN (19644) e DAVIS (19644). Esta

técnica consiste na separação de proteínas devida à descontinuidade

de tampãos de pH e tamanho dos poros do gel. Nesse sistemãs.: O

suporte em que ocorre a eletroforese é formado de dois q6is d

composições diferentest o o9el de empilhamento ou cecspaçamento

C'stacking gel”). onde ocorre à concentração da amostra em uma zona

de 1­100 um de espessura (WHITAKER. 19671 GORDON. 1969). E O gel de

separação ou de corrida C'running gel”). onde à amostra se separa em

seus componentes de acordo com o peso molecular. forma e carga das

proteinas individuais. D gel de empilhamentos que possui poros

grandes, é colocado sobre o gel de separação. de poros menores e com

concentração diferente de tampão.

Os aéis de poliacrilamida podem ser feitos em condições

que preservem à conformação nativa das proteínas ou em condições

desnaturantes rompendo­se as interações hidrofóbicas e às pontes
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dissulfeto (pontes S­S$) das proteínas. com o uso de detergentes.

como o SOS (dodecil­sulfato de sódio) e aocentes redutores de pontes

8­8 como o beta mercaptostanol.

SHAFIRO et all (1967) e posteriormente WEBER & OSEDRN

(1969) demonstraram que os pesos moleculares de polipeptideos podem

ser determinados em sistema descontinuo de eletroforese em gel de

poliacrilamida em condições desnaturantes. usando­se o SOS e agentes

redutores, Nessas condições. esses autores mostrarama que Da)

logaritmo do peso molecular (loa FM) de um polipeptideo É

proporcional à sua mobilidade relativa (RM) em relação à um corante

(em gerala o Azul de Bromofenol).a num oel de poliacrilamida de

concentração conhecida.

Sabe­se hoje que a interação das cadeias polipeptídicas

com o SOS resulta na formação de complexos SOhS­proteiíinas que

apresentam formas de elipsóides prolatos (em formas de bastão). no

qual esse detergente liga­se firmemente à cadeia de proteina na

razão de 141.4 gramas de SOS por grama de proteína (o aque dá

aproximadamente uma molécula de SOS para cada dois residuos de

aminoácidos). &AÀ carga nesativa das moléculas do SOS mascara à carga

intrinseca das proteínas. fazendo com que os complexos de SOS

proteinas tenham todos à mesma relação carga/massa e à mesma forma,

Consequentementes a migração eletroforética de polipeptídeos

complexados com o SOS depende unicamente do peso molecular dos

mesmos. Esse método permite a avaliação de pesos moleculares de

pPolipeptideos com uma acurácia em torno de 6% (VOET & VOET. 1999),
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tal. Freparo dos qéis

" primeiro passo na eletroforese descontínua é a

preparação dos géis., Neste trabalho foram preparados géis em placa

(STUDIER., 1973),

As soluções e tampões empresados foram adaptados dos

trabalhos de DAVIS (1944) e LACHKMLI (19780) 2 são descritos à seguir:

a. Solução estoque de acriiamida/bisacrilamida (solução a):

acrilamida à 39% é hisacrilamida a 2.98%. Essa solução deve ser

auardada em geladeiras em frasco escuro. À acrilamida deve ser

manuseada com cuidado por se tratar de uma neurotoxina.

Solução estoque de acrilamida/bisacrilamida modificada (solução

a'): acrilamida a 30% e bhisacrilamida à 1,6%. Esta solução deve

ser mantida em geladeira. em frasco escuro.

Tampão do gel de separação + SOS (tampão b 4x)! Tris (Tri­

hidroximetilaminometano) 1.5 HH ajustado à pH 8:68 com HCl é M «e

SUS a d.4%, Deve ser mantido na geladeira. em frasco escuro.

Tampão do gel de empilhamento + SOS (tampão c 4x): Tris 6,5 KM

ajustado a pH 6.8 com HCI 6 Ne SOS à Q.A4X. Deve ser mantido na

geladeiras: em frasco escuro.

Solução de persultfato de amônio à 2%. preparada na hora de usar.

O persulfato de amônio em pó deve ser armazenado em dessecador

para evitar sua hidratação. D uso de persulfato de amônio

hidratado ocasiona à formação de oéis irregulares ou impede à sua

polimerização. Neste trabalhos o persulfato de amônio foi

substituídos em muitos experimentos: por persulfato de potássio.

que não é higroscópico.
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f. TEMEID com aproximadamente 99% de pureza! este deve ser o último

componente adicionado à solução: dando início à polimerização.

Tampão de amostra:z Tris­HCl 29.2964285 M. pH 4.8 contendo SOS à AX.

glicerol a 10%, azul de bromofenol a 9,003%. Fluoreto de metil

fenil sulfonila (FPMSF. um inibidor de proteases) à 1 mi 2 beta­

mercaptoetanol a 4% (para redução de pontes dissulfeto). Deve ser

quardado no congelador.

Tampão de corrida! Tris a 0.925 MM. olicina a 94198 KM contendo

PÍX de SOS. ajustado à pH 98.3 com HCl é K.

Na Tabela 4 estão sumarizados 05 volumes de ásua

soluçóes­estoque necessários para o preparo dos géis de separação

nas concentrações indicadas. Na Tabela 8 estão sumarizados os

volumes de água e soluções­estoque necessários para o preparo

géis de empilhamento náã concentração indicada.

À polimerização dos géis era realizada entre duas pl

de vidro de 15SX17XO.5S cm. havendo um espaço entre elas de

milímetro de espessura formado pela introdução de espaçadore:

acrilicos colocados nos lados e no bordo inferiora e presos

garras. Fara vedação, passava­se uma camada de vaselina entre

espaçadores e as placas. Uma das placas apresentava um recorte com

dois centimetros de profundidade. no qual era adaptado um pente de

acrílicos com 44 ou 15 dentes. para formação dos poços de aplicação

das amostras.

Nas preparações dos géis de concentração a 190% (Cs2.6%).

eram mantidas na posição vertical. e o espaço entre às

mesmas era preenchido com a solução de polimerização do ael de

separação até a altura de 2.5 cm abaixo do limite superior da placa
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Tabela 1. Volumes de água e soluções­estoque para

preparo dos goéis de separação de diferentes

concentrações (volume final de 19 ml; Cs 2.46%).

18º 159 rms $mt ter sms ser smo tens sms sms sms smM seit 2ms Dem 29r) SEM SMS DES Sms ms Ema PDS Sms Part SDS [ms fme Im sem Sms sm sata par fare Sune 20as Bda GmoS goes ptas Boa Sera Smam sms DME Sans dmso dent páhs pmo pero Amto sima doa ba

Componentes Volumes (ml)
Concentração do gel (TX)

Tampão b (4x)

Fersul fato de amônio

TEMED
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Tabela 2. Volumes de água e . soluções»

estoque para 0 preparo de qéis de

empilhamento a 3% (volume Final

de 19 ml, Cs S.9%).

Solução a*

Tampão c (4x)

Persul fato de amônio a 2%

TEMED
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recortada. Em sesuidas era acrescentada uma fina camada de água

destilada para impedir o contato do oxigênio atmosférico com &

solução de polimerização, Às placas eram mantidas na mesma

posição. por mais ou menos 45 minutos. para a formação do gel de

separação. As placas eram. então. invertidas para se retirar à água.

âdicionava­se à solução do gel de empilhamento à 3% (C=S%) sobre o

gel de separação e adaptava­se um pente de acrilico para à

confecção dos poços de aplicação das amostras. Após uma hora. para à

formação do g9el de empilhamentos o pente e o espaçador inferior eram

retirados e as placas eram transferidas e adaptadas por garras. numa

cuba de acrilico vertical. Às amostras eram aplicadas. & os

reservatórios superior e inferior da cuba eram preenchidos com o

tampão de corrida. O modelo da cuba possibilitava à corrida de dois

96é6is ao mesmo tempos permitindo à aplicação e análise simultânca de

28 a 236 amostras (14 à 159 amostras por gel).

Na preparação de géis em gradiente de 7 à 145% utilizamos

um misturador de gradiente colocado sobre um agitador magnético. no

qual eram adicionadas as soluções de polimerização de 15% e 7% em

compartimentos separados. À mistura das soluções 2 seu bombeamento

para à placa de vidro eram realizadas com o auxilio de uma bomba

peristáltica. conectada por tubo ao compartimento contendo à solução

a 15%. Após a mistura das soluções de polimerização em gradiente

linear de 7 até 15%), adicionava­se uma fina camada de água

destilada. Após à polimerização do gel que durava mais ou menos uma

horas à água era eliminada e o espaço era preenchido com o gel

empilhamento e o pente de acrilico era adaptado. da mesma forma

nas preparações de géis à 10%. Após mais uma horas o pente e o

espaçador inferior eram retirados e as placas eram adaptadas à cuba
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de acrilico. como já descrito.

E. Condições de eletroforese

Tanto para goéis à 10%. como para géis em oradiente.

eletroforeszes eram realizadas por mais ou menos 4 horas. à Uma

voltagem constante de 109 Volts. utilizando­se, para o enchimento

dos compartimentos superior e inferior da cubas o tampão de corrida

Tris à 0,.00PIM. glicina a O.í?7OM contendo 9.1% de SOS (DAVIS, 1íi944),.

Utilizamos o Azul de Eromofenol a Q.08I%X. como corante. à

eletroforese era interrompida aquando à marca do Azul de Eromofenol

ficava à 1 cm da borda inferior do gel.

Após à corrida: as placas eram removidas da cuba e os

espaçadores laterais eram retirados. Às placas de vidro eram

separadas introduzindo­se lateralmente uma espátula: usada como

alavanca. Em seguida. os gqéis eram submetidos ào seguinte

tratamento:

fixação do gel em TCA (ácido tricloroácetico) 10% por uma hora à

47C:

lavagem com água destilada. por oito à dez vezes. para retirar o

TCA 2 o SUS

coloração com Coomassie Erilliant Elue G­PSO à 9.90%. ácido

acético a 7% 2 metanol a 50% (filtrado após à preparação). por

uma noite à temperatura ambiente:

descoloração em solução descorante para Coomassie (acido acético

glacial a 7:0% e metanol à D0.:O0X)a quantas vezes fossem

necessarias
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E. conservação do gel em solução conservante (ácido acético à 7.45% e

alicerol a 14.5%). por no minimo duas horas,

E.2. Freparação das amostras

As amostras para à eletroforese eram maceradas a 290C. em

2d ul do tampão de amostra contendo 2% de SOS(Citem 6.1). com auxilio

de um bastão de vidro e. em seguida. aquecidas em banho­maria à

1i0900C por 3 minutos para desnaturação e complexação do SS

proteinas. e centrifugadas à 2,922 rpm. por 2 minutos. Volumes de

ul dos sobrenadantes erama centãos aplicados nos géis. Nas

eletroforeses de glândulas salivares incubadas em meio Grace.

utilizamos um macerado de 89 glândulas: por amostra. Nas

eletroforeses de larvas inteiras incubadas em Demerec.a utilizamos

amostras individuais (uma larva por poço do oel).

dt. Frocedimentos de incubação de glândulas salivares E

larvas para eletroforese e autorradinoarafia

Fara este Ffima Foram testados 4 procedimentos.

