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I — INTRODUCAO
a) Finalidade do trabalho

Durante uma série de pesquisas citologicas sObre alguns hemipte-
ros hematofagos, tivemos ocasiao de observar, em certas espécies, a exis-
téncia de metafases espermatogonais com numero tetraploide de cro-
mosomas. Correspondentes profases com volume duplo do normal fo-
ram também verificadas no mesmo material. Nunca, porém, foi possivel
encontrar estadios mais adiantados da meiose que indicassem o destino
destas espermatogobnias tetraploires. Assiin, nunca foram encontrados,
nos individuos normais, espermatozoides maduros gigantes. Casos de
poliploidismo na série espermatogenética dos insetos sao bem conheci-
dos pelas pesquisas de varios autores (MICKEY [17-23], MICKEY € SAWANN
[21], GREMILON [9], DARLINGTNO [5], MATHER [5]. Nos vertebrados
foram verificados também séries completas de espermiogénese com célu-
las de tamanho duplo do normal (ScHREIBER [31] Ofideos) e, apesar
de nao terem sido contados os cromosomas, as relacoes quantitativas
entre os volumes destas fases e as correspondentes normais permitem
considera-las como tetraploides ou como dipldides com cromosomas
diameros (HerTwic [10]) .

Com o intuito de estudar experimentalmente a formacao de séries
espermatogenéticas poliploides e também a eventual fertilidade déstes
gametas, foram feitas pesquisas de tratamento de machos adultos de
Triatoma infestans com solucao de colchicina.

A escolha do Triatoma infestans foi devida ao fato de ter esta espé-
cie uma peculiaridade nos cromosomas que a diferencia das demais
espécies de Triatomideos até agora estudadas. Como ja foi por nos
descrito, esta espécie apresenta dez autosomas, dos quais trés sao for-
temente heteropicnoticos durante a diacinese inicial, o que facilita a
identificacao e contagem nas células poliploides.

Os hemipteros nao apresentam no cromosoma uma zona limitada
responsavel pela juncao das fibras do fuso — o chamado centromero
ou cinetécoro — e, portanto, apresentam um particular interésse no
ponto de vista da experimentacao colchicinica. De fato, ésse alcaloide,
bloqueando a divisdao do centromero, condiciona a formacao, nos cro-
mosomas normais, das caracteristicas formas em X, pela repulsao dos
cromatidios. No caso dos hemipteros, admitindo-se a existéncia de
um centrémero difuso, poder-se-ia prever a falta de formacoes caracte-
risticas em X, isto é, de cromosomas divididos, mas ainda presos na
regiao do centromero que nao se divide.

b) Estudo cariométrico do crescimento auxocitario

Durante estas pesquisas foram observados espermatideos de tama-
nho muito variavel. A aplicacao da analise estatistica no estudo desta
variabilidade demonstrou a existéncia de quatro categorias cujos volu-
mes estao na relacao de 1:2:4:8. Na suposicao de tratar-se de formas,
respectivamente, haplo-di-tetra e octoploides, e na impossibilidade de
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verificar este fato pela contagem de cromosomas nesses nucleos, recor-
remos a comparacao dos volumes nucleares déstes espermatideos com
os volumes nucleares dos elementos meioticos, cujo estudo havia sido
feito por um de nos (ScHREIBER [32]). Esta comparacido revelou-se
bastante interessante, pois as categorias multiplas de espermatides aci-
ma’ mencionadas apresentaram volumes perfeitamente correspondentes
as fases sucessivas do ciclo meidtico.

O quadro comparativo destas medicoes forneceu-nos, de um lado,
a conviccao de tratar-se de formas poliploéides de esperméatides deriva-
das da restituicao nuclear das I e II metafases colchicinizadas e, por-
tanto, de valor polipldide multiplo; de outro lado, mostrou que os resul-
tados bastante significativos e um pouco heterodoxos da pesquisa cario-
metrica na série normal foram confirmados com a comparacdo destas
categorias de espermatides colchicinizadas. *

A analise citologica das metafases colchicinizadas da I e da II
divisao forneceu-nos algumas imagens bem nitidas da existéncia da
assim "chamada “terceira fenda” nos univalentes, fato éste, alias, ja
conhecido nos hemipteros. Esta estrutura dupla dos cromosomas do
complemento haploide nos deu a chave provavel para a interpretacao
do duplo ciclo de duplicagao que havia sido revelada pela anilise cario-
metrica das fases normais da meiose.

