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Abstract

In the salivary glands of R, miflery several citological and biochemical char-
acteristics bave been studied. Between the paramneters choised to make the re
scarch were considered: opening and closing events of puffing, synthesis of certain
RNA and protein fractions along larval developnient. In gencral the synthetic
activity of IRNA in the salivary glands was low. Using PAGE-SDS, was possi-
ble the detection of some specific polipetide [ractions. The Mr28kd polipeptide
detected m the 51 section, was correlated with the translational product of B-2
DNA puH. 'rotein band of 18 kd was detenmined as the genic product of C-3
DNA pull. The results obtained show that the RNA and protein synthesis are

molecnlary controled events ocurning duwing the glandular development

Resumen

Se han estucdiada algunas caracteristicas citologicas v bioguimicas de las glandilas
salivares e 1 wallery. Entre los paranietros escogidos para la realizacion e
este trabingo se consideraron:  Eventos de apectura v cierre de determinados

“pulfs” D sintesis de poblaciones de BNA y polipéptidos especificon a lo Targo
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de los periodos finales del desarrollo larval de la especie. Fn términos generales
la actividad de sintesis de RNA de las glandulas salivares ex baja. Empleando
electroforesis en geles de poliactilamida, fué posible detectar varias fracciones
polipeptidicas. El polipéptido de My 28 Kd detectada en la seccion S, se cor-
relaciond con el producto de traduccion del puff de DNA B-2. Ta banda protéica
de 18 Kd se determind como el producta génica del puft de DNA - O - 3. Los
resullados obtenidos, muestran que la sintesis de INA y proteinas en glandulas
salivares de esla especie son eventos moleculares controlados a nivel del desarrollo

glandular,

INTRODUCCION

Las glandulas labiales de los insectos son estructuras de origen ec-
todérmico que se abren a la cavidad preoral, y su funcién puede
variar segun la especie. En una misma especie estos érganos suc-
len presentar diferentes papeles durante el desarrollo ontogenético'.
Estas glandulas en los Dipteros son denominadas salivares, por ana-
logia con las glandulas salivares de los mamiferos, pero sinembargo
no poseen una funcién digestiva. En el genéro Rhynchosciare, los cs-
tudios realizados en R. americana, indican que una de las funciones
de las glandulas salivares, durante ciertos estudios larvales, es sinte-
tizar una secrecién viscosa que mantiene la lubricacién externa de Ia
larva?. Sin embargo cuando la larva para de alimentarse, la funcion
principal pasa a ser la de produccién de una seerecién proteica que
es empleada para la construecion del easulo cormin en euyo interior
ocurre la metamorfosig®#2.

Los cambios del funcionaminto a lo largo del desarrollo larval
y pupal convierten a la glandula salivar bastante interesante para
el estudio de la sintesis de RNA poli A* y proteinas especificas,
asi como también para la elucidacion de los mecanismos de control
hormonal involucrados en la reprogramacion de la sintesis protéica y
de RNA®,

En Rhynchosciara después que las glindulas salivares estan com-
pletamente formadas en el embrion, sus células no se dividen was®.
Sucesivas replicaciones del DNA de la célula (Fases S repetidas),
seguidas de periodos en que ¢l DNA no se replica (Fase G), dan
como resultado un aumento del tamafio eelular y un conjunto de
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cromosomas especiales, en los cuales el gran nimero de cromatidas
hijas permanecen asociadas. Este proceso da como resultado la for-
macion de una estructura multiestriada, compuesta por bandas e
interbandas. Este arreglo de cromatidas, es denominado cromosoma
politénico’.

El patron de bandas e interbandas es constante en todos los teji-
dos politénicos de la misma especie®’. Sinembargo, durante periodos
determinados del desarrollo larval, suceden eventos de expansién de
bandas especificas, denominadas “PUFFS”. Este proceso fue inicial-
mente observado por Beerman (1952)® en Rhynchosciara angelae.