Em um primeiros as olândulas salivares de larvas de

estádio tardio foram dissecadas utilizando­se lâminas 2 solução

fisiológica de Demerec à temperatura de 2299C (controle). Em seguidas.

as olêândulas eram incubadas em tubos de centrifuoa contendo solução

fisiológica de Demerec. previamente mantidas a 1290, 2290 (controle)

ou 3879C, Em cada tubo eram colocados três pares de oslândulas

salivares de larvas de mesmo sexo e o tratamento era feito por um

período de uma kthora. Nesse procedimento houve dificuldade em
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substituir à solução fisiológica pelo tampão de amostra após O

choques levando à uma diluição das amostras e consequentemente à uma

baixa resolução das bandas no sel.

Outra tentativa foi à incubação direta das larvas por uma

hora em tubos de centrífuga contendo solução fisiológica de Demereca.

previamente mantidas na temperatura de choques. e posteriormente a

dissecção e à utilização de três pares de glândulas salivares para à

preparação das amostras. Neste procedimentos a maioria das larvas

morria durante à incubação. dificultando à obtenção do número

apropriado de alândulas salivares para cada amostra,

Numa tentativa de evitar a morte das larvas e à diluição

das amostras: testamos um procedimento no qual às larvas eram

incubadas diretamente em placas de Petri de vidros com 5.458 cm de

diâmetros contendo papel de filtro embebido em solução fisiológica

de Demereca previamente mantido na temperatura de choque (item S.i.

bb). Em cada placa eram colocadas várias larvas e o tratamento era de

uma hora ou duas horas à temperatura de 12950, DOC (controle) &

2370L., Neste procedimento as larvas permaneciam vivas e eram então,

apos o tratamentos individualmente maceradas em tampão de amostra. e

eram utilizadas para eletroforese em goséis de poliacrilamida à 40% e

também em géis em gradiente de 7 à 15%. ambos contendo SUS. Diante

dos resultados. este procedimento foi adotado.

Dutro procedimento adotado foi a dissecção das olândulas

salivares de larvas de 3º estádio tardio em meio Grace & temperatura

de 109º. PO%Ticontrole). e 37%. e a incubação das mesmas em vidros

de relógio contendo 49 ul do mesmo meio. em câmara úmida. por duas

horas. Em seguida. as glândulas de dez indivíduos eram utilizadas

para a preparação das amostras para eletroforese em gradiente de 7 2
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13%. utilizando­se. portanto. vinte glândulas de larvas de mesmo

sexo por amostra. Esse mesmo procedimento foi utilizado para à

incubação de glândulas salivares de larvas de 3º estádio tardio com

metionina ­ 299, Neste casos vinte alândulas. sendo dez de cada sexo

eram incubadas em vidros de relógio contendo 42 ul do meio Grace.

mais 2 ul de metionina — 3998 (atividade específica de 10 uci/ull). em

câmara úmida. nas três temperaturas. por duas horas. Ápós o período

de incubação. as glândulas salivares cram utilizadas para

eletroferese em gel de poliacrilamida em gradiente de 7 3

contendo SOS. Em seguida. os géis eram corados e secos conforme

descrito no item ó.59.1» e submetidos à autorradiografia.

Secagem dos geis

secagem dos géis foi realizada conforme CERON et al.

(iPS8)s com algumas modificações. Apos os géis permanecerem na

solução conservante (ácido acético 7:5% e olicerol 14.5%). por duas

horasa estes eram banhados numa solução de gelatina incolor a

feita a partir de produto comercial (Kosal ou Anglo). e em seaquidas

prensados entre duas folhas de papel celofane umidecidos utilizando

se bastidores. Os bastidores eram. então, fixados por garras. &

deixados. à temperatura ambiente por três à quatro dias para a

secagem. Neste procedimento 05 oéis desidratam,. transformando­se em

uma fina pelicula entre as folhas &de celofane que podem ser

recortadas e quardadas para análise posterior.

Após à secagem dos gqéis contendo as amostras que foram

incubadas com metionina ­298, estes foram expostos à filmes de
sraios­X Kodak X­OMAT. por três 2» sete dias. em câmara cscura. à
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temperatura ambiente. Em seguida. o filme de raios­X foi revelados

alizando­se as bandas de proteinas que incorporaram a metionina

á.b. Veterminaçõão do peso molecular

pesos moleculares (FM) de alauns polipeptiídeos das

larvas de 3º estádio tardio de Il. nmulleri 2 NM. arizonensis e seus

hibridos foram determinados. em gel de poliacrilamida à 12% = em

aradiente de 7 à 145%: ambos contendo SOS. por comparação da migração

de proteínas de pesos moleculares conhecidos. utilizadas como

padrões. As seguintes proteínas foram utilizadas! miosina (FHM. RPOS

kilodaltons= 2253 k0O). heta galactosidase (114 kUD)., Ffosforilasse b

(97.4 kM)., soroalbumina (66 kN). ovoalbumina (45 kO). aliceraldeido

3­fosfato desidrogenase (34 kD), anidrase carbônica (89 kXD).

inibidor de quimotripsina (29.1 kD). calmodulina (17 kN) lisozima

(14143 kDO)s e citocromo C (14.7 kD)., Esses padróes eram da Sigma

Chemical Co... exceto à lisozima que era da Merck. O inibidor de

quimotripsina foi isolado = purificado à partir de sementes

leguminosa Wohseofobfum paratyis no Laboratório de Biofísica

Universidade de Brasilia.

Os gráficos relacionando o logaritmo do peso molecular

(109 FM) com a misração relativa (MM) dessas proteinas em géis de

poliacrilamida à 10% e em oradiente linear de 7 a 10%. ambos

contendo SOS. são apresentados respectivamente. nas figuras 1 e 2.
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1

0,50

MOBILIDADE RELATIVA (RM)

Distribuição das proteinas­padrão de pesos moleculares
em SIS­FAGE « 10%. ESA = soroalbumina.FM. 66

kr OVD = ovoalhbumina. Fl. 45 k0: GOFPUOH = gliceraldeido 3
­ fosfato desidroaenase. FX. 36 kt ANT = anidrace
carbônicas FHQ. 29 kD 2 INTO = inibidor de quimotripsinas
FM. 2O.i kO e LIS = lisozima. FM. 14.3 k,.

Figura 1.
conhecidos
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Figura 2. Distribuição das proteinas­padrão de pesos moleculares
conhecidos em SIS­FAGE em aradiente de 7 a 15%... MID
miosinas. FM. 2295 kUOt GAL = beta aalactosidase. FM. 1144 k0zr
FOS :*: fosforilase b. PM. 97.4 k0i ESA = soroalbumina,. FHK,
S4SkDt  OVD = ovoalhumina. FM. 45 k0O: GSFPOH = gliceraldeido
3 + fosfato desidroaenase. FM. 36 kDt ANI cs  anidrase
carhbônicas ([M. 27 k0O: INIG = inibidor de quimotripzsina.
FM. POLL kB] CAL e calmodulinas PH. 17 kUO e CIT
citocromo C. FM. 11.47 kO,
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E=Pa Iknsitonetria

As análises densitométricas dos padrões de bandas de

proteínas das amostras de larvas de 3º estádio tardio de UU. mulleris.

ND. arizonensis e híbridos. foram feitas num densitômetro modelo

"Scanninga Densitometer GS 3099” da HOEFER SCIENTIFIC

INSTRUMENTS. no Departamento de Morfologia da Faculdade de Medicina

de Ribeirão Freto — USF,.

TF. Fotoamicrografias e Fotografias dos Exeis

As fotomicrografias foram feitas em um fotomicroscópio IT

Zeiss: utilizando­se filmes Kodak Fanatomic X 2 ASA e papéis

fotográficos Kodak Kodabrome Frint RC e

As fotografias dos géis foram feitas com o uso de uma

máquina fotográfica marca FPentacons modelo Fráktica., MTL 3 e lente

focal 47 mm. close up + 3. Ds filmes utilizados foram o Kodak

Fanatomic XX 39 ASA. Ilford FAN F ISO Sê e Fujicolor Super HR 1892

ASA.

Os filmes Kodak Fanatomic X 3º ASA e Ilford PANI ISO

foram revelados e as fotos ampliadas no Laboratório Fotográfico

Departamento de Rioloaia do Instituto de EBiociências.,. Letras

Ciências Exatas de São José do Rio Freto — UNESP. seguindo­se

técnicas de rotina.
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ITD. RESUL TAIS

1. Temperatura e  Tesenvolvimento., em Iinosortila amil rerf e QD.

BrTIONEMSIS

Em um experimento preliminar para verificar o efeito da

temperatura no desenvolvimento das moscas das duas espécies foram

realizados alguns testes que levaram às seauintes observações:

1) Dvos das espécies Irosophila nmulleri e 0. arizonensis. coletados

lo9o após à oviposição ou 24 horas depois, colocados às

temperaturas de 1289C e 379C não se desenvolveram.

Larvas de 1º estádio recêm­nascidass, E aquelas com
aproximadamente 235 horas ou 45 horas de idade. das espécies N.

mulleri e NM. arizonensiss quando colocadas à temperatura de 129C.

sobreviveram durante aproximadamente oito dias. não evoluindo

para os estádios seguintes. Guando colocadas para se desenvolver

à temperatura de 93709C. sobreviveram apenas três dias. não

passando. também. para 02 estádios seguintes,

Larvas do 2º estádios com aproximadamente 14099 horas de idade. das

duas cspécies., colocadas para se desenvolver à temperatura de

1007TD, sobreviveram por aproximadamente sete dias. não passando

para os estádios seguintes. À 37%, em sua maiorias permaneceram

vivas por aproximadamente três dias apenas. mas. entre 529 larvas

de cada espécie. 4 (8%) de 1. malleri e 3 (6%) de À. arizonensis.

passaram para fe estádio seqguintes. no qual CEessaram o

desenvolvimento,

Lica raLarvas de 32 estádio inicial com aproximadamente 455 horas de

idade. das espécies Il. mulleri = 0. arizonmensiss, postas à 149C,
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sobreviveram por aproximadamente três dias. A 3790. larvas de

mesma idade sobreviveram por aproximadamente 24 horas. sendo

quatro das 59 larvas das duas espécies (8%) atingiram à fase

Puparium.

Larvas de 3º estádio tardios com aproximadamente P2A horas

idade. postas a 140%, sobreviveram por cerca de 24 horas.

das 59 larvas de MM. malleri (46%) 2 quatro das TOO larvas de MN.

arizonensis (8%) passaram para a fase de puparium. à 379L,

sobreviveram também por cerca de 24 horas: sendo que às mesmas

porcentagens das duas espécies passaram para à fase de pupa

jovem: mas não atinoiram à fase adulta. Comparando­se

desenvolvimento dessas espécies à 2OOC com o desenvolvimento

temperaturas de 19090 e 379C., à 1289 CC é mais lento = à 3790

mais acelerado.

2. Fadrão de Fufes no Cromossomo 2 em Glândulas Salivares

Sulbmettidas a Aquecinento e KesFfrianento

Esta parte do presente trabalhos como as demais. Foi

desenvolvida utilizando­se as temperaturas de 199DC,. POC (controle).

e 37%6G. Foram incubadas larvas inteiras ou (apenas as gogolândulas

salivares de fêmeas e machos de 0. nmmlleris UU. arizonensis =

hibridos. recém­dissecadas em condições consideradas adequadas.

Foram utilizados dois meios para incubação! a solução fisiológica de

Demerec. especifica para insetos COEMEREC & KAUFMANN., 1945) 2 o meio

de Grace. especifico para cultura celular de insetos (GRACE. 1958).

Fara incubação, as glândulas foram submersas na solução ou meio e as

larvas inteiras foram colocadas sobre papel de filtro umedecido com
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Iemerec. colocado em placas de Fetri.