Podemos sallentar que o estudo da agdo da colchicina sobre a esper-
matogénese nos permitiu analisar mais profundamente a estrutura dos
cromosomas do “set” haploide, esclarecendo a provavel significacdo da
terceira fenda. A formacdo de categorias de espermatides com volume
multiplo, pela restituicao respectiva das I e II metafases, deu-nos mais
uma prova da relagao entre o nuimero de genomas e o volume nos nt-
cleos em repouso. Assim, esta série de nucleos com volume multiplo
das espermatides forneceu mais uma escala de medicao dos valores nu-
cleares no crescimento auxocitario.

Varios problemas se abrem em consequéncia désses resultados e
serao focalizados mais adiante. Queremos, aqui, somente salientar
mais uma aplicacdo do método cariométrico no estudo dos fendmenos
que se relacionam com o processo da duplicacdo dos genomas. (ver nota
no rodape da pagina 427)

II — MATERIAIS E TECNICAS
a) Trialoma infestans: técnica de criacdo e caracteristicas citoldgicas.

Como foi mencionado na introducao déste trabalho, usamos em
nossas pesquisas o I'riatoma infestans (Krur, 1834) criado por um de
nos (PELLEGRINO) no laboratdrio, e alimentado com sangue de pombo
ou galinha. Os triatomas adultos foram injetados com seringa de 1 cc.
dividida em décimos, na cavidade abdominal, logo em baixo do tergito;
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com solucao aquosa de colchicina a 0,5% . Em geral, foi feita uma sé
injecao de 0,025 cc. e, portanto, cada individuo recebeu um total de
0,1 mg. da droga. Os insetos Injetados foram fixados, para o estudo

citologico, em intervalos variaveis de 2 horas até 9 dias, como se vé
na tabela n.° I.

TABELA I
PROTOCOLO DAS EXPERIENCIAS

SERIE E NUMERO Tempo de acio Data

20 ... 24 h. 6—3—48
30.... .. e 24 h. S
I série, ndmero gé ............... gi ﬁ
33. .. ... ... 24 h.
34 ... 24 h. )

110 . .......... .. controle 29-7-49
11y, ... 2 h. >
112. ... ... .. .. ... 2 h »
113 .. ... ... 2 h
114, ... 4 h >
o 115 .. ... ... ... 4 h.
Il série, ndmero 116. ... .. .. . . . . . 5 h. (+) »
117 ... 8 h »
118. ... ... ... 8 h 5
119 . ... .. ... .. 11 h. >
120. . . ......... .. controle »
121, . ... 12 h. >
122 .. ... ... .. controle >>

(137 58 h. 17—11-49
R 200 h. >
., 139. ... ... o 230 h. >
I1I série, ndmeroq 10" """ 230 h.
141. ... ... ... 230 h. )
142 ... ... | 30 dias (+) >

Os testiculos foram fixados respectivamente, um, em alcool acético
e, outro, em liquido de Dubosq-Brasil gelado. Para facilitar a fixacao,
foi usada a técnica seguinte: aberta a cavidade, o testiculo era colo-
cado sObre uma laminula e, por meio de duas agulhas, os 10bulos eram
bem espalhados sObre a superficie do liquido. Procedendo-se desta
maneira foi possivel encontrar fixados, 16bulos dispostos por quase todo
o comprimento, no plano do corte. Esses 16bulos foram utilizados para

determinacao rigorosa da sucessao dos diversos estadios do crescimento
do auxocito.

O testiculo fixado em alcool acético foi, em seguida, esmagado
em orceina acética e, depois de um exame preliminar, montado em
balsamo, apos rapidas passagens em alcool acético, alcool absoluto e
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xilol. Os testiculos fixados em Dubosq-Brasil, depois de emparafinados
e cortados com 5 micra foram corados com hematoxilina de EHRLICH,
HEIDENHEIN ¢ FEULGEN.

b) Técnica estatistico-cariométrica

Para a pesquisa dos volumes nucleares foi usada a técnica prévia-
mente utllizada por um de nos (SCHREIBER) na série de “Pesquisas de
citologia quantitativa”. Desenhados os nucleos com aumento adequa-
do, foram calculados geomeétricamente os volumes nucleares pelos dia-
metros do desenho. Os didmetros ou os volumes correspondentes, reu-
nidos em classes de intervalo constante, foram utilizados para cons-
trulr o histograma das respectivas freqiiéncias. Déstes histogramas,
foram calculados os valores modais (féormula de ARKIN e COLTON).
Estes valores modais foram tomados como expressdo do volume nuclear
das diferentes categorias de células estudadas.