La demostracién de que el patron de abertura y cierre de estos
puffs era dependiente del tipo cclular, y de su periodo de desarrollo
ontogénico, llevarén a estos autores a sugerir que el fenémeno de
“Puffing”, era una manifestacién morfolégica de la actividad génica.

Algunos pufls que se observan en larvas de Dipteros de la familia
Sciaridae, ademads de incorporar precursores de RNA, presentan una
intensa sintesis de DNA, la cual es exclusiva de la regién cromosémica
del pufl. Esta sintesis extra de DNA refleja el proceso de Amplifi-
cacion génica de loci involucrados, y a aquellos puffs que muestran
tal efecto se les denomina puffs de DNA?. Los puffs de DNA, consti-
tuyen el primer caso descrito de aumento diferencial de la cantidad
de DNA de una region cromosomica.

Mediante el andlisis de patrones de electroforesis de proteinas sin-
tetizadas en diferentes periodos de la vida larval en Rhynchosciara
americana, varios autores evidenciaron la aparicion de polipéptidos
especificos en determinadas fases del desarrollo glandular. De esta
manera, correlacionaron la sintesis de una proteina de peso molecu-
lar 21 Kd (Py) con el Puff B 2. Este polipéptido se encuentra con
actividades especificas muy altas, justamente durante el periodo de
abertura del mencionado Puff. Otro péptido de peso molecular 18
Kd, esta correlacionado con el Puff de DNA C-3. El analisis de
las proteinas de la scerecion salivar de larvas en el 52 y 6° periodos,
mostré que dichos polipéptidos hacen parte integral del easulo conmin
en el cual las larvas pupan®.

La importancia de este trabajo, radica en la posibilidad de obtener
resultados sobre la sintesis de RNA y proteinas en periodos del de-
sarrollo larval de R. mallery, una especie que aunque bastante rela
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cionada con R. americana, muestra patrones de desarrollo diferentes.
Los resultados extraidos de las experiencias que se llevaron a cabo,
sirvieron de comparacion con los ya obtenidos de olras especies de
Sciaridos, a fin de poder dar una explicacién a nivel molecular de
los posibles controles en la pupacion de este grupo tan particular de
insectos.

METODOLOGIA
Cultivo de larvas

En este trabajo se usaron larvas de Rhynchosciara mallery criadas
en laboratorio en las condiciones descritas previamente por Lara ct
al (1965)'°, o colectadas en el litoral del Estado de Sao Paulo. La
edad fisiologica fué determinada segun Terra (1972)'" y Terra et al
(1973)'%. A no ser que se especifique lo contrario, se usaron hembras
del cuarto estadio larval que fue dividido por Terra et al (1973)'?, con
base en las caracteristicas morfologicas y fisioldgicas de los animales.

Preparaciones citolégicas

Las glandulas eran fijadas en etanol, acido acétido 3:1 (10 minutos),
y enseguida coloreadas con orceina 3% en acido acético 60%, 5 minu-
tos; o eran directamente “aplastados” entre la lamina y la laminilla
en acido acético 45% y observadas por microscopio de contraste de
fase.

Administracién de precursores radioactivos

Incorporacion “In vitro”.
Precursores de RINA.

Las cantidades de Uridina *H segiin el experimento, eran secadas
en laminas excavadas gruesas. El residuo seco era disuelto en voli-
menes apropiados de medio TBGPL'? que usualmente era de 10 pul
para cada par de glandulas salivares, o segmentos aislados S, .
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Precursor de proteinas.

En todos los experimentos se usé leucina *H. Volimenes de 5 6
10 zl del aminoacido eran secados sobre una laminilla siliconizada
y el residuo disuelto en § ul de medio TBGPL en cuya preparacién
fué omitida Leucina no radioactiva. Después de 5 mimtos (tiempo
necesario para una completa disolucion del aminoicido marcado iso-
tépicamente) se colocaba en cada gota un segmento glandular S, de-
jando por cincuenta y cinco minutos que ocurriera la incorporacion.