A Figura 3 mostra algumas observações realizadas na

comparação das lâminas preparadas à partir do material incubado nas

diferentes situações mencionadas. fFodem ser observadas. nessa

figura. alterações cromossômicas estruturais que ocorrem

meios e temperaturas e que dão aos cromossomos um aspecto

"desenovelado” (por exemplo 3 À. C e FP) ou vacuolizado (3 E) ou uma

mistura de ambos (3 E. D)., afetando à definição do padrão de

bandamento. Também houve dificuldade em obter EYOMosSSOMOS

distendidos.

às observações realizadas mostraram que à incubação de

glândulas salivares ou de larvas a 3790 provoca alterações mais

drásticas nos cromossomos do que à 1890. Quanto aos meios de

culturas poréms há diferenças entre à incubação de glândulas e de

larvas. Gs) incubação de glândulas na solução de

aparentemente causa mais dano aos cromossomos do que à incubação no

meio Grace. Com relação às larvas. entretanto. quando incubadas em

lNemerec. seus cromossomos mostraram­se estruturalmente mais bem

conservados que nas glândulas incubadas no meio Grace. Fara fins

desse tipo de estudo. portanto: à incubação de larvas no Vemerec Foi

o método de melhores resultados sob o aspecto da estrutura e da

distensão dos cromossomos.

Neste trabalhos optou­se por estudar apenas o cromossomo

2. dadas as dificuldades de reconhecimento e acompanhamento de

alterações nos padrões de pufes. na ausência de Marcadores

radioativos e pela dificuldade de obter bons cromossomos para

análise.
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Figura 3
meios de incubação utilizados neste trabalho. A&A.E. Glândula
salivar de fêmea de MN. wulleri incubada à 372C., por uma
horas em meio Grace (À) e em Demerec (E): CDC... Glândula
salivar de fêmea de N. arizonensis incubada em meio Grace.
por uma horas à 37º (OC) e à 1060ºT (DD) EF. GClândulas
salivares de hibridos F; incubadas em meio Grace à 379.
por uma hora. Observar nestas ftfotonrafias o aspecto
"desenovelado” ou "vacuolizado"” dos cromossomos. Aumento?
P.070NX.
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CD. ii. Diosorhria aulferi

As Figuras 4 a 8 referem­se aos padrões de pufes do

cromossomo 2 de 0. mlleri.

A Figura 4 mostra o cromossomo 2 de uma larva fêmea e uma

larva macho dessa espécie. incubadas em ÚOemerec.s por uma horas

POC. apresentandos portantos os padrões de bandas usados como

controle. Fode­se verificar que não hà. nesses individuos. grandes

pufes à&o longo do cromossomo. Destaca­se apenas o pufe presente na

extremidade distals no qual ainda é possivel reconhecer algumas

bandas terminais. Não se observam diferenças cromossômicas

estruturais. aparentesa entre os dois sexos. nas condições do

experimento,

À Figura O refere­se à cromossomos de 0. nmulleria em que

as glândulas salivares foram incubadas em meio Grace por uma hora. à

2AUC., Aparentementes não há diferenças detectáveis entre àas duas

condições de incubaçãos a não ser à melhor qualidade

cromossomos na Figura 4.

às Figuras 61 7 e É referem­se à cromossomos de XT. mulleri

em condições de aquecimento à 379%. por uma hora. sendo que a Fioura

4 foi preparada a partir de larvas incubadas em Demersec e» as Figuras

7 ebB8 a partir de alândulas salivares incubadas em meio Grace.

Na Figura é são observados dois padrões de pufação

encontrados no cromossomo 2 em diferentes indivíduos. No primeiro

(Figura é À). apenas o pufe da extremidade terminal aparece mais

dilatado e com menor número de bandas visíveis em relação &o

controle (Figura 4). No segundo (Figura é E). além desse pufe na
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Figura 4 A. E. Ml.
tádio tardio incubadas em Demerec. por uma horas.

de seta apontam as regiões do cromossomo 8
pufes. na incubação à 3790L, e as

pontas
mostrar os

O pufeapontam
EY OMOS SONO »

munO Denmdi o.

6

maiores
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Aumento:

7
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Figura é As E. MU. malleri. Larvas macho de 3º estádio tardio incu­
badas em XNemerec e aquecidas à 370C., por uma hora. dE.
Dois padrões de pufes diferentes. observados no cromossomo
P de indivíduos submetidos ao mesmo tratamento. Aumento:
PESO[nr ”
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extremidade distalas ocorrem cinco outros pufes de tamanho crescente

na direção da extremidade distal para à extremidade proximal. à que

denominamos Pa e Pe. Assima o maior deles é o que denominamos Ce

cuja localização no controle está assinalada na Figura 4.

À Figura 7 mostra duas células de glândulas incubadas em

meio Grace. Dhserva­se que à estrutura cromossômica está

ligeiramente alterada nesta Figura. comparada com à anterior. Nessas

condições foram também observados 03 dois padróúes de resposta já

descritos na Figura é. Em À destaca­se o pufe da extremidade distal

e em BE pode­se observar o grande pufe 2e.

A figura 8 mostra glândulas salivares incubadas em meio

Graces aquecidas a 2370950, por uma hora. São observados os pufes da

extremidade distal e o grande pufe Q8e. cuja localização é indicada

na Figura 8 0. À dificuldade em abrir = separar os conjuntos

cromossômicos também é evidenciada nessas fotoarafias. juntamente

com alterações estruturais.

À Figura 9?Q refere­se ao tratamento por resfriamento

19%. durante uma hora. de larva incubada em Demerec (Fioura 92 À) e

de glândula salivar incubada em meio Grace (Figura 7 E). Não foram

observadas diferenças quanto ao padrão de resposta do cromossomo 8.

nas duas condições. nem em relação ao padrão de pufes do controle.

Apenas a qualidade dos cromossomos é melhor em À.

Da. INSONARETIA EI EZONENSES

As Figuras 189 à 13 referem­se a U. arizomentcis,

sÀ Figura 18 mostra o padrão de resposta do cromossomo 2 de

larvas dessa espécie. incubadas em solução de Uemerec à P29C. por
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Figura 7 À. E. O. muilleri. Glândulas salivares de larvas macho de

3º estádio tardio. incubadas em meio Grace e aquecidas à
37%. por uma hora. A, pufes terminal e do terço proximal
do cromossomo 8. E. pufe Pe. Observar que à estrutura cro­
mossômica mostra alguma alteração. nos dois indivíduos. Au­
mento: 2R.4650x.
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Figura 8 A­UL. NU. malleri. Glândulas salivares de larvas fêmeas de 3º
estádio tardio incubadas em meio Grace a 379C, por uma ho­
ra. A.C. pufes da extremidade distal do cromossomo 21 EB.
pufe Pe.t N. localização dos pufes da extremidade distal
(seta) e do terço proximal (ponta de seta) do cromossomo 8.
Aumento: P.2ídx.

FZ
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16 17 18



a 1909C., por uma hora.
E. Glândula salivar incubada

Não se observam diferenças no padrão de res»
Aumento: 2.3468x.

MN. muilleri. Fêmeas resfriadasFigura 9 A. E.
incubada em Demerec:i8. Larva

em meio Grace.
posta do cromossomo 8. nas duas condições.
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Figura 10 A­C. 0. arizonmensis. Larvas de 3º estádio tardio incubadas

em lemerec a POC (controle). por uma hora. à. Macho: KE.C.
Fêmeas. As setas apontam o pufe da extremidade distal. Au­
mento: 2. .ó290X,
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uma hora. Trata­se » portanto. do padrão controle. Da mesma maneira

que em à, mulleris destaca­se nesses individuos o pufe da

extremidade distal.

A Figura 14 refere­se à larvas incubadas em XNemerec

temperatura de 37%. por uma hora. Destaca­se. igualmente. nos dois

individuos. à resposta acentuada do pufe da extremidade distal.

à Figura 1º mostra o cromossomo 82 de larvas incubadas em

lemerec a 10%, por uma hora. Como em 0. mulleris o padrão desse

cromossomo aparentemente não difere do controle (Figura 12).

A Figura 13 refere­se a alândulas salivares de larvas

incubadas em meio Grace. por uma hora. nas três temperaturas.

Figura mostra à dificuldade que foi encontrada na obtenção de bons

cromossomos para análise quando foram incubadas glândulas de DD.

arizonensis cem meio Grace. Às melhores lâminas. nessas condições.

embora: ainda não suficientemente adequadas, foram obtidas na

incubação à 40º (Figura 13 C., DD). Neste casos sempre que

possível analisar os cromossomos. observa­se que o pufe que

destaca é o da extremidade distal do cromossomo 8.

P.3. Híbridos QD. amillerisD. RUEZONEMSES

Hibridos de 0. mwalleri e UU. arizomensis mostram uma figura

complexa de inversões no cromossomo 2. Provavelmente. segundo ETCUDO

(1979). esse complexo de inversões superpostas envolve pelo menos

três rearranjos. Às Figuras 14 à 17 referem­se aos padróes de pufes

cromossomo. submetidos aoDs choques de temperatura à 12908 2 à

o controle a 22OC,
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Figura 13 A­D. MN. arizonensis. Glândulas salivares de larvas fêmeas
de 3º estádio tardio incubadas em meio Grace. por uma ho­
ra. A a 2PO%TI MM. a 237%: CQ, a 10%, Às setas apontam à
extremidade distal do cromossomo 8. Observar a impossibi­.
lidade de análise dos cromossomos em WE. e à baixa qualida­
de dos cromossomos. para analise. nas demais figuras. Au
mento: P.i30x,
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A Figura 1i4 mostra o cromossomo 2 de larvas hibridas

incubadas em Gemerecs. por uma horas. nas três temperaturas.

Um aspecto evidente nos hibridos. é 2 diferença de tamanho

entre os pufes da extremidade distal presentes nos cromossomos 2

origem especifica diferentes. Também é possível observar que &

diferença é mais acentuada em glândulas submetidas à aquecimento,

À Figura 19 mostras. mais uma vez. O cromossomo 0 de larvas

hibridas incubadas em Demereca por uma hora. à 12890 e à POC,

Tambéma neste caso. não parece haver diferenças detectáveis no

padrão do cromossomo resfriado. comparado ao controle. Uma ligeira

diferença de tamanho do pufe da extremidade distal é visivel nestes

CYromossomos.

A Figura 16 refere­se a cromossomos de alândulas salivares

incubadas em meio Grace. nas três temperaturas de experimentação.

Neste caso. também se observa que na temperatura de 37C há uma

resposta mais acentuada dos pufes da extremidade distal do

cromossomo 2.

A Figura 47 também mostra os cromossomos de glândulas

salivares de hibridosa. aquecidas a 379C, por uma hora. em meio

Grace. Tambéma nesta Figuras observa­se o arau acentuado de

heteromor fiemo de tamanho mostrado pelo putfe da extremidade distal
do cromossomo P. Não foi observada uma resposta acentuada de outros

pufes. ao longo do cromossomo.