Em pesquisas realizadas sbbre o mesmo material, com o fim de
esclarecer mais rigorosamente o ritmo do crescimento do espermatocito,
um de nos (SCHREIBER) usou uma técnica estatistica mais completa
que sera relatada em trabalho sucessivo. Como foi repetidamente escla-
recido nas pesquisas cariométricas precedentes, o valor modal repre-
senta o parametro estatistico mais simples e de maior significacio
biologica . -

III — DESCRICAO DOS RESULTADOS

a) Pesquisas citologicas
1) Bloqueio das metafases goniais.

As figuras 1, 2a e 2b representam, respectivamente, quistos esper-
matogonials normais em meta-ana e teléfase e os correspondentes col-
chicinizados de 4 horas. Nesses ultimos é evidente a falta de orienta-
cao dos cromossomas, devido a falta de formacao do fuso; 0os cromosso-
mas encontram-se aglutinados em uma massa central (“ball metapha-
ses” da classificacao das alteracoes colchicinicas de BARBER e CALLAN) .

Esse quadro € bem evidente nas primeiras horas de acao da col-
chicina. Nos individuos fixados mais tarde, estas formacoes sao muito
raras. Nas fases terminais da pesquisa (9 dias) encontram-se, as vézes,
quistos goniais normais, mas rarissimos em metafase. Nunca verifica-
mos, nem em cortes histologicos nem nas preparacdes por esmaga-
mento, forma de diplocromossomas que pudessem fazer suspeitar uma
separagao parcial dos cromatidios, sem separacdo de zona centromé-
rica localizada.

2) Metafases I e II.

As figuras 11 e 12 representam os desarranjos que a colchicina
determina nas duas divisoes meioticas em tempos sucessivos. Os dese-
nhos figs. 3-4 e foto 5, representam as I e IT metafases normais.
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Sao bem visiveis os trés bivalentes maiores, que nos trabalhos pre-
cedentes (35-36) chamamos de A, B, C e que nesta espécie sao hetero-
picnoticos nas ultimas fases da profase meiotica. Os cromosomas se-
xuals estao geralmente situados ao centro da figura metafasica.

g, 10 Flie, 11 Kig, 12

As figuras 6, 7, 9, 10, 11 e 12 representam as metafases meioticas
apos duas horas da acao da colchicina. Algumas metafases sao ainda
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normais (fig. 6-7), com evidente orientacao equatorial dos cromosomas,
0 que indica uma formacao normal do fuso. Outras, 8, 9, 10 ainda
que bastante regulares, ja denotam certa deficiéncia na orientacao
equatorial; os cromosomas desenhados em pontilhado estao em planos
diferentes dos desenhados em preto. O mesmo se vé na foto 13. Nesta
se vé uma anafase adiantada, na qual e evidente uma ligeira discronia
nos cromosomas. Apos 4 horas (figs. 14-19) da acao da colchicina,

Fig. 13

as anormalidades observadas nas metafases sao bem mais acentuadas.

"

A desorganizacao da figura cariocinetica € mais profunda, e frequen-
temente os cromosomas apresentam-se aglutinados em massas de

Fig, 14 Fig. 15 Fig. 16

tamanhos variaveis. Nos preparados por esmagamento € ainda possivel
distinguir as tetradas. Nas preparacoes por esmagamento bem forte
(figs. 20 e 21), e possivel observar o fenomeno da separacao das tetra-
das, o qual torna-se bem mais evidente com 7 horas de acao da droga.
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mesmo em preparacoes histologicas. Portanto, pode-se excluir a objecao
da rotura das tetradas pela propria acao do esmagamento. Na fig. 17
podem-se contar 20 elementos, alguns dos quais evidentemente duplos.
Indicando a separacao de alguns dos bivalentes.

Este fenomeno € ainda perfeitamente visivel nas figs. 20, 21, 22 e
23. Na fig. 21 e ainda possivel verificar as relacoes reciprocas dos

Fig. 22 Fig. 23

univalentes, particularmente nos trés cromosomas A, B, C. Os 44 ele-
mentos que se contam na fig. 20 sao derivados da dissolucao das 10
tetradas, mais os cromossomas X ¢ Y. Na fig. 21 faltam alguns déstes
elementos unitarios.