En ambos casos (incorporacion de ribonucledtidos (3 ) o Leucina
(*H)) los sistemas de incubacion eran colocados dentro de placas de
petri cubiertas con fondo de agar 2% para mantener la humedad
interna, y todo el conjunto era mantenido a 22°C por los tiempos de
incubacion especificados para cada experiencia.

Extraccion de acidos ribonucléicos

Consistié en el procedimiento desarrollado por Daneholdt (1972)'*

con algunas modificaciones introducidas por Garcia (1984)'. La
determinacién de la actividad especifica del RN A marcado, se realizo
por ¢l método de Fleck y Munro (1962)" modificado por Meneghini
et al (1968)'C.

Extraccién de proteinas de glandula salivar

Después de la incubacién en el medio conteniendo Leucina *H, los
segmentos glandulares fueron lavados en solucion de Ringer para
Rhynchosciara y solubilizados, calentandolos por una hora a 50° C,
en el tampén Tris-Hel 60 mM, EDTA 0.5 mM; SDS 2.5% ; Glicerol
10% , 2-Mercapto-etanol y azul de bromofenol 0.005% . Una seceion
proximal de la glandula §;, era disuelta en 25 pl. Las glandulas
completas eran disueltas en 50 pl.

Illectroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

El método utilizado fué el descrito por Laemli (1970)'7. La electro-
feresis era hecha con tres tampones diferentes con discontinuidad de
pH y concentracién. La concentracion del gel de corrida fué de 15%
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la del gel de apilamiento 3.5% . La determinacion de peso molecular
se hizo segin Laemli (1970)'7.

Fluorografia de proteinas

Las placas de geles de poliacrilamida fueron impregnadas con PPO
disuelto en DMSO, como esté descrito por Bonner y Laskey (1974)'®
y luego secadas '? a 60°C con el auxilio de una bomba de vacio. Des-
pués de secado el gel, éste fué cubierto con una pelicula para Rayos
X (RP/R - 54 6 XR - 5 Kodak). Preexpuesto a una “lamparada” de
luz suficiente para ocasionar un aumento de fondo de 0.150 unidades
de absorbancia a 540 nm. Los geles fueron expuestos por tiempos
variables a -70°C y posteriormente la pelicula de Rayos X fué reve-
lada.

El calculo de la concentracion de cada una de las fracciones protéi-
cas caracterizadas, se llevo a cabo adaptando la metodologia descrita
por Maxam y Gilbert (1977)**. Cada una de las bandas era precipi-
tada en etanol, centrifugada, secada y resuspendida en solucion Tris
Glicina; fueron cuantificadas empleando la metodologia descrita por
Meneghini et «l(1968)'°.

RESULTADOS

Principales eventos citolégicos de las glandulas salivares de
R. millery

Habiendo caracterizado en condiciones de laboratorio el eiclo vital de
R. muallery, procedimos al estudio citogenético del comportamiento
de los cromosomas de las glandulas salivares de esta especie. En la
tabla 1 se presentan los principales eventos citologicos de la seceidn
S; de las glandulas salivares de R. millery. Para mejor entendimiento
de la fisiologia de los cromosomas politénicos de esta especie, hemos
subdividido la glandula en tres secciones. Estas subdivisiones, fueron
hechas tomando como base las realizadas en los cromosomas de R.
americana
que solamente a partir del 25” dia los cromosomas de este tejido
comienzan a mostrar una cierta actividad detectable citologicamente.
Antes de este época, la glandula salivar en sus tres secciones, muestra

. De acuerdo con la tabla presentada, es posible ver
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una relativa inactividad, por lo menos en lo referente a actividades
Cromosonicas,

El periodo segundo, que comienza a partir del 25 dia, se ca-
racteriza por el inicio en la seccién Sy, de actividad nucleolar. En
esta seccién, empleando coloracion para RON, es posible observar la
presencia de nucleolos en las puntas heterocromaticas de los cromo-
somas A, B y X de esta especie. (Figura 1). La Figura 1 muestra
una microfotografia, obtenida por observacion con el microscopio de
luz polarizada, de un micleo politénico de una célula salivar de larva
del 25° dia. Es evidente la proliferacion de nucleolos en las puntas
heterocromaticas de los cromosomas antes mencionados.