Na tentativa de auantificar as diferenças de tamanho

observadas entre os putfes da extremidade distal do cromossomo

submetidos às diferentes temperaturas. foram tomadas medidas de área

dos mesmoss utilizando­se um planiíimetro., Ds resultados obtidos

constam das Tabelas 3 e À4,.
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Figura 15 AC. Hibridos
estádio

extremidade
diferença de

6

tardio
POP (controle):

7

emedl Den o 2: 0. arizomensis., Larvas de 32
incubadas em Demerec. por uma hora. &. à
EC. à 10º, As setas apontam os pufes da

distal: nos quais é possível ver uma discreta
tamanho. Aumento: 2.5902x.
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Figura 14 A­D0. Hibridos 0. wmulleri x 0. arizonensis. Glândulas sali­

vares de larvas de 3º estádio tardio incubadas em meio
Grace. por uma hora. AE. à POC (Controle): CO. à 3790; D
à 1077, Observar aque à resposta dos pufes da extremidade
distal do cromossomo 9 à incubação é mais acentuada em C,.
Aumentos 2.342x.
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Figura 17 A­D. Híbridos DD. malleri x 0. arizonensis. Glândulas sali­
vares de larvas de 3º estádio tardio incubadas em meio
Grace a 379ÇC, por uma hora. Observar os diferentes araus
de heteromor fiesmo nos pufes da extremidade distal dos cro­
mossomos 2 de diferentes origens. Observar também as alte­
rações ecstruturais dos cromossomos. em C e É. Aumento?
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Embora essa metodologia possa ser considerada imprecisas

os resultados estão de acordo com as observações visuais. Tanto em

nn. mnwulleri como em 0. arizonensis. o pufe da extremidade distal do

cromossomo 2 é maior sob condições de aquecimento (mais de duas

vezes levando em conta à largura do cromossomos. em Xl. inulleri. e

quase duas vezes em Dl. arizonensis. em comparação com o controle),

Sob condições de resfriamentos o pufe é igual ou ligeiramente

inferior ao controle. nas duas espécies (Tabela 3).

Guanto aos hibridos. observa­se uma situação semelhante 2

das espécies parentais. com resposta do pufe da extremidade distal

dos cromossomos 82. mais acentuada sob condicões de aquecimento

(Tabela 4).

2. Fadrão de Eandas de Frofteína Total de Larvas de 2. mellert,

DD. artoomensis e Hibridos

Esse padrão foi analisado em dois experimentos. No primei»

ro, fêmeas e machos das duas espécies foram submetidas à eletrofore­

se em gel de poliacrilamida ­— SOS (SDS —» PAGE) à 10%. após incubação

em Demerec à 19%. à 2OPT e a 370, No segundos fêmeas e machos das

duas espécies e hibridos foram submetidos à eletroforese em 9el (de

poliacrilamida ­—­ SES (SDS — PAGE), em oradiente linear de 7 a

após incubação em Demerec. às três temperaturas.

DO número de larvas de 3º estádio tardio. analisadas em ca.

da situação consta da Tabela S&S.

Como mostra essa Tabelas no total foram analisadas 244

larvas de WN., malleri (178 fêmeas e 133 machos). 2997 larvas de MD,

arizomensãis (5 fêmeas e 1394 machos) = 1292 larvas hibridas. D sexo
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Tabela 3. Hedidas de área do pufe da extremidade distal dos cromossomos 2 de ML.
mulleri e D. arizonensis. submetidos à temperatura controles. à aque­
cimento e a resfriamento.

Temperatura Área dos pufes (mmP) Largura dos
de tratamentos cromossomos (mm)



Tabela 4. Medidas de área do pufe da extremidade distal
dos cromossomos 2 de hibridos de NU. mulleri e
UN. arizonensis. submetidos à temperatura con­
trole. à aquecimento e à resfriamento.

romossomos

Cimm>
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Tabela 5. Número de larvas de 3º estádio tardio de OU. mulleris D.
arizonensis == híbridos. utilizadas nos experimentos de
eletroforese para proteína total, [= fêmeas. Ms machos.
TG Total geral.

Concen­ Controle Choque térmico
tração
do gel eo 37% 10% Total

í hora 2 horas Subtotal 1 hora 2 horas Subtotal F KH

Gradiente 149 113
7 =) 15%

10% ­. ­ 32 25
Gradiente 131 109
7 ==) 154%

Hibridos Gradiente
7 ——) 15%
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das larvas híbridas. como foi descrito por ETITCUND &  RICHAKRINSON

(1978). não pode ser diferenciado.

T.ã. Eletroforeso em SIG­FPAGE à 13X

À Figura 18 mostra 05 padries de bandas obtidos de larvas

de 3º estádio de 8. mlleri e N. arizonensis., submetidas à

eletroferese em o6éis à 10%, Essa Figura. além dos padrões obtidos

Para ECSSA: espécies. contém. para controle. 025 padróes dados pela

amostra das proteínas soroalbuminas ovoalbuminas. aliceraldeiíido — 3

fosfato desidrogenase (G­SFINH). anidrase carbônicas inibidor de

quimotripsinas lisozima e citocromo C e uma coluna contendo &

reunião de amostras de fêmeas das duas espécies.

fe sequência das proteinas­padrão. na colunas foi

estabelecida individualmente em outros géis,.

À análise dessa figura não mostra diferenças entre os dois

sexos. tanto em 0. mulleri como em U. arizonensis. no padrão geral

de bandas.

Um aspecto que deve ser destacado é à variabilidade

individual quanto ao padrão de bandass no que se refere à

intensidade de coloração. Na Fioura 48, cssa observação

particularmente visível com relação às bandas é e 8. de baixo peso

molecular: de MW. melleriz as três fêmeas apresentam cecssas bandas

mais intensamente coradas que os machos. Entretanto. em outros a61is

a situação pareceu inverter­se. isto és 03 machos apresentaram essa

bandas mais intensamente coradas ou ainda indivíduos de mesmo sexo

apresentaram as duas condiçõess no mesmo gel. Essas variações podem

ser resultantes de diferenças individuais reais. não dependentes do
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Figura 18,
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Padrões de bandas de proteínas de larvas de 3º estádio
tardio de O. mulleri (À) e DD. arizonensis (AR). incuba­
das por uma hora a POºT e separadas em SINS­FAGE a 10%.
1­3 e d4­ós fêmeas (FP) e machos (M) de E. mulleri: 7­9 e
19­12 fêmeas (1) e machos (1) de D. arizonensis: 13 mis»
tura de fêmeas D. eulleri e D. avizonensis: 14 padrão de
FP.1. De numeros das principais bandas citadas no texto
estão indicadas à esquerda do oel.
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sexos ou de diferenças na quantidade total de proteina aplicada no

gel: de diferentes larvas: O que seria então um artefato de técnica.

Contudos tendo em vista que outras bandas mantêm a mesma intensidade

de coloração em todos os indivíduos. acreditamos que à primeira

situação seja a mais provável.

Diferença quanto à& intensidade &de coloração pode ser

observada na comparação entre 03 padrões das duas espécies. quanto

às bandas de baixo peso molecular 4º 614 7 e 8. que aparecem

tenuamente coradas em 0. arizomensis. enquanto são bem evidenciadas

.em TN, moalleris e quanto às bandas 2. 9? 2 16 que são tenuamente

coradas em 0. oelleri e fortemente coradas em MN. arizonensis, Essa

diferença é constante em todos os géis. Além disso. à coluna 143 que

contém uma mistura do material de fêmeas MW. mwmalleéri e O.

arizonmensis. bem como outras bandas das duas espécies. tais como

e5 e Pó. observáveis na Fioura 18. constituem formas de controle

para se admitir que se trata de uma diferença real entre as duas

espécies. quanto à produtividade desses polipeptideos,

Uma diferença interespeciífica entre o padrão de proteinas

das larvas de MW. nmulleri e NM. arizonensis é observada com relação

às bandas 4 e 13º respectivamente de peso molecular de cerca de 14 e

2R.A kilodaltons (kID). presentes em larvas de 0. arizonensis E

ausentes em WMM. mnmlleri. Essas bandas podem ser utilizadas como

marcadores das larvas de Ml. arizomenmnsis. Assima no total. Il. milleri

apresentou aproximadamente 48 bandas. enquanto W.  arizonensis

aproximadamente 52.

Fara melhor caracterizar essas bandas diferenciais. dos

géis a 10%. determinamos o peso molecular aproximado das proteínas

correspondentes à elas. com base na migração relativa das
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proteinas­padrão de peso molecular conhecido (MATERIAIS E METOUOS

Figura 1). lesse modos. os resultados mostraram aque cssas bandas

apresentamsa aproximadamente. 03 seguintes pesos moleculares: banda

e= 13.9. 65 15,4, 75 16ó614P,., Bm 17,4, 95 18, 1325 POPA,

DósaIA DO e 38 e Pê = 38.7 kD.

À Fioura 19º contem um esquema dos padrões observados nas

duas ecspéciesa. destacando através de setas e pontas de seta. as

diferenças mencionadas,

Como outra forma de avaliação: além do exame direto dos

qéis:. a Figura 22 apresenta à análise densitométrica dos padróes de

proteínas de larvas de O. mulleris 0. arizonensis e de amostras

reunidas das duas espécies. a 22990,

Os resultados confirmam às observações já descritas. Foram

observadas diferenças qualitativas e presumivelmente quantitativas

entre as duas espécies e não foram observadas diferenças entre

machos e fêmeas da mesma espécie. As diferenças interespecificas

referem­se à exclusividade das bandas 4 e 13 em 0. arizonensis. Com

relação às diferenças quantitativas. elas são evidentes em algumas

bandas de baixo peso molecular (até à banda 16), As demais bandas (a

partir da banda 417) são sujeitas à grande variabilidade individual

nas duas espécies. razão pela aqual não foram analisadas

quantitativamente.

Não foram observadas diferenças nos padr6es dos indivíduos

submetidos a aquecimento e resfriamento. comparando­se com o padrão.

pela observação direta dos géis ou por densitometria. for essa

razão. decidimos utilizar gqeis em gradiente linsar de 7 a 15% de
concentraçãos na tentativa de observar algum efeito do choque de

temperatura sobre à expressão das proteínas.
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Figura 1í?.

­
U

u
U

a
ç
e

s o

Esquema dos padrões de bandas de proteínas observados em
larvas de 3º estádio tardio de D. nmlleri (NU).e À. ari­
2onensis (AR). obtidos em SUOS­FAGIE O a 190%. Az setas indi­
cam bandas especificas de D. arizonensis:! às pontas de
setas indicam bandas comuns à ambas as espécies. porém
com intensidade de coloração diferentes. Ds numeros à es­
querda referem­se às principais bandas.
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22. dos padrões de bandas de proteinas de lar­
estádio tardio de ED. mlleri (NU). DD. arvrizonen­

(AR) e da mistura D. mulleri/O. arizonensis. 5 lar­
por uma hora e analisadas em

partir das

pensitometria
vas de 23º
sis
vaz foram incubadas à POC,
SUS­FAGE a 10%. Os picos foram numerados à
bandas de maior migração no 361.
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2.8. Eletroforeses em SIS­FAGE em gradiente linear de 7 a

LI

Na Fionura 21 são apresentados os resultados obtidos. para

larvas de MM. mulleri. À Figura 21 À refere­se à eletroforese de

fêmeas incubadas. por uma hora. a 282OC (controle) e de fêmeas

submetidas à incubação à 237ºC. por uma ou duas horas e. a Figura PÍ

E. à machos submetidos aDs mesmos tratamentos.

Aparentemente. não ocorrem diferenças no padrão de bandas

entre o controle e as larvas incubadas à 9379C, por uma nu duas

horas: tanto para as fêmeas como para os machos. Às variações

encontradas parecem antes ser devidas à variabilidade individual do

que aos tratamentos,

Na Figura 22 são mostrados o5 resultados obtidos nas

mesmas condições para larvas de MM. mnulleri submetidas ao

resfriamento à 10%, Pode­se observar que não há diferenças. em

fêmeas e machos. entre as larvas controle e» as larvas que foram

resfriadas por uma ou duas horas.

la mesma forma aque em KW. molleris as larvas de À.

arizomensis., de ambos 05 sexos. foram submetidas ao aquecimento e à&o

resfriamento. pelos mesmos periodos. Fela análise dos néis dessa

espécies. também não parece haver diferenças. quanto aos padríôes.

entre 05 sexos e nem entre às temperaturas de incubação.

