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Biologia. — Modificazioni specifiche indotte da trattamento alca- 
lino-salino nei cromosomi politenici di Anopheles atroparvus 
Nota ((*) **> di R o b e r t o  M e z z a n o t t e ,  presentata dal Socio A. S t e f a ­

n e l l i .

SUMMARY. — Polytene chromosomes of Anopheles atroparvus were treated with Barium 
hydroxide and 2 X SSC followed by Giemsa staining. The banding pattern of the sex 
chromosome and some autosome segments showed a dramatic change. One can in fact 
observe two kinds of modifications: first, some bands, independently of their thickness, stain 
more darkly than others, and after chemical treatment tend to lose, at least partially, 
their affinity for Giemsa; secondly, some band-interband segments stain uniformly, forming 
new bands not identifiable in the normal banding-pattern. Moreover some bands tend to 
split into smaller subunits. The modifications described are more marked in the sex 
chromosome. The results are discussed.

Frizzi (1947 a, b, c; 1953), usando le tradizionali tecniche per l’evidenzia- 
zione dei cromosomi salivari dei D itteri, ottenne il bandeggio dei politecnici 
di alcune specie di Anopheles e pose particolare attenzione alla delineazione 
della m appa cromosomica dell’Anopheles atroparvus.

U na revisione del bandeggio di questa specie, eseguita da Farci et al. 
(1973) con la tecnica modificata (1) di L a Cour (1941), portò ad una descri­
zione più particolareggiata dei cromosomi e ad una suddivisione più dettagliata 
delle sezioni secondo la nom enclatura adottata da Bridges (1941): il cromosoma 
del sesso fu suddiviso in 5 sezioni nelle quali furono contate 49 bande. Il 
braccio destro del II cromosoma fu suddiviso in io  sezioni in cui il num ero 
totale di bande era di 124 ed il braccio sinistro dello stesso cromosoma fu 
diviso in altrettante sezioni contenenti pure 124 bande. Il braccio destro del 
I I I  ciqm osom a è stato suddiviso in 15 sezioni con 185 bande m entre il braccio 
sinistro dello stesso cromosoma in 9 sezioni con 85 bande.

LTn ’ulteriore indagine sul cromosoma del sesso di questa specie ha por­
tato  il num ero complessivo di bande a 78 (Di Lorenzo et al., 1975) senza però 
fornire una num erazione per le nuove bande evidenziate. Tale lavoro mostrò 
inoltre la presenza di « puffs » in regioni specifiche determ inandone la fre­
quenza in funzione dell’età larvale.

Con il presente lavoro ci si propone di illustrare alcune modificazioni 
del bandeggio ottenuto con l’uso di una m etodica che consente l’evidenziazione 
di zone contenenti eterocrom atina costitutiva (Arrighi e Hsu, 1971; Newton 
et al., 1974) in cromosomi metafasici.

(*) Ricerca eseguita nell’Istituto di Biologia Generale (Facoltà di Medicina e Chi­
rurgia) dell’Università di Cagliari.

(**) Pervenuta all’Accademia il 20 luglio 1977.
(1) Alla normale Orceina-acetica veniva aggiunto Acido Lattico all’85% nella 

proporzione 1:1.
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M a t e r ia l i e  m e t o d i

Sono state usate larve di entram bi i sessi al IV  stadio (tre giorni di età) 
allevate a 21 °C. Le ghiandole salivari erano estratte in Acido Propionico- 
E tanolo (3 :1 )  usando la tecnica di dissezione di R ioux (1958); le ghiandole 
erano quindi poste per tre m inuti in una goccia di una soluzione contenente 
Acido Propionico-A cido L attico e H20 nelle proporzioni 1 : 1 : 2 ;  si eseguiva 
quindi lo schiacciam ento usando coprioggetti siliconati; essi venivano rimossi 
dopo 7 m inuti di perm anenza in ghiaccio secco. I preparati di controllo erano 
osservati e fotografati in contrasto di fase oppure erano colorati con Orceina 
0 ,5%  in soluzione propionico-1 attica.

Il trattam ento  alcalino-salino era eseguito ponendo i vetrini per 10-14 
m inuti in una soluzione satura di Ba(O H)2*8 H20 a 21 °C; dopo un  lavaggio 
di io  m inuti in H20 distillata, si tra ttav a  con 2XSSC (NaCl 17,53 g e C itrato 
di tri-sodio  8,82 g in 1.000 mi di H gO) a 65 °C per tre ore.

Dopo essere stati sciacquati ed asciugati, i p reparati erano tra tta ti con 
Xilene e m ontati in D P X .

Nella nostra indagine si sono considerati il cromosoma del sesso, le 
regioni centrom erica e telom erica del II cromosoma e le regioni telomeriche 
del I I I  cromosoma.