A medida que avanza ¢l desarrollo larval, se observa la aparicion
de estructuras de origen nucleolar, los micronucleolos. Estos cnerpos
pequefios, se tornan bastante abundantes hacia el 29° dia. Corre
lativamente, se observa la disminneion del tamano de los nucleolos
presentes en las puntas heterocromaticas. Fn el dia 35" el nucleolo
del eromosoma A desaparece. Sin embargo, los de los cromosomas B
y X persisten hasta el 38° dia. En las glandulas salivares de larvas con
35 dias de edad, los micronucleolos han desaparecido completamente.
Finalmente en el dia 39 los nucleolos persistentes en los cromosoias
B y X desaparecen.

El quinto periodo se inicia con la abertura del Puff 2B cl mas
importante de los Puffs de DNA (dia 40); ya en el dia 41 se observa
la activacién del Puff C3 y el cierre del Puff B2.

Despues del 44° dia, comienza la histolisis de las glandulas sali-
vares, y se desencadenan los eventos de morfogénesis, que terminarén
con la formacion de las estructuras definitivas presentes en el adulto.

Metabolismo del RNA en las glandulas salivares

Se determiné el contenido del RNA presente en la célula salivar
en puntos especificos previamente determinados. La enantificacion
del contenido de RNA de gldndulas salivares de larvas en el se-
gundo periodo (25 dias) mostré un contenido equivalente a 17.5
pg/ml/glandula. Por otro lado cl contenido de RNA total de glin-
dulas en el tercer periodo (34 dias) fué de 17.0 pg/ml/glindula.
Los valores anteriores, aunque son relativos, demuestran cierta
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actividad metabdlica de la glandula, en cuanto a la sintesis de RNA.
El misimmo tipo de medidas , fué realizado en glandulas de larvas
en enarto periodo (40 dias), y en quinto periodo (41 dias), en las
dos fases estudiadas, el contenido de RNA por glindulas, fué 12.5
pg/ml/glandula. Este valor se mantiene relativaimente constante
hasta la histolisis de la misma. La tabla 2 muestra el contenido de
RNA total en las glindulas salivares de R. millery, en los diferentes
periodos del desarrollo que fueron estudiados.

Un parametro que mide la sintesis de RNA total, es la incorpo-
racién de Uridina *H. La determinacién de la cantidad de isdtopo
incorporada en las moléculas de RNA, es una medida directa de su
sintesis.

Los resultados obtenidos en este tipo de experiencias indican que
la actividad especifica del RNA sintetizado en los diferentes periodos,
es variable. Por otro lado, se observa un pico de actividad especifica
en las preparaciones de RNA aisladas de glandulas salivares en el
cuarto periodo; éste se caracteriza por la abertura del Puff de DNA B
- 2. A medida que avanza el desarrollo glandular, la sintesis de RNA
total en la glandula disminuye. Esto esta posiblemente asociado con
una disminucién de la actividad metabdlica de la misma a medida
que se aproxima a su fase de histélisis. (Tabla 2).