à Figura 23 mostra. em conjunto. no mesmo gel. o padrão de

proteinas de fêmeas OD. mulleri e machos 0. arizonensis. submetidas &

incubação à 1420C., a POC e a S79C, Mostra ainda. os resultados

obtidos para os hibridos.: também submetidos às três temperaturas. D

gel. nessa Figuras evidencia diferenças entre o5 padróes das duas
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Figura 22 A, B. Padrões de bandas de proteínas de larvas de 3º estádio tardio de fêmeas
(A) e machos (B) de D. mulleris submetidas ao choque térmico a 10ºC e analisa­
das em SDS­PAGEs em gradiente de 7 a 15%. Em À e B º 1­4) controle (DOC);
5­9, incubação a 10ºC;, por uma hora; 10­14; incubação a 10ºC, por duas horas.
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Figura 83.

NÂ
mW

Fadries de bandas de proteínas de larvas de 3º estádio
tardio de fêmeas DD. nulleri (KW). machos D. arizonensis
(AM) e hibridos (H).s submetidas ao aquecimento a 3790C
(A) ou resfriamento a 129C (KR). por uma horas e analisa­
das em SOS­FAGE. em gradiente de 7 a 15X. 1­3. larvas fê­
meas de D. mulleri! 4­4. larvas machos de NR. arizonensis:
S­13. larvas hibridas sem distinção de sexo: 7 e i4. par
drão de F.M. Os números das principais Loandas citadas no
texto estão à esquerda do 951.
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espécies. quanto à presença ou ausência de algumas bandas. e quanto

à intensidade de coloração. Essas diferenças entre as duas espécies.

nesse gel em gradientes da mesma maneira que no qel à 10%. referem­

se às bandas de baixo peso molecular.

Fela análise das amostras controle. Il. mulbleri apresentou

com exclusividade. à banda é com peso molecular aproximado de 147 kX.

e em 1. arizonensis. foram detectadas exclusivamente as bandas 2. 7.

? e 13 coma respectivamente. pesos moleculares de cerca de if.8.

17.8. 22 Ee Piá4 kD. Outro aspecto da diferença entre as duas

espécies refere­se à banda A com peso molecular aproximado de 146149

ks cuja intensidade de coloração é maior em UM. arizonensis do que

em MM. mlleris For outro lado. as bandas O. 8 e 19 são mais

intensamente coradas em WMM. neualleri do que em Ul. arizonensis. No

total. foi possível computar. em NM. mulleri aproximadamente 49

bandas e em 0. arizonensis. SÍ.

DO padrão de bandas dos hibridos à 22090. representa à soma

dos padrões das duas espécies. totalizando 52 bandas.

A Figura 24 apresenta a densitometria dos padrões

bandas de larvas mantidas a POC. das duas espécies e hibridos.

Da mesma forma como já havia sido observado nas espécies

parentais, nos Rhibridos também não foram encontradas diferenças

quanto ao padrão de bandas. nas três temperaturas de incubação.

Fortantos nos dois tipos de géis é possivel verificar que

as duas espécies se diferenciam pela presença de bandas exclusivas

ou pela diferença de intensidade de coloração. Dê choque:

temperaturas tanto nas espécies parentais como nos híbridos.

acrescentaram diferenças nos padrões eletroforéticos.
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dos padrões de handas de proteínas de lar­
nn. mnmulleri (KM). Dn. ariíizonen­

incubadas &

24. Vensitometria
vae de 3º estádio tardio de
sis (AR) e hibridos (HH), Às larvas foram
2COODa. por uma hora e analisadas em SUS­FAGE em aradiente
de 7 a íldx. Dae picos foram numerados à partir das bandas
de maior migração no ael,.
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Comparando­se os padries obtidos nos dois tipos de géis

(190% e gradiente) observa­se que não há variação. quanto ào número

de bandas. entre os dois processos. embora não haja correspondência

total entre as mesmas.

4. Fadrão de KWFandas de Proteína Total de Glândulas Salivares

Submet idas a Eletroforese em S0IS­PACE em Gradiente Linear de

7a úiTk

4.1 Incubação em meio Grace

À figura 85 mostra gel em oradiente de 7 à 3X contendo

vinte glândulas salivares por amostra. incubadas em meio Grace. nas

temperaturas de 129C, 22OCL e 3790, por duas horas.

Nessas condições. não foram observadas diferenças dentro

de cada espécie. entre os diferentes tratamentos. Entre as especies,
porém. foram verificadas algumas diferenças no padrão de bandas das

glândulas salivares. como pode ser observado na densitometria

apresentada na Figura 8Pó. For exemplo. às bandas 14,4 1ó., 24, DB, DA,

482. 45 e 567 são mais visíveis nas amostras de W. malleris enquanto

que em NM. arizonensis isso ocorre com az bandas 48. 47 e

Observa­se que às diferenças são constantes para um mesmo tipo

amostra (cada amostra é constituída pela reunião das glândulas

dez indivíduos). o que pode indicar que as diferenças no padrão

proteinas das glândulas dessas Les retratam diferenças

genéticas realmente existentes entre
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Fadrões de bandas de proteinas de oalândulas salivares de
larvas fêmeas de 3º estádio tardio de ND. eullerií (NU) =
D. arizonensis (AR). incubadas em meio Grace 2 200 (0).
3790 (A) ou à 10% (Rd): e separadas em SNS­FAGE. em ovra­
diente de 7 a 15%. À coluna 1 apresenta os padrôes de
F.M. Os números à direita do gel corvespondem às bandas

que mostram diferenças entre as espécies,
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Figura 2ó. Uensitometria dos padrões de bandas de proteínas de 91ân­
dulas salivares de larvas de 3º estádio de W. mullevi
(NU) e N. arizonensis (AR) incubadas a PQOOC. e analisadas

em SNS­FAGE em oradiente de 7 à 15%. Os picos foram nume­
rados à partir das bandas de maior migração no gel.

FZ
AVAVAY

5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16 17 18



42.2. Incubaçõão em meio Grace e nmetimninma — T35

BE ; .225 disponivel.Devido à pequena quantidade de metionina ­

este experimento foi realizado apenas para as olândulas salivares de

larvas de MM. mulleris As larvas foram dissecadas a 2499C e incubadas

em meio Grace contendo metionina — 29S nas temperaturas de 12900,

20OPCL e 379ºC. por duas horas.

Os resultados obtidos são apresentados nas Fiquras 87 e

Na Fioura 287 observa­se o perfil autorradioaráfico de

incorporação da metionina — 38 após três e sete dias de exposição,

Fode­se observarsa na amostra incubada à 3790. uma incorporação

intensa nas bandas 20 e 23 com pesos moleculares de aproximadamente

e 27 kM., 2 quatro bandas com marcação mais leve as bandas S. 9.

e 34. cujos pesos moleculares sãos na sequências de

aproximadamente, 14.4 15.59. 25 2 42 kl. Na amostra controle houve

leve marcação de quatro dessas bandas: 9, 20, 22 e 344 e na amostra

resfriada à marcação restringiu­se à uma unica banda de visibilidade

tão leve quanto no controles à banda 89 (Figura 287 À).

Após sete dias de exposição. à marcação intensificou­se

três amostras. permanecendo à mesma sequência quanto

intensidade de incorporação da metionina, isto é. aquecida

controle ) resfriada. Nesta última, apenas duas bandas se destacam.

a PP eai, sendo a PA já mencionada com três dias de exposição,

À banda 22 é à que apresenta à mais intensa incorporação

em 0. malleri aquecida. Nessa amostra também se destacam outras cin­

co bandas? OG. 9. PR 03. o 34. às bandas 7.4 13. 15. 171) DA, Dó. DB e

32 (respectivamente. com pesos moleculares aproximados de
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Figura 27 A. E. Perfil autorradiográfico de glândulas salivares de
larvas de À. mulleri incubadas por duas horas em meio

”
: :

. 25% e e mo as ­

:

.Grace contendo metionina —» ““S., À — exposição por 3 dias,
E ­— exposição por 7 dias. Em à e EB. 414 = controle (29090),
­ == aquecimento a 370C,., 3 = resfriamento 3 4289C., Os nuúme­
ros das bandas citadas no texto estão indicadas & esquerda
do gel.
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iSsós is 143. PS, Disós DOG 2 44486 kD) também aparecem marcadas

nessa amostra submetida ao aquecimento. sendo à marcação tênue em

comparação com as cinco primeiras bandas. As bandas SS. 174 e 83

aparecem exclusivamente na amostra aquecida, Na amostra controle

pode­se observara na banda 9. uma marcação aparentemente mais

intensa do que na amostra aquecidas E cinco bandas levemente

marcadas. à 19. 109. 9. 28 e 354,

Fara melhor evidenciar quais são as bandas que se

destacam pela incorporação da metionina — 29S., a Figura 28 apresenta

uma fotografia do gel sem sobreposição da chapa radiooráafica (Fioura

28 À) e do gel fotografado com sobreposição da chapa radioaráfica,

após sete dias de exposição (Figura 28 E).

DO padrão de bandas obtido para as glândulas salivares de

nn. mulleris no gel com metionina — 298 (Figura 29), não corresponde

ao padrão obtido no ael sem metionina (Figura 25). o que dificulta

estabelecer a correspondência das bandas que mostram à incorporação

destacada desse aminoácido marcado.
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Figura 28 às E. Fadrões de bandas de proteínas de glândulas saliva»
res de larvas de D. mulleri incubadas em meio Grace con»
tendo metionina ­ 298 e ceparadas em SUS­FAGE,., em aradien­
te de 7 a 15% (Ad). e perfil autorradiográfico obtido após
7 dias de exposição. sobreposto ao padrão de bandas (BR),
Em À e E. 1 = controle (60º), 2 = aquecimento à 37º, 3 =
resfriamento à& 107, Observar em E às diferenças dos per­
fiz autorradiográficos quando às glândulas foram submeti­
das ao aquecimento (8) e ao resfriamento (3). Os números à
esquerda do gel referem­se às principais handas.
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À revisão da literatura indica aque todos os organismos

sãos possivelmente. dotados de um conjunto de genes capazes de lhes

permitir tolerar. dentro de certos limites. alguns tipos de estresse

ambiental. O conhecimento desses genes derivous inicialmente. da

observação de alterações no padrão de pufes de Wrosoehila., causadas

por choque de temperaturas com subsequente reconhecimento de

produtos proteicos —­ as proteinas de choque de calor ­ vinculados à

novos pufes que surgem sob efeito desse estresse. Hoje. sabe­se que

OS genes responsáveis por essas proteinas também respondem à outros

tipos de estresse. além do choque de aquecimento. razão pela qual

elas são mais apropriadamente denominadas proteínas de estresse.

Os mecanismos de atuação e de controle da síntese dessa

proteínas começaram. recentemente. a Ser desvendados. Seu

envolvimento nas interações proteina­proteina 2 a descoberta de que

OS mesmos genes podem ser acionados em condições de cstresse

ambiental tão diferentes. como o estresse oxidativo = o choque de

calora abrem novas perspectivas quanto ao papel protetora

extremamente importante. dessas proteinas.