R isu l t a t i e  d isc u ssio n e

Cromosoma del Sesso

È da notare che il bandeggio dei controlli fissati in etanolo e Acido Pro- 
pionico m a non colorati si risolve più nettam ente di quello in cui i cromosomi 
sono colorati con le tecniche standard  m a il num ero di bande non presenta 
increm ento ;numerico; il trattam ento  alcalino-salino pone in evidenza un 
bandeggio che si differenzia da quello dei controlli e consente la colorazione 
differenziale di alcune bande m entre alcuni gruppi di bande e interbande 
assumono l’aspetto di blocchi cromatici localizzati preferibilm ente intorno ai 
« landm arks»; si nota inoltre che alcune bande si risolvono in substru tture 
banda-in terbanda . In  particolare si nota quanto segue: la banda ia 4 assume 
stru ttu ra  doppia con in terbanda non colorata; la banda ib 2 risulta molto 
più crom atica di quella del controllo. Nella zona ic  si pone in evidenza un 
bandeggio non consueto che viene da noi tentativam ente interpretato nel 
seguente modo: la banda ic 3 risulta suddivisibile in un complesso di almeno 
tre  bande densam ente colorate alternate a due strette interbande; inoltre 
l’am pia in terbanda tra  la ica e la ic 3 non è presente fondendosi con la banda 
distale della sezione 1. Nella regione 2, a partire dall’estrem ità telomerica, 
com pare una successione di complessi, non facilmente identificabili, com pren­
denti num erose bande-in terbande. Il limite fra le sezioni 2 e 3 presenta un 
ammasso cromatico com prendente la parte  distale della zona 3a. L a sezione
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4 non presenta differenze rispetto al controllo; la zona 5a risulta costituita 
da un ammasso unico colorabile in cui sono comprese bande e interbande. 
L ’organizzatore nucleolare presenta la stessa morfologia del controllo (Tav. I).

I I  Cromosoma.

Zona Centrom erica: la sezione 15 non presenta modificazioni di stru ttu ra: 
nella sezione 16 (Tav. II, fig. 1) il punto di giunzione centrom erica tra  i due 
bracci, che si colora densam ente nei controlli, risponde negativam ente nei 
p reparati tra tta ti con la m etodica alcalino-salina.

Regioni Telomeriche: nelle sezioni 6 e 25 non si notano modificazioni 
del bandeggio.

I l i  Cromosoma.

Telomero II I  D: la sezione 26 non presenta differenze tra  i p reparati 
tra tta ti ed i controlli; la 27 si risolve invece in quattro  blocchi che includono 
le bande 27a1? 2jb1 (banda doppia), 27 cx (banda doppia) e 2 7d6 (Tav. II, 
fig. 2); attualm ente non siamo in grado di determ inare se anche le altre bande 
della sezione con le corrispondenti interbande, che si individuano nei controlli, 
siano inglobate nei blocchi cromatici oppure se queste non siano più eviden­
ziabili in seguito al trattam ento  chimico subito.

Telomero II I  S: la sezione 49 presenta le bande 49a3, 4 9 ^ , 49b2 ed 
il complesso 49b3-49b4-49b5 simili a quelle del controllo.

L a fissazione etanol-propionica pare avere una notevole influenza sulla 
definizione del bandeggio rispetto a quella o ttenuta con fissativi tradizionali 
senza alterare tu ttav ia  la sequenza del bandeggio stesso; questo trattam ento  
consente una delineazione chiara delle stru ttu re inform ative anche senza 
colorazione, in contrasto di fase.

Il tra ttam ento  alcalino-salino modifica il bandeggio del cromosoma del 
sesso ç di alcuni dei tra tti autosomici considerati. In  prim o luogo si nota una 
reazione crom atica differenziale di alcune bande interstiziali che si colorano 
più intensam ente delle altre, indipendentem ente dal loro spessore; un differen­
ziam ento della stru ttu ra  del bandeggio è stato descritto nei cromosomi poli- 
tenici di due specie del Genere Sim ulium  (Bedo, 1975). Questo dato pone il 
problem a di stru ttu re considerate funzionalm ente eucrom atiche (Brown, 
1966) che reagiscono in m odo simile a quello delbeterocrom atina costitutiva.

U n seconda modificazione del bandeggio standard, non descritta in Sim u­
lium > consiste nella formazione di complessi banda-in terbanda che si colorano 
om ogeneam ente e intensam ente com portandosi come blocchi cromatici; 
b interpretazione di queste stru ttu re può a nostro avviso essere duplice; o 
alcuni; tra tti in terbanda presentano una stru ttu ra  crom atinica simile ad alcune 
bande specifiche, ad  essi adiacenti, oppure il trattam ento, « rigonfiando » 
differenzialmente alcune bande, m aschera binterbanda tra  queste com presa 
unificando di fatto il segmento com prendente le bande e binterbanda. E da 
notarsi che i complessi cromatici descritti non coincidono con bande che
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abbiano una risposta particolarm ente positiva al colorante nei preparati di 
controllo. L a risposta omogenea di tra tti banda-in terbanda trova riscontro 
nel com portam ento duplicativo di questi tra tti (Tiepolo et a l., 1974): infatti, 
sia nel cromosoma del sesso che negli autosomi, i segmenti b anda-in terbanda 
considerati si com portano come entità omogenee durante tu tto  il ciclo repli­
cativo.