Sintesis de proteinas en las glandulas salivares

La tabla 3 muestra los valores de concentracion de proteinas pre-
sentes en glindulas de R. millery en varios estadios del desarrollo.
De los resultados obtenidos en estas experiencias iniciales, se pudo
observar que justamente en los periodos del desarrollo glandular en
que los Puffs de DNA estan presentes, se obtienen los valores de
concentracion de proteinas totales mas elevados. Asi las glandulas
salivares de larvas en el tercer periodo (34 dias), muestran un con-
tenido protéico de 71 pg de proteina/glindula; a medida que avanza
el desarrollo, el contenido de proteinas glandulares se incrementa
(101.4 pug de proteina/ glindula en el cuarto estadio, 95.0 pg de
proteina/glandula en el quinto y sexto periodos). Los estadios donde
existe mayor concentracién de proteinas glandulares, corresponden
a aquellos en que los Puffs de DNA B - 2 y C - 3 estan presentes en
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las glandulas salivares.

De los valores de actividad especifica de las proteinas glandualres,
podemos ver que la actividad sintética de la glandula salivar es mayor
en aquellos periodos que anteceden a la abertura de los grandes Puffs
de DNA. Sinembargo cs interesante observar que en la transicién del
cuarto para el quinto periodo hay un incremento en la actividad
especifica de proteinas de la glandula. (Tabla 3).

A medida que la glandula salivar se aproxima de su histolisis,
la actividad especifica de las proteinas disminuye, es asi como en
pupa el primer dia ya existe una diferencia considerable en relacion
a periodos que le anteceden. (Tabla 3).

Caracterizacion de proteinas glandulares

La figura 2, muestra el patron electroforético de la sintesis de pro-
teinas de la glandula total de R. mallery, en los cstadios finales del
desarrollo larval.

En las glindulas salivares del cuarto periodo, es posible observar
Ia sintesis de fracciones caracteristicas. En este estadio, ademas de
proteinas de peso molecular alto (mayores de 30 Kd), dos polipéptidos
aparecen. Uno de ellos, mostré un peso molecular relativo de 28 Kd
(Mpg), este polipéptido se encuentra presente en todas las glandulas
analizadas, y representa aproximadamente el 45% del contenido pro-
féico de este periodo glandular. Por otro lado, otro péptido de peso
molecnlar My 18 Kd, el cual representa un 30% del contenido total,
se observa en las glandulas salivares en este mismo periodo.

El patréon de sintesis se altera, cuando la glindula pasa al quinto
periodo. El péptido de 18 Kd, se encnentra en una relacién de abun-
dancia, que representa el 52% del contenido total. Es interesante
observar que el My de 28 Kd es observable en este periodo. El
quinto periodo en esta especie esta caracterizado, por la presencia
del Puff C - 3 en su maxima abertnra. Esto significa que el producto
protéico de este Pull, posiblemente sea este polipéptido.

La sintesis de proteinas sufre un cambio dramatico cuando la
larva pasa a la fase de pupa. En ésta cesa la sintesis de los polipép-
tidos caracteristicos de las fases de abertura de los grandes Puffs de
DNA.



14 F. GARCIA, M. DOMINGUEZ, Fisiologia cromosémica. ..

Con el fin de mostrar la sintesis de proteinas de la region Sy, sec-
ciones S; de glindulas salivares de larvas en diferentes periodos del
ultimo instar larval, fueron sometidos al mismo analisis descrito por
los parrafos anteriores. Los resultados de estas experiencias estan
consignadas en la Figura 3. El andlisis se restringié a tres pun-
tos tomados en distintas fases de abertura y cierre de los Puffs de
DNA B-2y C-3. En cstas experiencias observamos la aparicién del
polipéptido de Mp28 Kd a lo largo de la abertura y cierre del Puff
B-2. Este resultado, confirma la posible correlacién de esta proteina
con la region B-2. Por otro lado, la fraccién de 18 Kd, aparece so-
lamente en la fase en que el Pulf C-3 esté presente. Esto nos hace
afirmar, que existe una correlacién entre este polipéptido y el Puff
C-3.

Experiencias preliminares de traduceién in vitro, mostraron que
entre los productos de traduccién de RNA poli At extraido de glan-
dulas en quinto periodo, aparece la fraccién de 18 Kd. Este resultado
constituye una prucha muy fuerte de que el polipéptido de 18 Kd, es
el producto génico del Puft C-3 (datos no mostrados).