No presente trabalho: algumas observações sobre o

desenvolvimento e sobrevivência, de 0. malleri 2 WU. arizomensis. sob

tratamento contínuo às temperaturas experimentais. mostraram que à

fase do desenvolvimento em aque csse tratamento se inicia é

importante na resposta do organismo. Nas condições dest

experimento. a temperatura de 12ºC inibiu inteiramente à progressão

do desenvolvimentos qualquer que tenha sido à fase de início do

tratamentos exceto para larvas de 3º estádio tardio. Já o
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aquecimento, a partir de larvas 2 estádio permitiu uma

progressão do desenvolvimento para à fase seguinte, sendo ques no

tratamento de larvas de 3º estádio o desenvolvimento chegou à pupa

jovem. Quanto à sobrevivência. poréms foi maior aquando o tratamento

se iniciou em fases precoces do desenvolvimento larval e» menor nas

fases mais adiantadas. para ambas as temperaturas e espécies. Não

foram observadas diferenças entre as duas espécies analisadas. Nos

individuos que sobreviveram. foi possivel observar que f.

desenvolvimento aà& 10º é mais lento e a 37% mais rápido

comparação com o desenvolvimento à 89ºC. usado como controle.

À literatura mostra que o estudo do efeito do

resfriamento. sobre 03 organismos. tem sido menos intenso do que o

do efeito do aquecimento. Em geral esse estudo tem fFfocalizado

deb . . . e . .adaptações estacionais em condições de inverno. depois de semanas ou

meses de exposição à baixas temperaturas. Muitos insetos respondem à

aproximação do inverno entrando em diapausa e fazendo ajustes

fisiológicos que aumentam sua capacidade de tolerar as baixas

temperaturas. Em muitas espécies. cessa preparação geralmente envolve

a acumulação gradual de um crioprotetor como olicerol e outros

álcoois polihidricos E açúcares de haixo peso molecular (pequena

revisão em LEE et al. (1987),

LEE et al. (1987) verificaram que o acumulo de olicerols

pode também ser uma resposta rápida em insetos fora da diapausas

contra choques de Frio. Dz autores sugeriram que interações
especificas entre o glicerol e outros componentes celulares podem

ser de importância critica. Entre elas citam à possibilidade de

alterar a natureza das transições de fase dos lipídios da membrana

durante o resfriamento e assim proteger contra o choque de frio.
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autores citam como reforço à sua idéia. o fato de que à capacidade

de acumulação rápida de glicerol em resposta à exposição a baixas

temperaturas foi observada em diversos insetos Ffilogencticamente

diferentes. À exposição do corpo­gorduroso do inseto ao frio, (dn

vivo e im witro,., causa à ativação da fosforilase para à forma à. àR

qual cataliza à quebra rápida do glicogênio e à acumulação do

glicerol. À resposta é evidente. por exemplos 19 minutos após

exposição a 9%. na pupa do bicho da seda. Esse mecanismo protegeria

os insetos contra mudanças diurnas na temperatura e o03 tornaria

capazes de sobreviver à breves periodos de exposição à baixas

temperaturas.

Entre os trabalhos sobre o efeito do frios há também o de

FUMKATAMI (17834) aque submeteu Ml. lutescens e 0. takahashiil.a (duas

espécies muito próximas. à temperaturas de 390, em diferentes Ffasc

do desenvolvimento. computando à porcentagem de ovos eclodidos. de

larvas e adultos obtidos e à sobrevivência dos adultos. Foi

observado que à primeira espécie é mais resistente ão frio que &

segunda. mas. em ambas. o grau de tolerância ao frio foi observado
na seouinte ordem! pupa ) ovos ) larvas. Adultos mais velhos de WE.

takahashikl apresentaram maior sensibilidade ao frio do que os

adultos jovens. mas NM. Ilutescemns pouco variou sob esse aspecto. EB

estudo de hibridos mostrou que os genes relevantes na tolerância ao

frio podem estar distribuídos nos cromossomos sexuais 2 autossomos.

As diferenças observadas. entre as duas espécies. na resistência ao

frios de acordo com o autor pode estar relacionada com a

distribuição de MM. luwtescems na reaião norte das ilhas do Japão. em

contraste com à distribuição de MM. takabhbashii que é limitada à

região sul.

FZ
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp”. 12 13 14 15 16 17 18



89

Também híbridos de MW. vwirilis (oriunda de regiões

temperadas). MN. lummeei (de regiões boreais) e seus híbridos foram

analisados quanto à tolerância à choque de frio a ­1i090C e à

exposições mais prolongadas. NM. lummei tolerou exposições 40 à SO%

mais longas que MM. wirilis, À análise de hibridos de cruzamentos

recíprocos permitiu verificar que a contribuição dos cromossomos é

de três à quatro vezes maior que à do citoplasma. na resistência ào

frio. Machos heterozisotos autossômicos. portadores de cromossomo X

2 citoplasma de W. virilis apresentaram à menor resistência ao frio

(HEIND & LUMME. 1999),

Ds resultados apresentados no presente trabalho por WU.

mulleri e NM. arizonensis sugerem que clas são mais sensiveis ao frio

do que as espécies de Erosophila utilizadas nos dois trabalhos

mencionados. levando­se ainda em conta que às temperaturas neles

utilizadas foram bem mais baixas. Assim. é possível que à aparente

menor resistência ao frio de 0. mulleri e À. arizonemsis possa,

estar relacionada à orioem oeográfica das linhagens utilizadas «< E

o México, Além disso, essas espécies são cactofilicas., o que por

só já sugere restrições às condições ambientais.

Alterações na temperatura constituem uma das principais

variáveis ambientais. Entretanto: a compreensão da capacidade dos

seres vivos se adaptarem à essas alterações é ainda um problema

considerado complexo. À literatura contém trabalhos que mostram

preferências cspécie­especificas quanto à temperatura. bem como

capacidade dos animais em sobreviver sob diferentes temperaturas

sua correlação com genótipos alozimicos. Em UIrosophila,.

paralelismo entre a distribuição geográfica e à capacidade

catalisadoras dependente da temperatura. de enzimas RkRomóloaas ou
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aloenzimas foi também analisado (pequena revisão em ALAHIOTIS

STEFPHANOU. 1982). As informações mostram aque khá limites na

capacidade de suportar variações de temperatura. À literatura sugere

que esses limites estão relacionados provavelmente com mudanças na

conformação das proteínas 2 nas propriedades de transporte das

membranas CALAHMIDOTIS & STEFHANOU., 1982).

STEFHANDU et al (1983) verificaram que à capacidade de

linhagens de NU. melanmogaster sobreviver à cstresse de calor

correlaciona com à cinética da sintese proteica em órsãos submetidos

tratamentos avaliada pela taxa de incorporação de metionina

Como vimos na Introduçãos o sistema de proteinas hsps. que

começa à ser sintetizado alguns minutos após o início do estresse:

calorá reflete à presença de maquinaria genética atuante nessas

condições e ocorre paralelamente a alterações no padrão de pufes. Em

ON. melanogaster foi demonstrado que o resfriamento também determina

a sintese de heps C(CRURTON et al... 1988).

No presente trabalho. as preparações cromossômicas para

estudo do efeito da temperatura foram feitas a partir de larvas

tratadas sobre papel de filtro umedecido em Demerec ou a partir de

glândulas submersas na solução de Demerec ou no meio Cfirace. À

comparação da qualidade das preparações feitas nessas diferentes

situações mostrou que a temperatura de 379ºC provoca alterações

cromossômicas mais acentuadas do que à temperatura de 1289C, quer às

preparações sejam feitas a partir de olândulas ou larvas. Essas

alterações abrangem modificações estruturais das bandas

cromossômicas que adquirem um aspecto "vacuolizado” Ou

"desenovelado”. D aquecimento dificulta também mais fortemente
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distensão dos CY OMossomos Para análise: eles permanecem

predominantemente no interior do núcleo.

As preparações de glândulas salivares incubadas em meio

Grace mostraram melhor qualidade que às de glândulas salivares

incubadas em XDemerec. Foréms às preparações feitas à partir de
larvas incubadas em Demerec foram melhores do que às de alândulas

salivares incubadas em meio Grace. Portanto. em grau de qualidade

das preparações cromossômicas. observamos que larvas­NVlemerec

glândulas­Grace ) glândulas­Demerec.

O contato direto com o meio aquecido ou resfriado deve ter

efeitos mais drásticos sobre as glândulas salivares do que no caso

da larva tratadas na qual aquelas glândulas estão protegidas do

efeito direto. For outro lados o meio Grace é destinado à cultura

celular de insetos e: portanto. deve fornecer mais clementos

ssários an funcionamento normal das células das glândulas

salivares do que à solução fisiológica de insetos. Demerec.

À comparação entre as espécies mostrou que às preparações

de MN. wnwulleri tratadas foram melhores do que as de À. arizonensis

tratadas.

A análise do padrão de pufes sob efeito dos choques de

temperatura restringiu­se ao cromossomo 2. Nesse cromossomo. XE.

mus 1 Ler di. mostrou dois tipos de resposta ào aquecimentos

diferentes individuos. independentemente do meio de incubação. ou do

tratamento de larva ou glândula. Um deles mostrou alteração de

tamanho do pufe terminal distal do cromossomo 2. Esse pufe forma­se

também no controle e sob resfriamento. mas sua área =

consideravelmente maior nos individuos submetidos à aquecimentos nas

duas espécies analisadas e nos híbridos. O outro tipo de resposta ao
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aquecimento. observado exclusivamente =m W. mulleria envolveu o

aparecimento de cinco novos pufes. Esses pufes não foram encontrados

à temperatura controle e sob efeito de resfriamento,

Em mn. arizonensis . as alterações mor fológicas

aparentemente abrangeram apenas o pufe terminal distal do cromossomo

analisado, Nessa espécie. como em 0. nulleris o aquecimento. sob

qualquer das condições experimentais utilizadas mostrou um aumento

da área desse pufe. de aproximadamente o dobro ou mais que o dobro

quando comparado com o controle ou o resfriamento. Nesta última

situação. à área desse pufe foi aparentemente iqual ou ligeiramente

inferior à observada sob à temperatura controle.

efere aos híbridos. as observações mostraram um

heteromor fismo do pufe terminal decorrente de uma acentuada

diferença de tamanho entre os pufes dos dois cromossomos. nas três

temperaturas. mas mais acentuada à 379C.

Quanto aos outros pufes. à sinapse complexa: devida &

presença de inversões superpostas nesse cromossomo dos híbridos.

dificulta o reconhecimento dos mesmos. Entretanto: aparentemente

eles não foram observados.

0. hydei é à espécie mais próxima das analisadas no

presente trabalho. até agora estudadas quanto aos efeitos do choque

de calor. Nelas. o calor induz novos pufes em seis locos do genoma

(BERENDES et al. 1965), Esse efeito não é o mesmo quando àas

alândulas isoladas são incubadas e quando há tratamento das larvas.

Nas condições dm witro, aparecem pufes que não são observados nem

nas larvas tratadas nem no controle. à mesma idade.

Quatro dos seis pufes observados em larvas de 0. hkydei sob

choque de calor ocorrem à 25% no desenvolvimento normal: na
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formação do pupariumsa sendo porém menores que 06 induzidos

experimentalmente. N6e acordo com EBERENDES (14972) o fato de que

esses pufes ocorrem também em condições normais indica que sua

atividade deve ser relevante para o metabolismo da células em

determinadas circunstâncias.