Esta dissolucao das tétradas e o resultado da separacao dos croma-
tidios, consequente a repulsao das zonas centroméricas corresponden-
tes. Na colchicinizacao mais adiantada nao ¢ mais possivel encontrar
metafases. Provavelmente ha uma restituicao dos nuclecs interfasicos
que, como sera exposto mais adiante, correspondem aos nucleos gigan-
tes das espermatides. Grandes zonas necroticas encontram-se nos tes-
ticulos colchinizados o que indica uma morte de elementos celulares
em estadios nao identificados.

3) A terceira fenda nos univalentes.

Na fig. 21 e claramente visivel, em alguns univalentes que se encon-
tram orientados num plano favoravel, a existéncia de uma fenda que
corresponde a assim chamada “tertiary split” descrita por HuGUEs-
-SCHRADER em outros hemipteros, e também por outros autores em
alguns ortopteros (anafase II). A mesma fenda é bem visivel nas tétra-
das de fases normais, como por exemplo nas figs. 24 (diacineses adian-
tadas), 26 e 27 (daicineses iniciais) e, na anafase da I1.* divisao. na
fig. 25.
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Voltaremos, em seguida, sObre éste fendmeno que permite esters
der a esta espécie o conceito da estrutura multipla dos cromatideos
e que sera relacionada com as fases do processo de crescimento do esper-
matocito I, estudadas estatisticamente.

4) Restitulcao de nucleos espermatidicos de tamanho diferente.

O fendomeno da espermiogénese nas primeiras fases da acao colchi-
cinica parece nao ser afetado. A fig. 28 mostra espermatides em vias
de transformacao apos 24 horas da acao da colchicina; parecem ser
perfeitamente normais. Apés 9 dias de aga,o da droga, pelo contrario,
sao evidentissimas (figs. 29 e 30) as variacoes do tamanho dos nticleos

das espermatides, quer dentro de um mesmo quisto, quer entre quistos
diferentes.

As massas cromaticas visiveis nesses nucleos nao sao fac1lmente
contaveis e pouco podem adiantar na interpretacao da ploidia destas
formas. E’ evidente que, nas formas grandes, ha um maior numero
destas granulacoes que se coram fortemente com a hematoxilina férrica
(“chromatin nucleolus”) mas nao é possivel uma avaliacao mais exata,
devido a variabilidade do grau de fusao destas massas. Como veremos
mals adiante, a analise estatistica dos volumes déstes nucleos pode-nos
fornecer um critério mais evidente para deduzir algo sébre a origem
e a significacao desta variabilidade de tamanho.

b) Pesquisas caritometricas

I) Analise cariométrica da espermatogénese normal.

O estudo estatistico dos volumes nucleares dos espermatidios mos-
trou uma notavel variabilidade désses volumes. Na tabela II e fig. 31
e 32 aparecem claramente dols fatos fundamentais: 1) o histograma

TABELA 1I
CELUL AS ) Volume meodal
(unidades convencionais) (*)
Espermdtides Contréle. . 375
Espermétides (Colchie. 2h) ............................. 446
Espermatogbénias em repouso......... . .................. 446
Préfases espermatogomiais. . ... .. e 849
Proéfases espermatogoniails (tetra,plmdes) .................. 1 670
Leptotenos..... ... ... .. . .. . . ... ... .. 802
“Confused stage” . ..... ... . . . .., | 1 763
Série de espermatides colchicinizadas
Lamoda... ... ... . . . .. 414
) R 875
TIT.a 1 592
IV 3 073

*“mm® ao aumento do desenho.
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Fig. 31
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dos volumes nucleares é polimodal. As modas calculadas tém os valo-
res de 420 — 842 — 1677 e, provavelmente, 3073.* Estes algarismos
estdo na relacao de 1:2:4:8. As modas dos histogramas, menos a ulti-
ma, sao perfeitamente distintas e indicam, pelo menos, a existéncia de
4 categorias de espermatideos, cujos volumes nucleares formam uma
série geométrica regular.

Pelos numerosos dados obtidos em pesquisas cariomeétricas, sabe-
mos que nos nucleos em repouso o volume nuclear € proporcional ao
valor multiplo do genoma. Podemos, portanto considerar que estas
categorias de espermatideos sejam correspondentes a valores multiplos
do genoma haploide, ou seja, representam espermatideos haplo-diplo-
tétraplo e, possivelmente, octoploides.