DISCUSION

De los analisis citolégicos realizados en las glandulas salivares de
larvas de R. millery, es posible extractar las siguientes caracteristicas
comparables con otras especies filogenéticamente relacionadas.

e Kl patrén de “puffing” de esta especie, muestra los mismos
puffs de DNA| que sus contrapartes R. americana, y Trischosia
pubescens.

o El patrén de “pufting”, aunque semejante, presenta diferencias
temporales para las tres especies comparadas.

o Indirectamente los mecanismos moleculares que controlan el
patrén de abertura y cierre de los puffs de DNA en R. mallery,
son semejantes a los que controlan la contraparte en las dos
especies antes mencionadas.

e La duracion del ciclo vital de R. millery, aunque mas corta que
R. americana, reproduce citolégicamente todos los eventos de
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abertura y cierre de los principales puffs de DNA comunes a
estas dos especies.

Uno de los parametros empleados para medir la actividad me
tabolica de las glandulas salivares, es la incorporacion de precur-
sores radioactivos de las macromolécnlas que son sintetizados en
este Organo. De acuerdo a este concepto, la actividad metabolica
en cuanto a sintesis de RNA en las glandulas salivares de R. mallery,
es baja. Medidas semejantes realizadas en R. emericana, mostraron
que la actividad sintética de RNA total en glandulas salivares de esta
especie, es mayor. En general, las diferencias observadas sobrepasan
dos ordenes de magnitud. Esta diferencia es bastante significante,
tratandose de especies que filogenéticamente estan emparentadas. Lo
anterior indica, que aunque emparentadas, evolutivamente, presen-
tan adaptaciones moleculares diferentes con relacion a la actividad
de sintesis de RNA total.

La sintesis de RNA en las glandulas salivares de R. millery mostro
picos de actividad glandular en larvas del segundo y tercer periodos
del desarrollo larval. Correlativamente con estos picos de actividad,
fue posible observar la presencia en las glandulas en estos periodos,
de un gran munero de microunucleolos.  Estas estructuras, eviden-
ciadas por Pavan y da Cunha (1969)%, se originan de regiones Or-
ganizadores del Nucleolo (RON) en las puntas heterocromilticas de
los cromosomas politénicos de R. americana. Con base en estas e-
videncias podemos afirmar que los micronucleolos detectados en las
glandulas salivares de R. mallery, son de origen semejante a las ob-
servadas en R. americana.

Al estudiar los valores de actividad especifica obtenidos en los
estudios de incorporaciéon de Uridina (*H) en el RNA aislado de
glindnlas salivares, es posible observar que son bajos. Medidas se
mejantes realizadas por Alvarenga (1980)%! en glindulas salivares de
K. americana, muestran que la actividad especifica de los RN AS sin-
tetizados por las glandulas salivares de esta especie es alta. FEsta
comparacion, nos da la idea de que existen diferencias a nivel mole-
cular, en relacion a la regnlacion de la sintests de RNAs durante los
diferentes periodos del desarrollo glandular.

Por otro lado los resultados obtenidos al trabajar con secciones
S| de glandulas salivares de R. mallery, confirmaron la proposicion de
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Marques (1976)°. Con referencia a la actividad sintética de la regién
Sy, ésta fué mayor que las de las regiones S; y S3. Analogamente
en al seccion 8y de glandulas de R. americana, la incorporacién de
precursores de Acido Ribonucleico es mayor que en el resto de la
glandula??. Resultados semejantes fueron obtenidos en secciones S,
de las glindulas salivares de Trichosia pubescens *.