DO estudo comparativo dos cromossomos do qgrugo repleta

realizado por WUWASSERMAM (1954, iPóTPa., Db) mostra que à extremidade

distal do cromossomo 2 de We. malleri e 0. arizonensis corresponde

morfologicamente à mesma região de À. hydei., Nessa região. csta

última espécie mostra o pufe denominado 2­486 que é induzido à

temperatura de 37ºC (EBEERENDES,., 19681 SONDERMEIJER à LUEBSEN, 1979:

FPETERS et al... 19839) e oO pufe 2­45C que é induzido in witro = tn

pelo calor CEERENDES. 1978) 2 pela vitamina B8 (LEENDERS et

1973). Ambos o35 pufes derivam. portanto. de bandas vizinhas,

próximas à região telomérica.

No presente trabalhos à observação dos pufes foi restrita

­) microscopia óptica o que torna difícil estabelecer uma

correspondência de localização entre os pufes observados em MW.

hudei. na extramidade terminal. e o pufe observado no presente

trabalho em 0. malleri e ll. arizonensis., apenas com base nã

observação das bandas. Entretanto. uma diferença que s5e estabelece

entre cestas duas espécies e à primeiras é que o pufe detectado no

presente trabalhos está presente. em condições normais. em faces

anteriores à formação do puparium. EICUND (informação pessoal)

verificou que esse pufe encontra­se presente desde à fase de larva

de 2º estádios quando é possível reconhecer o padrão de pufes. e

Permanece aberto até à fase de pré­pupa amarela. que é à fase final

de observação dos cromossomos das glândulas salivares. abrangendo
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provavelmente as duas bandas correspondentes à 4936 e 490,

Ne acordo com LUESEN et al. (19798) à maior parte do KRNAÁ

produzido no loco 2­48E permanece no núcleo. mas parte ocorre também

no citoplasma. Este RNA poli­A está presente em haixa concentração e

pode codificar para uma das proteinas menores de choque de

temperatura (EELEYW & EBRALNY. 1i981),.

Fara RYSECK et al. (1987) o loco 2­48B de U. hyadei e o

3­930 de 0. melanogaster. ambos clonados e sequenciados. apresentam

um padrão estrutural e transcricional comuma sugerindo para eles uma

função conservadas embora desconhecida, nessas espécies bastante

distantes evolutivamente. Fara cles ambos os pufes não parecem

codificar proteina mas são transcritos em uma série de ENÁs

diferentes. Ainda de acordo com 05 mesmos autores. o pufe 30 de Xl.

melanogaster difere claramente do tipo comum de genes de choque de

calor porque à maior parte de seus produtos de transcrição são

retidos no núcleo e acumulamese sob à forma de particulas gigantes

de RNP (como acontece com o 2­488). sendo que todas as espécies de

Erosophila já estudadas apresentam um pufe como F30,. Assim. em D.

hyudei o pufe correspondente à 930 de VP. melanogaster parece ser o

43E que nas espécies estudadas no presente trabalho. pela

localização poderia corresponder ao pufe da extremidade distal do

cromossomo R.

Com relação aos outros pufes que aparecem em 0. nmulleri no

estádio tardios sob efeito de aquecimento. EICUDO (informação

pessoal) verificou aque 05 mesmos são caracteristicos da fase de pré­

pupa brancas. nas condições normais de desenvolvimento. Fortantos o

aquecimento antecipa a sintese de produtos desses pufes; e com

relação ao pufe da extremidade distal. parece apenas intensificar à
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ntese local de produtos.

Pufes que ocorrem normalmente em certas fases do

desenvolvimentos em geral. são 05 que respondem à ação do hormônio

ecdisona ou hormônio da muda. presente nesses insetos (ASHEURNER.

1772b: BERENDES, 1978).

Algumas outras espécies foram bem estudadas quanto ao

padrão de pufes. em condições de estresse pelo calor. For exemplo.

em MN. subobscura à análise dos pufes como resposta ao efeito do

aquecimento mostrou que alguns deles mantêm sua expressão. enquanto

outros à aumentam e outros à reduzem (FASCUAL & FRUTOS, 1984). Em Xl.

guanche. que é também membro do grupo obscura e bastante próxima de

nh subobscuras o choque de calor induz um conjunto de quatro pufes

que não aparecem durante o desenvolvimento normal. Um outro pufe que

aparece ativo em outras fases do desenvolvimento. sob efeito do

calor torna­se altamente ativo em fase em que não aparece: no

desenvolvimento normal (MOLTS et al... 1987). Esse último pufe

comporta­se., portantos como os pufes a­e do cromossomo 82 de Xi.

mulleri analisada no presente trabalho.

HMOLTSO et al. (1987) verificaram também que à resposta de

NM. quameche é mais acentuada à temperatura de 37C que a 3490,

enquanto em WU. subobscura ocorre o oposto. considerando assima
rossível (aque MM. qguanche tolere melhor à temperatura mais alta que

nNn. subobscura porque a primeira espécie é endêmica em regiões mais

quentes. e à segunda é adaptada a ambientes frios.

No presente trabalhos oo estudo do padrão de

. PB) . s . s
Eproteica em glândulas salivares incubadas em metionina 398 mostrou

que em WWW. mulleri aquecidas há incorporação de metionina em três

bandas que não apresentam incorporação a 22º9C ou à 14809C, Devems
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portanto. corresponder à proteínas da maquinaria de resposta

aquecimento, For outro lado há bandas aque cstão marcadas à

temperatura controle mas que apresentam marcação muito mais intensa

sob aquecimento. devendos portanto. corresponder a proteinas que são

mais ativamente sintetizadas nessas condições. Uma banda presente no

controle parece apresentar redução da marcação na amostra aquecida e

neste caso deve corresponder a proteína cuja sintese sofre redução

sob aquecimento. Essas observações mostraram à variabilidade das

modificações que ocorrem na expressão gênica. sob ação do choque de

calor. em 0. nmlleri,

o resfriamentos por sua vez. determina uma redução

acentuada nos níveis de incorporação da metionina marcada na

alândula salivara em W. nmulleri. Nessas condiçõess: 6 padrão de

incorporação: visualizado no gel submetido à autorradiografia mostra

um número reduzido de bandas. isto é. apenas duas

YOST &LINDOUIST (1984) observaram aque em Irosoehila., um

choque de calor breve e clevado Dloqueia o processamento das

sequências interpostas do transcrito primário de RNA e aque o

bloqueio persiste por pelo menos duas horas depois do retorno das

células à temperatura normal. Os autores sugeriram aque o bloqueio da

eliminação dos introns contribui para à letalidade causada pelo

calor e que uma função das hsps é proteger o processamento.

De acordo com FETERSEN et al. (1979) tanto o choque de

calor como o de frio desligam importantes funções celulares como a

sintese de proteínas: a sintese de RNAm e provavelmente o

metabolismo energético. No choque de frios poréms esses autores

admitem que não ocorra à desnaturação proteica. considerada um dos

mecanismos desencadeadores da indução
:

> de hsps após
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tratamento com calovr.

A literatura mostra que à resposta de sintese proteica. no

caso de choque de frio. ocorre não durante o choques mas sim durante

à recuperação após o choque. Essa observação foi feita por exemplo

por FETERSEN et al. (19929) que analisou à síntese de proteínas de

esse em tratamento prolongado de larvas de Irosophila à 29C,

Esses autores verificaram que o RNAm acumula­se não durante o

tratamentos. mas sim. quando às larvas estão retornando a 2590, Des

acordo com esses autores. isto poderia ser devido à uma extrema

redução das respostas metabólicas nessas temperaturas. OU à que

algum tipo de dano celular deva ocorrer para desencadear a resposta.

DO presente trabalhos evidenciando o padrão de síntese de proteina

total nas olândulas salivares altamente reduzido sob condições de

choque de frio parece reforçar à primeira possibilidade, Nessas

condições como também mencionamos: apenas às bandas 92 e ?P2

incorporaram a metionina — 39, Ambas as bandas também incorporam à&
35metionina “SS sob condições de aquecimento e à temperatura

controle, o que pode indicar que à síntese das proteínas

Hdcorrespondentes a essas bandas está "protegida” para atuar

continuamente. em diferentes condições ambientais. sugerindo também

um papel fundamental para as mesmas. naá atividade celular.

É possível que à observação. no presente trabalho de um

e . . ” . . nepadrão extremamente baixo de incorporação de metionina —» “98 sob

ação do frio seja devido à análise ter sido realizada ainda em

condições de choques e que se fosse realizada algum tempo após 0

mesmos o padrão de marcação mostraria maior numero de bandas

marcadas.
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a) síntese proteica mais intensa. no periodo de

recuperação. em caso de tratamento pelo frio foi também observada em

outros organismos. À mosca CarcopPhaga crassipalpis submetida à um

breve choque de resfriamento à ­19% ou ­1í8º%C no estádio de olho

vermelho não chega à fase adulta. mas seu desenvolvimento prossegue

até a emergência. Uma redução da taxa de consumo de oxinênio indica

a ocorrência de dano ao organismo. A taxa de sintese proteica

lenta nã primeira hora do choques mas se recupera rapidamente,

hsps de peso molecular 92 e 72 kO são expressas durante essa

recuperação. sendo aque à segunda é imunologicamente relacionada &

família de proteína 79 de choque de calor em HW. melanogaster,.

produzida nos locos 87A e 987C. Diferentes órgãos sintetizam

diferentes proteinas na recuperação do choque de frio: nesse

organismo (JOFLIN et al... 1998).

No presente trabalho foi possivel obter alguns outros

elementos na avaliação metodológica para o estudo do efeito do

choque de temperatura. Por exemplo. à detecção do padrão total de

proteinas que reflete o padrão de síntese nas condições de estresse

estudadas. não pode ser avaliado sem uso de marcadores. Foi. poréms

possível. detectar diferenças entre os indivíduos e as espécies sem

O uso desses marcadores,

À comparação entre os dois tipos de géis utilizados. isto

és gel de concentração homogênca e 921 em gradiente mostrou melhor

definição das bandas no segundo tipo. Embora algumas bandas se

mostrem bastante conservadas nos dois tipos de géis e possam assim

ser consideradas bandas marcadoras das espécies analisadas (bandas

24, 40 2 41), no intervalo entre elas há uma variação

qualitativa. mas não quantitativa. das bandas. Isto fez com que no
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gel em oradiente tenham sido detectadas uma banda exclusiva de

mulleri e quatro bandas especificas de ll. arizonoemsis. enquanto

gel a 10% Foram observadas apenas duas bandas especificas de

arizonensis e nenhuma de 08. mulleris Considerando­se que

cspécies são cripticas., esses resultados podem servir como mais um

critério de diferenciação bioquímica entre elas: nessa fase do

desenvolvimento (larva de terceiro estádio tardio). CERON (1988)

verificou que MN. milleri e NM. arizonensis diferenciame­se quanto ão

padrão de esterases. havendo esterases especificas de uma ou outra

espécie. que se manifestam especialmente na fase adúlta.

Guanto à análise do padrão de bandas do gel em gradiente

dos híbridos das duas espécies. verificou­se um padrão de herança

predominantemente co­dominante. uma vez que correspondeu à soma dos

padrões das espécies separadas.