Na impossibilidade de verificar, pela contagem de cromosomas, O
crau de ploidia nesta categoria de células que nao mais se dividem,
recorremos a comparacao déstes volumes modais com 0s volumes nu-
cleares dos demais estadios espermatogenéticos, cujo valor multiplo
do genoma esta conhecido. '

Nao podemos aqui lembrar todo o conjunto das pesquisas cariomé-
tricas sObre a espermatogénese. Nos trabalhos precedentes de um de
nos (SCHREIBER [32, 34]) encontra-se a tratacao detalhada déste assunto.

Lembramos aqui, resumidamente, o seguinte: num esquema tipico
de meiose, como por exemplo, a que foi estudada nos. ofidios, a esper-
matogonia em repouso tem um volume nuclear 1. Este volume aumenta
durante a interfase das divisGes mitoticas proliferativas das gonias,
até alcancar a profase gonial, que tem um volume 2. A divisao mito-
tica reintegra o volume 1 das duas goénias assim formados. Na profase
meiotica o ‘volume nuclear aumenta também até alcancar o volume 2
no paquiteno e na diacinese inicial. A primeira divisao meiotica for-
ma, dois espermatdcitos de segunda ordem cujos volumes nucleares sao
iguais a 1 e, portanto, igual ao volume de um nucleo diploide. A segun-
da divisio meiodtica forma 4 espermatidios cujo volume nuclear € igual
a 0,5. Os volumes da série: — cito I — cito IT — ide, estao portanto na
relacdo 4:2:1, exatamente como o numero dos respectivos genomas ha-
ploides. ** A pesquisa cariométrica da meiose no Trialoma infestans
revelou alguns fatos novos que, de um lado, complicam ligeiramente

* mm® ao aumento do desenho.

** Nos insetos, as vézes, o crescimento auxocitario iniciado apos o estadio de
leptoteno, é, em certos l6bulos do testiculo’ diferente do que em outros. BEste feno-
meno, €, as vézes, ligado a uma heteroploidia (SCHRADER 26-27) e sucessiva
degenerescéncia dos espermatécitos naquele lobulo. Outras vézes (SHARADER €
LEUTCHTEMBERGER [29] o crescimento auxocitario neste lobulo diferente, forma
espermatocitos em “diffused stage” 4 vézes maiores como volume nuclear
e celular. SCHRADER verificou éste fendémeno no pentatomideo Arvelius no qual
aste crescimento com carater ritmico, parece nao ser relacionado com variacoes
gendmicas sendo o numero e o tamanho dos cromosomas aparentemente igual
a0 normal. Neste mesmo caso, porém, SCHRADER e LEUTCHEMBERGER verificaram
que, embora o0 RNA e as proteinas aumentem 4 vézes, correspondendo ao Cres-
cimento ritmico do volume nuclear, o teor do DNA, pelo contrario ,fica normai.
Em outros casos ainda analisados com o mesmo método de analise fotome-

trica dos acidos nucleinicos (Swirr [37]1) o volume nuclear ritmico € estrita-
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O esquema acima mencionado, mas sao esclarecidos pelos fendémenos
citologicos estudados paralelamente O grafico da fig. 34 da-nos uma
idéia da variacao do volume nuclear durante as fases da meiose no
“barbeiro”. Estes fenomenos foram descritos em 1948 por um de nos
(SCHREIBER, comunicacao a Soc. Biol. M. G. [32]) e serao desenvolvi-
dos ulteriormente com critérios estatisticos mais detalhados. Neste
trabalho futuro serao dadas as tabelas completas. Queremos sOmente
resumir aqui estes fatos, que nos permitem reconstruir o processo de
formacao das diferentes categorlas de espermatideos no “barbeiro” col-
chicinizado e homologa-los as células de ploidia conhecida.

No Triatoma infestans, a espermatogonia tem um volume que cha-
mamos de 1 (igual a 420 mm? no desenho) e as profases mitoticas das
gonias tém volume 2 (842 mm?). Além déstes, existem poucas pr(’)fases
com volume duplo (1600) que, ewdentemente correspondem aquelas
raras metafases tetraploides que tivemos ocasiao de mencionar no tra-
balho precedente. A fig. 33 representa uma destas metafases. As pri-
meiras fases da profase meiotica (lepto-zigoteno) tém o volume nuclear

exatamente igual aos das profases mitoticas goniais (842). Isto indica,
provavelmente, que se da o inicio da profase meidtica em lugar da pro-
fase mitotica, e nao como nos demais casos (vertebrados), a partir de
uma espermatogonia em repouso, logo apds uma divisdo mitotica. Os
estadios que se seguem (paquiteno) nos hemipteros, sao de dificil obser-
vacgao citologica e foram denominados de “confused”, ou ‘“diffused stage”.
Ao se iniciar esta fase, o nucleo aumenta de volume até alcancar o du-
plo do estadio precedente, chegando, portanto, mais ou menos, a ser
igual ao volume das profases tetraploides (1600) .