L a terza modificazione del bandeggio, notata solamente nel cromosoma 
del sesso, e consistente nella risoluzione di alcune bande in stru ttu re b an d a - 
in terbanda, è a nostro avviso dovuta allo «sm ascheram ento» prodotto dal­
l’idrolisi alcalina di tra tti cromatinici discreti.

P er quanto  riguarda il significato delle stru ttu re  rispondenti in modo 
selettivam ente positivo al Giemsa non abbiam o evidenze che ci consentano 
di affermare che esse rappresentino zone di eterocrom atina costitutiva, anche 
se eterocrom atiche « sensu lato » possono definirsi tu tte  le aree cromosomiche 
cui si legano molto fortemente i coloranti basici per la crom atina (Heitz, 1934).

L a frequenza delle bande con maggiore positività è notevole sul cromosoma 
del sesso m a non vi sono prove sulla presenza di queste bande nelle regioni 
centrom eriche che, come è noto, sono prive di cromocentro ed in cui si nota 
correlatam ente la m ancanza di zone intensam ente fluorescenti dopo colora­
zione con Cloruro di Quinacrina (M ezzanotte, 1976, dati non pubblicati). 
Si verifica quindi una situazione non analoga a quella propria di Drosophila 
in cui il cromocentro stesso, punto d ’incontro e di fusione dei singoli centro­
m eri includente i bracci eterocrom atici dell’X ed il cromosoma Y, presenta 
zone che rispondono positivam ente a questo fluorocromo e com unque in modo 
diverso da quello tipico della quasi to talità delle bande dei bracci cromosomici. 
L a situazione presente in Anopheles atro parvus è anche diversa da quella 
riscontrabile in altre specie di D itteri in cui non esiste cromocentro e nei quali 
però si notano segmenti considerati eterocromatici (ad esempio le regioni 
telomeriche) in base a caratteristiche quali lo « ectoping pairing » (K aufm ann 
e Iddles, 1963) o l’asincronia replicativa (Hagele, 1970). Si noti che alcuni di 
questi segmenti eterocrom atici contengono DNA satellite (H ennig et al., 1970) 
e possono m ostrare intensa fluorescenza dopo colorazione con Q uinacrina 
(B arr e Ellison, 1972).

Negli autosomi, complessivamente, si nota un considerevole num ero di 
bande selettivam ente positive al Giemsa; tu ttav ia  queste non presentano un 
intenso salto d ’intensità rispetto a quelle con colorazione meno intensa; tale 
risposta al trattam ento  alcalino—salino è notevolm ente diversa da quella otte­
nu ta  da Bedo (1975) anche se la tecnica da noi usata è in effetti simile a quella 
descritta dall’Autore, che definisce le bande intensam ente colorate col Giemsa 
come bande C. E nostra opinione che i dati ottenuti in A . dtroparvus non ci 
consentono di affermare alcunché sul significato strutturale e funzionale della 
crom atina che presenta il com portam ento differenziale; tu ttav ia  i nostri dati, 
correlati a quelli ottenuti precedentem ente (Fraccaro et al., 1976) in cui si pone 
in evidenza la scarsa quantità  di eterocrom atina centrom erica costitutiva 
degli autosomi metafisici, consentono un primo approccio al problem a delle
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relazioni stru tturali che intercorrono tra  i cromosomi mitotici ed i politenici e 
quello della distribuzione e del significato dei diversi tip i di crom atina in questi 
ultimi.
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Cromosoma del sesso come appare nel controllo (a) e dopo trattamento con la metodica 
alcalino-salina (d). Come descritto nei Risultati si nota la differente struttura del bandeggio

nei due tipi di preparati.
ON =  Organizzatore nucleolare (5 i 5). Il segmento rappresenta il valore di io gru.
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Fig. i. -  Regione centromerica del II cromosoma in preparati trattati (a) e nei controlli (à). 
La freccia indica il tratto centromerico che appare densamente colorato nel controllo mentre 

reagisce negativamente al Giemsa dopo il trattamento alcalino-salino.
Ciascun segmento rappresenta il valore di iop.m.

Fig. 2. -  Regione del telomero del ciomosoma III D dopo il trattamento alcalino-salino 
(a) e nel controllo (b). È indicata la zona della sezione 27 in cui si nota la condensazione 
di alcuni tratti banda-interbanda in blocchi cromatici; questa non è presente nel controllo. 

Il segmento rappresenta il valore di io um.