En base a las evidencias presentadas, existe una caracteristica
comin en lo refereute a la actividad sintética de la region S de
las especies de Sciaridos comparadas. Las diferencias de funcion
de segmentos glandulares, también se observan en cnanto al patrén
diferencial de Puffs de DNA en estas tres especies. Marques (1976)%,
observé que el ciclo de “puffing” | es diferente y dependicnte del seg-
mento glandular, Asi el puff B-2 se abre preferencialmente en las
primeras cincuenta células, que conforman el segmento proximal de
las glandulas salivares de R. americana. Nuestros datos, dan eviden-
cias de que un efecto similar, se presenta en las regiones S de las
glindulas salivares de R. mallery. A pesar de la alta velocidad que el
ciclo de puffingg se presenta en esta especie, la abertura preferencial
del puff B-2 en la seccion proximal, se demuestra.

Otro parametro que estima la actividad metabdlica de las glandu-
las salivares en varias especies de Sciaridos, es la sintesis de proteinas
especificas con funciones especiales en el desarrollo.

Al comparar los datos de incorporacion de Leucina (*II) en las
glandulas salivares de K. maillery, con las de R. americana. Es posi
ble observar de nuevo, una menor actividad en las de R. millery.
Aparentemente estas diferencias se dan en todos los periodos que
fueron analizados.

Las actividades especificas de proteinas sintelizadas en las glan-
dulas salivares de R. mullery, también son menores que las obser-
vadas en las de T. pubescens®. De nuevo podewmos concluir que las
glandulas de R. millery son menos eficientes en sintesis de proteinas
que sus contrapartes en Trichostia.

De manera andloga a la realizada para la sintesis de RNA, medi-
mos la incorporacién de Leucina (*H), en los diferentes segmientos que
conforman la glandula salivar. Los resultados obtenidos, muestran
que la seccidon S) es mas activa en sintesis protéica que las S, y Sy
El mismo tipo de valores obtenidos en las glandulas salivares de R.
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americana, evidencian que la seccion proximal de la glandula salivar
en csta especie es metabolicamente mis activa en cuanto a sintesis
de proteinas.

Hasta el momento, podemos afirmar que en varios aspectos mo-
leculares, las glandulas salivares de R. maillery, son diferentes. Estas
diferencias se encuentran tanto en actividad de aberturas y cierre
de puffs de DNA determinados, en la sintesis de RNAs y proteinas
glandulares.

Los patrones electroforéticos de proteinas sintetizadas durante las
fases finales del desarrollo larval, mostraron la presencia de ciertas
fracciones de polipéptidos especificos de periodos determinados. De
esta menera, es posible determinar en las glandulas el quinto periodo,
la sintesis de un polipéptido de 18000 daltons, que representa un 52%
del contenido total de péptidos sintetizados por la glandula en este
periodo. Nuestros resultados, estin de acuerdo con los obtenidos
para las glindulas salivares de R. americana. En éstas, se observa
la presencia de un péptido de peso molecular de 18000, en el guinto
periodo del desarrollo glandular de las larvas de esta especie *4.

Los estudios realizados por Winter et al, (1977)® sobre la sintesis
de proteinas, en los segmentos glandulares de R. americana, lograron
establecer una fuerte correlacion entre la sintesis de esta proteina,
y el puff C - 3. Estudios posteriores de De Toledo et al (1981)*,
cousiguieron caracterizar, que una fraccion de RNA poliadenilado de
16 S, era responsable por la traduccion in wviire, de un péptido de
migracion electroforética semejante al caracterizado por Winter et
al, (1977, a)3.

Aunque las correlaciones entre el puff B - 2 y el polipéptido
de 28000 daltons, no fueron muy claras , ésta se sustenta en la
base de una corrclacién clara en R. americana®®. Tal como hemos
mostrado en seceiones anteriores de esta discusion, en la fisiologia
de las glandnlas salivares de las dos especies, existen semejanzas en
cuanto a la sintesis de proteina glandulares determinadas en ciertos
estadios del desarrollo glandular.

Se han analizado eventos citoldgicos especificos en las glandulas
salivares de larvas de R. mallery, a lo largo de los distintos periodos
del desarrollo larval establecido en este trabajo. En base a estos
criterios, existen diferencias y semejanzas entre especies del género
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Rhynchosciara.