A fase sucessiva de diacinese tem um volume nuclear bastante
aumentado, com grande variabilidade e deformacoes.

As duas divisoes meioticas que se sucedem sem restituicao de nu-
cleos interfasicos do espermatocito de I1.2 ordem, dao lugar a formacao
de 4 nucleos de espermatide de volume 1 (420).

mente proporcicnal aoc numero de genomas (meiocitos) e mostra uma estrita
correspondéncia com a quantidade da DNA. Como o estudo das variacoes
ritmicas do volume nuclear durante o ciclc mitético normal e na endopcliplcidia
normal e patologica indicam existir uma relacao direta entre volume nucleay
e genoma, devemos considerar os resultados anomalos das determinacoes de
SCHRADER e LEUTCHTEMBERGER no Arvelius como indicantes de condicoes espe-
ciais, embora muito importantes, cuja significacao é ainda obscura. 2

34
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A situacdo aqui é, portanto, a seguinte: a partir da gonia em
repouso, da-se o crescimento de tipo “ritmico” com dois ciclos de dupli-
cacdo; o primeiro, até o lepto-zigoteno, e o segundo, no “confused stage”.
fiste crescimento auxocitario se inicia, portanto, a partir de um nucleo
de tamanho correspondente ao das profases mitoticas. Devemos pensar
que, pela correspondéncia estabelecida entre genomas e volume nuclear,
éstes nucleos tém quatro genomas. No segundo ciclo de duplicagao,
éstes passam a ser em numero de oito. As divisoes meioticas distribuem
éstes genomas em 4 espermatideos que, apesar de terem um numero
hapléide de cromosomas, tém volume nuclear correspondente a uma
célula dipldide. E’ possivel, portanto, que os cromosomas do comple-
mento hapldide do espermatideo sejam constituidos por 2 cromonemas
ou cromatideos. Este fato novo, revelado pela andlise cariométrica, sera
analisado nos seus aspectos citolégicos representados pela ‘“terceira
fenda”, caracteristica dos cromosomas meidticos dos hemipteros.

E’ importante assinalar que os volumes modais: 1-2-4, respectiva-
mente, 400-800 e 1.600 dos espermatideos colchicinizados, correspondem
perfeitamente aos volumes nucleares dos estadios meioticos respectivos:
haplo-diplo e tetrapléide. Chamamos aqui de tetraploide, para simpli-
ficar, o espermatécito de 1.2 ordem que tem quatro genomas, mesmo
que éstes sejam distribuidos em numero diploide de cromosomas com
dois cromatideos. As pesquisas citologicas e estatisticas de BIESELE-
-PoyNER-PAINTER (3) demonstraram, pela distribuicao estatistica dos
organizadores dos nucléolos, que o poliploidismo e a politenia cromoso-
mica tém o mesmo efeito sébre o volume nuclear modal.

E’ perfeitamente licito pensar que as trés categorias multiplas de
espermatides formadas nos testiculos colchicinizados apos 9 dias, sejam
o resultado da restituicdo, sob forma de nucleos interfasicos, das célu-
las em 1.2 e I1.2 metafases bloqueadas.e, portanto, respectivamente, tetra
e diploides, junto com uma certa quantidade de espermatides haploides
normais derivadas da continuacao do processo meiotico iniciado antes
da acao da colchicina.

TABELA III
Volumes modais Volume modal Valor tedrico

I Espermatogdnias — repouso-gsper-
mitides-primeira moda ........ .. 420 4

IT1 Préfases gonials — Leptotenos
espermitides—segunda moda. . . .. 842 8

III “Confused stage’”’ — esperm4tides-
—terceira moda................. 1 677 16
IV - Espermitides—quarta moda. .. . .. 3 073 32

#

~ As espermatides de volume maior do que aqueles considerados como
tetraploides, sdo mais dificeis de serem explicadas por éste mecanismo.
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Podemos supor que a pequena quantidade de gonias teraploides nor-
malmente presentes nos testiculos de hemiptercs podem, pelo mesmo
processo de bloqueio colchicinico, dar nucleos de restituicao com volume
maximo, representado nos histogramas da fig. 31, n° 7. Nao se pode
porém excluir a existéncia de fendmenos de fusao, seja nas primeiras
metafases, seja nas diacineses, como alguns autores tém descrito (DAR-
LINGTON [5]) e que poderiam levar aos nucleos gigantes em questao.