Embora à metodologia utilizada. no presente trabalho não

tenha permitido uma abordagem mais profunda. restringindo bastante

as conclusóes;: entendemos que os resultados obtidos podem ser

somados aos existentes na literaturas contribuindo para diferenciar

biolosicamente as duas espécies. Além disso. como vimos.

resultados que hoje existem em Inirosophila., referentes a03 efeitos de

choques de temperaturas Foram obtidos predominantemente em E.

nmeTlanogaster. 1. simílans 2 pequeno número de outras espécies entre

as quais algumas do arupo obscura e uma do arupo repleta. Os

resultados obtidos no presente trabalho abrem. portanto. perpectivas

para uma abordagem do problema em outras espécies: no caso espécies

do grupo repletas que têm mostrados em vários trabalhos (por

exemplos  EICUNO & RICHARDSON, 414977% EICUNO, 1979), apresentar

mecanismos biológicos e csvolutivos interessantes relacionados com
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processos de regulação gênica. 03 quais. como sabemos. constituem um

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



VW. FESUNO E CONCUUSTES

Foram realizados tratamentos de choque de temperatura in

wiwo pela transferência de larvas da temperatura controle (2290)

para 37ºC e 10º%5C ou in witro utilizando nalândulas salivares

incubadas. às mesmas temperaturas. em solução de Vemerec ou meio

Grace. As observações incluíram alguns aspectos do desenvolvimento e

da taxa de sobrevivência: o padrão de pufes do cromossomo 2 e o
padrão de síntese de proteina total de larvas e glândulas salivares

analisadas em oel de poliacrilanmida —­ SOS, hkomoasêncos ou em

gradientes e glândulas salivares incubadas em metionina — “29. Neste
estudo foram utilizadas as espécies MW. melleri. UU. arizomensis (0,

arizonmas) 2 seus hibridos.

Dbser vou­se que o choque de frio a 199C inibe

desenvolvimento quando aplicado à ovos e larvas de (231º, RP2

estádio precoces mas permite que larvas estádio tardio

prossigam seu desenvolvimento até o estádio de puparium. À taxa de

sobrevivência foi maior para as larvas tratadas no 1º e 9º estádio

que para as tratadas no 3º estádio, Sob choque de calor. o

desenvolvimento de larvas tratadas no 2º estádio ou no 3: estádio

tardio prosseguiu. respectivamente. até o 3º estádio larval e à fagse

de pupa jovem. À taxa de sobrevivência sob choque de calor também

foi maior quando o tratamento foi realizado nos cstádios mais

precoces do desenvolvimento larval. De resultados foram praticamente

os mesmos nas duas espécies,

à baixa resistência ao frio mostrada por 1. malleri ec 0.

arizonensis . em comparação com outras espécies estudadas na

literaturas está possivelmente relacionada com à origem oceooráfica
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das linhagens analisadas (México) e à ocorrência dessas espécies em

cactus.

À qualidade das preparações de glândulas salivares para

análise cromossômicas, em função da técnica utilizada. mostrou que

alândulas de larvas tratadas em Dlemerec apresentam cromossomos menos

alterados estruturalmente que glândulas incubadas em Demerec ou

Grace. mas entre as duas últimas condições. à segunda é melhor aque à

primeira. Esses resultados. provavelmente. são devidos à condição de

“proteção”: contra a ação direta da temperatura. sobre à glândula
salivars qdue ocorre quando à larva é tratada. For outro lado à

glândula incubada em meio Grace. o qual se destina à cultura de

de insectos. deve receber maior numero de nutrientes

importantes que quando incubada em solução fisiológica de Gemerec.

Um ou seis pufes foram observados no cromossomo 2 de Xl.

mu lheri submetida à 370, O pufe que pode estar sozinhos ou nãos

localiza­se na extremidade distal. Esse pufe foi também observado no

desenvolvimento normal. desde a fase de larva de 2º estádio até à

de pupa jovemsa sendo ques entre o choque de calor e o

desenvolvimento normal. a diferença é aparentemente devida apenas ao

maior tamanho do pufe sob à ação do calor. Os outros pufes que podem

ocorrera no cromossomo 8. sob ação do calora na fase do 3º estádio

tardios foram previamente detectados. no desenvolvimento normal. na

fase de puparium. fFortanto. em 4. malleris 5 choque de calor

antecipa à atividade dos locos genéticos correspondentes à esse:

pufesa enquanto. aparentemente. apenas aumenta à atividade do loco

genético da extremidade distal, Este último pufe mostrou o mesmo

comportamento em XX. arizonensis e híbridos submetidos à aquecimento.

aparecendo também garandemente aumentado sob efeito do calor. em
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comparação com o controle ou o choque de frio. Esse foi o único pufe

observado em W€N.. arizonensis e hibridoss no cromossomo 8. sob

qualquer dos tratamentos e também o único observado em W. mulleri à

10% e POSTO.

Quanto aos padrões de proteina total. os gdéis preparados à

partir de alândulas sem incubação em metionina — 998 não permitiram

verificar diferenças entre os tratamentos. em qualquer das duas

mas permitiram verificar diferenças entre os individuos e

as cepécies., À eletroforese. usando géis em oradiente. mostrou uma

melhor definição das bandas que o5 géis homogêncos. embora o número

de bandas tenha sido praticamente o mesmo nos dois tipos de o6éis.

Nos géis em gradiente. foi possível ver quatro bandas exclusivas de

O. arizomensis e uma banda exclusiva de Ml. nmalleri enquanto no acl

homogêneo foram observadas duas bandas exclusivas de Il. arizonenmsis

e nenhuma de MN. mlleris. Como Wi. malleri = 0. arizonensis são

consideradas espécies cripticasa esses resultados provavelmente

podem ser usados como um critério bioquímico para diferenciá­las.

D padrão de bandas nos géis dos híbridos foi aparentemente

o resultado da adição do padrão das duas espécies,

DO padrão de bandas das glândulas salivares de Ml. melleri.

incubadas em metionina — “*S e submetidas à choque de calor. mostrou

três novas bandas. nenhuma delas presente a 12ºC ou P29C. Devem

corresponder a portanto a proteínas cujos locos são ativados

exclusivamente pelo calor. Outras bandas apareceram nos géis a 3790

e a POIºT., mas. apresentaram grau de incorporação da metionina mais

rlevado nos primeiros que nos sesgsundoss devem portanto.

corresponder à proteínas mais intensamente expressas sob ação do

calor. E. finalmente. uma handa presente à 379CD e 2990 mostrou maior
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incorporação da metionina no controle que sob ação do calor,

sugerindo tratar­se de proteina cuja expressão é reduzida sob efeito

do calor. Essas observações mostraram à variabilidade de mudanças

que caracteriza à resposta ao choque de calor. em Ui. melleri,.

Sob ação do Frio 05 niveis de incorporação da metionina.

nessa espécie foram muito baixos. restrinoindo­se à duas bandas.

A abordagem experimental realizada no presente trabalho

para estudo do choque de calor e frio pode ser considerada

restritiva nas suas conclusões. Os resultados obtidos. porém. podem

ser importantes no conjunto de diferenças que possibilitam

caracterizar a diversência evolutiva das duas espécies utilizadas.

além do que fornecem uma nova perspectiva no estudo da expressão

dessas espécies que já demonstraram. por outros estudos. ser

portadoras de mecanismos interessantes. envolvidos nesse processo.
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WI. GUMIARY ART COINCUISTONS

Temperature treatments were performed im vivo by

transferring Irosorhila larvas from 2290 to 379C and to 19ºC or

vitro with isolated salivary glands incubated at the same

temperatures in DPemerec solution or Grace medium. The observations

included some aspects of development and survival rate. putffins

pattern at chromosome P and synthetic pattern of total protein of

larvae and salivary glande analyzed in polgyacrilamaede — S80S gels,.

using both gels of homoseneous concentration or in oradient. and

salivary colands incubated in 3505 — methionine. In this studu. ED,

maul Deris. 0. arizonensis (01. arizomas) and their hybrids were used.

Cold shock at 10970 inhibited development when applied to

either exgs 50 first. second and early third instar larvas but

allowed late third instar larvae to ao to puparium stage. às to the

survival rate. it was greater for treated first and second instar

larvas than for third instar larvae. Heat shock at 3790C allowed

development to proceed whenm applied to second and late third instar

larvac. respectively to the third instar larvae and 4o0oung pupac.

The survival rate was also greater when heat shock was

applied to carly stages of larval development. The results uwerz=

about the same for both species studied,

The low resistence to cold of WWW. nmalleri and n.

arizomensis compared with other species sudied in literature is

possibly related to the acographic orioin of strains used (México)

and the occurrence of these species in cactus.

FPreparations for chromosomal (analusis shouved that

chromosomes were less damaged when using treated larvas. LComparina
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preparations using salivary glande incubated in Gemerec and in Grace

mediuma the second showed better chromosomes for analusis than the

first. These results are probably due to the better "protection" for

chromosome structure when salivaru galands are within the larvace. On

the other hands Grace medium is used for insect tissue culture and

thus must provide more important nutritional ceclements than the

physiological solution of Demerec.

DOne or six puffs were detected in the chromosome &8 ot

different individuals of W. eulleri submitted to 37ºC. The puff

which may be single or not in response to heat shock 18 located at

the distal end of chromosome 2. This puff was also observed in every

developmental stage at normal conditions in which polytencz

chromosomes may be examined from second third instar JlJarvae to youna

pupae. The difference is that under heat shock this puff is greater

than under normal conditions at any developmental stage.

The other puffs which may also occur in chromosome 2

under keat shock at the late third instar larvae. were previously

detected in normal development at the puparium stage. Thus heat

schock antecipates activity of the genetic locus of these putffs while

it apparently only increases activity of the genstic loci of the

puff from the distal end.

The puff of the distal end of chromosome 2 hehaved the

same in heated 0. arizonensis and hybrids. In both cases this puff

was also oreatiy enlaroed in comparison to cold shocked or control

flies. This puff was the only one observed in 0. arizonensis and

hybrids submitted to heat shock and the only one observed in WD.

nmelleris, 0. arizonensis and hybridse submitted to cold or used

control.
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As to protein patterns treatment of larvas or incubation

of salivary galands in medium without the presence of 355

methionine did not show detectable banding differences amonao oels ot

treateds cooled or control flies. Howevers differences between

species and amono individuals of the same species could be detected.

Eletrophoresis using gradient gels showed 2 better

definition of bands than homosencous geles. although the number of

bands in both ware about the same. In aradient sele. four bands were

found to be exclusive to D. arizonensis and one exclusive to MW.

melleriá while in homogencous aels two bands were exclusive to ED.

arizonensis and none was exclusive to 1. mulleri. Because 0. nmulleri

and MM. arizonensis are considered siblina species. the present

results may be used as à biockemical criterion for differentiatino

them.

Banding pattern in hybrids was apparentiyu due only to the

,addition of both species' banding patterns.

Banding pattern of 0. malleri salivary olands incubated in

methionine submitted to heat shock showed three new bands.

neither of them present at cold shock or at 292990. Both are. thus.

due to proteins vhose expression is elicited exclusively bu heat

shock. Dther bands were present in gels of flies submitted to the

temperatures of 37ºCD and 29ºC. but the dearee of methionine intalke

was greater at the first than at the second temperature: these

probably proteins more intensively expressed under hkeat shock. Still

another band present in both conditions (37ºC and 2890) showed

oreater incorporation of methionine in the control than in the

heated cells: this is probably dus to the decrease of expression ot

a protein under keat shock. These observations showed the
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variability of changes which occurs in gens expression of 0. naulleri

under heat shock.

Under cold shock the degree of methionine intake uvas very

low and restricted to only two bands.

The experimental approach for analuzing the effects ot

heat and cold shocks used in this study may be considered

restrictive as to the conclusions whick may be drawn. However. the

results obtained may be important for the possibility of findinog

evolutionary differences between these species and provide à new

perspective in the study 07 gene expression in these species which

in other studies had already shown very interestina mechanisms

involved in such processes.
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"A Paz é a única forma de nos

sentirmos realmente humanos”.

Rloert Einstein
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