Los productos génicos de los puffs de DNA en las dos especies
del género Rhynchosciara, aparentemente son semejantes, y su ex-
presion coordinada, es una caracteristica fisiologica del género. Los
resultados obtenidos sientan bases concretas para el seguimiento de
experiencias que ayuden a aclarar los mecanismos de control de la
expresion coordinada de genes en estas especies.

TABLA 1. Principales eventos cromésomicos en la Seceion S de glandulas
salivares de K. millery.

PERIODO EDAD (Dias) EVENTO CROMOSOMICO
2e 25 - Apertura de nucleolos.
- Nucleolos en las puntas heterocroma-
ticas de los cromosomas A, B, X.
- Micronucleolos abundantes.
30 - Nucleolos en cromosomas A, X, B.
- Ausencia de micronucleolos.

3° 35 - Aspecto de nucleolos en eromosomas
B, X.
- Ausencia de micronucleolos.

4° 40 - Apertura del puff 2B.
- Otros pull abiertos (5, C8.

5° 41 - Apertura del puff (3.

- Puff 2B cerrado.
- Algunos otros puff.

6" 42 (prepupa) - Puff A16 abierto al maximo.
- Otros puff cerrados.
42 (pupa) - Puff A16 abierto.

Otros cerrados.
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TABLA 2. Valores de concentracién y actividad especifica del RNA de
glindnlas salivares de larvas y pupas de R. millery.

"PERIODO DIAS CONTENIDO DE RNA  ACTIVIDAD ESPECIFICA

(#/ml/glandula)* (cpm/ml/pg) x 103.
= 25 17.57£ 2.50 13.27
3° 34 17.03+ 1.70 0.79
4° 40 12.50 + 0.81 21.34
5° 41 12.50 £ 1.10 22.34
6° 42 12.42 £ 3.50 1.04

*Cada uno de los valores consignados, son el promedio de tres determina-
ciones independientes, en larvas diferentes.

TABLA 3. Valores de concentracién y actividad especifica de proteinas de
las glandulas salivares de larvas y pupas de R. millery.

DIAS PERIODO CONCENTRACION* ACTIVIDAD ESPECIFICA

(1g de proteina/glindula) (ucpm /mg/seccion Sy )
34 3° 71.01 £ 0.98 1408
40 4° 101.41 £ 1.25 493
41 57 94.87 + 0.99 843
42 6° 95.23 £+ 1.01 672
43  Pupa (1)** 37.80 + 1.30 350
44  Pupa (2)** 21.73 £ 0.58 250

* Los valores consignados son la media de tres medidas tomadas en tres
individuos dilerentes.
** Estadios pupales en el primer y segundo dia.
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Figura 1: Nicleo de una célula de la glandula salivar de
larva de 25 dias de R. millery. La fotografia detalla el conjunto
de cuatro cromosomas politénicos. Obsérvese es este estadio
la gran cantidad de micronucleolos (—), generados aparente-
mente de los varios nucleolos que se forman en las puntas he-
terocromaticas; (Nuc)-Nucleolo; (A,B,C,X) - denominacion de
los cuatro cromosomas politénicos de esta especie.
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Figura 2: Patrén electroforélico de la sintaesis de proteinas
de las glandulas salivares de R. millery en diferentes periodous
del desarrollo larval. Patrén de sinlesis de proteinas de glandu
las salivares de R. americana en quinto periodo (Ra3?). (Rm)
Rlynehosciara mallery, los correspondientes se determinan so
bre cada perfil electroforético.
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Figura 3: Palron de sintesis de proteinas de la regién S,
de la glandula salivar de K. mallery, en larvas en tres fases
diferentes de aberlura y cierre de los puffs de DNA B-2 y C-3.
Rm- glandula salivar de R. mallery; (Kd) Kilodaltons.
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