O resultado da acao da colchicina apos 9 dias da injecao €, por-
tanto, o bloqueio das divisoes celulares das fases normais da esperma-

togénese com a conseqiiente formacao de nucleos interfasicos com con-
teudo maultiplo.

IV — DISCUSSAO E CONCLUSAO

a) Acdo da colchicina sébre o testiculo e o poliploidismo natural na
espermatogénese.

Como foi assinalado na introducao, sao conhecidos nos insetos casos
de poliploidismo das células germinais e particularmente das esperma-
togonias. As pesquisas de Mickey (17-23) e col. em Romalea microp-
tera (Ortoptera) evidenciaram a série da espermatogénese derivada
destas espermatogonias tetraploides com a formacao de espermatozoi-
des gigantes com centriolos e filamentos axiais multiplos. DARLINGTON
(5) relata a existéncia, em gafanhotos, (Schistocerca paranaense, Chro-
macris, Elasichora e Chrotippus) de espermatocitos polipldides e aneu-
ploides e admite a origem destas células de nucleos tetrapldides preexis-
tentes ou de células binucleadas, fusao de estadios diacinéticos adian-
tados, orientacao radial dos fusos nas divisoes espermatogoniais e fusao
conseqiiente dos dois grupos anafasicos centrais (Schistocerca).

Verifica espermatozoides de 2x, 3x e 4x caracterizados pelo tama-
nho, caudas supranumerarias e cabecgas divididas.

Fenémenos de aneuploidismo na espermatogénese foram descritos
por SCHRADER (26) no V.° lébulo de alguns Pentatomideos.

O fenémeno de poliplidismo na espermatogénese, em consequén-
cia de tratamento experimental colchicinico, € conhecido até agora por
poucas pesquisas. Assinalamos, particularmente, o trabalho de DooLEY
(7), que tratou com esta droga, em doses mais ou menos iguais aquelas
por nos usadas, larvas e ninfas de Ortopteros (Grillus e Melanopolus).

O estudo das fases espermatogenéticas apos . tempos variaveis de
5 horas até 10 dias revelou o bloqueio das divisoes, conforme o quadro
classico da colchicinizacao. Nas celulas bloqueadas os cromosomas en-
contram-se em massas aglutinadas ou com cromosomas distribuidos
irregularmente no citoplasma. Apods 72 horas encontram-se ceélulas
multi-nucleadas por restituicao de metafases bloqueadas.

Em Grillus, DooLEY (7) verificou a formacao de espermatideos gi-
gantes diretamente de espermatdécitos primarios. Esses casos, portanto,
parecem perfeitamente semelhantes aos descritos acima, em Triatoma.

* ¥ *
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Parece evidente de todos éstes fatos que a acao da colchicina nos
elementos meiodticos realiza-se com as mesmas modalidades que nas
células somaticas. Os fenomenos tipicos da profase meiotica parecem
nao ser absolutamente afetados e as diacineses sao morfologicamente
normais.

Durante a acao da colchicina ficam bloqueados nas espermatogo-
nias a divisao dos centrosomas e a formacao do fuso.

Nos espermatocitos de 1.2 ordem fica bloqueada a formacao do fuso,
a0 passo que as tétrades nao parecem sofrer alteracao alguma. NOS
periodos mais adiantados da experimentacao, a separag¢ao dos croma-
tideos se da como se a célula tivesse se dividido em dois espermatocitos
de II.2 ordem e as tétrades se desfizessem em diades ou em cromatideos
isolados sem migracao polar. Nao é excluida uma certa discronia neste
fendmeno, entre os diversos cromosomas. (Filg. 20 e 21).

A divisao da célula fica bloqueada mas nao o processo de restituicao
em nucleos poliploides, que continuam o processo de espermiogénese.

u \J
3% -5

Na analise estatistica dos volumes nucleares dos espermatideos
pode-se verificar a existéncia de ampla variabilidade, nitidamente agru-
pada, porém, em tOorno dos volumes medais multiplos do volume do
espermatideo hapldide. A comparacao com os volumes modais da série
meiotica normal nao deixa duvida alguma de serem €stes valores mcdais
constituidos por espermatideos, respectivamente, haplo- e tetraploides.

b) A duplicacdo dos genomas na espermatogenese do Triatoma
infestans.

Como aparece no esquema da fig. 34, verifica-se um primeiro ciclo
de duplicacao na mitose gonial normal e a profase meiotica se inicia
a partir do volume alcancado nesta duplicacao, quer dizer, a profase
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meiotica substitui a profase normal, e nao se inicia apoés a divisao
mitotica, como geralmente acontece.

Os cromosomas, portanto, devem ser em numero diploide mas de
constituicao dupla (2 cromatidios ou cromonemas). Durante a profase
meiotica da-se uma ulterior duplicacao (diploteno) e o volume atingido
no “confused stage” e, portanto, quatro vézes o inicial.

A diacinese se apresenta anormal do ponto de vista cariométrico,
provavelmente por interferéncia, como DARLINGTON (5) acha nos Ortop-
teros, de correlacao entre a superficie e o0 numero de genomas. Nao
podemos, porém, aceitar como definitiva esta explicacao, por falta de
uma mais profunda analise estatistica.

A sucessao das duas divisoes consecutivas forma uma espermatide
cujo volume nuclear € igual ao da gonia em repouso, apesar de ser
haploide. A constituicao dupla dos cromosomas da II.2 divisao, reve-
lada citologicamente pela terceira fenda, poderia explicar éste fenémeno.

O problema da terceira fenda vem adquirir, neste caso, um valor
explicativo de grande interésse, concordante com os fenomenos dupli-
cativos verificados na prova meiotica.

O fato de serem os cromosomas dos gametas constituidos pelo
menos por dois cromatideos, ja salientado em varios casos nos trabalhos
de S. HUGUES-SCHRADER (13), pode ser relacionado com o que G. HERr-
TWIG (10) e SAulizer (32) verificaram na espermatogénese dos verte-
brados. A analise cariométrica da espermatogénese de alguns mami-
feros revelou serem o0s cromosomas ‘“dimeros”, conforme a nomencla-
tura désse autor, e capazes, portanto, de se dividirem ulteriormente,
sem necessidade de um crescimento intercinético. HERTwWIG chama éste
tipo de divisoes de “Multiplosuccedan-teilungen” e verifica que nestes
animais o efeito do tratamento com estrogénios induz a uma terceira
divisao pos-meidtica dos espermatidios. Um de nos (SCHREIBER [31]
verificou nos Ofidios fendmenos semelhantes aqueles descritos por
HERTWIG, isto €, uma terceira divisao com uma distribuicao correspon-
dente dos volumes nucleares. De fato, os espermatocitos de 1.2 ordem
sao, neste caso, 8 vézes maiores do que as espermatides. Em um caso
(Pseudoboa) verificou, além disso, a existéncia de prafases gonais de
dois tamanhos, respectivamente na relacao de 1:2 que revela a exis-
téncia de um possivel segundo ciclo de duplicacao endomitotico das
espermatogonias.

Os fendmenos, portanto, sao confrontaveis aqueles que descreve-
mos nos hemipteros no presente trabalho.

Nos hemipteros, parece ser normal uma situacao dimera ou bicro-
monémica dos cromosomas do complemento haploide. Déste fato se
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depara a necessidade de uma extensao déstes conhecimentos aos feno-
menos meidticos femininos, como também as divisoes somaticas e da
segmentacao. O poliploidismo e politenia fisiologica de inteiros territo-
riso somaticos nos insetos, verificados por muitos autores, foram salien-
tados por WHITE (38) como caracteristicas citologicas da ontogénese
nos insetos. As presentes pesquisas estendem ésses fendmenos também
as células germinais. HUskINs (14), analisando os fenomenos de poli-
ploidismo somatico (polisomathy) nos vegetais, examina profundamen-
te o problema do ponto de vista genético, particularmente das relacoes
quantitativas entre os alelos. Problemas novos surgem quando quere-
mos analisar o que acontece na meiose entre os 8 cromatidios do esper-
matocito I, seja do ponto de vista da cronologia da divisao do centro-
mero, do ‘‘crossing-over”, etc.

Huskins (14) estaria. propenso a reconhecer dois tipos de indivi-
dualidade dos elementos cromosomicos: 0s que se comportam como
unitarios da meiose (cromatidios) e as unidades longitudinals (lamellae)
de ordem inferior que, eventualmente, compoem os cromatideos e que
teriam interésse na dosagem dos alelos do desenvolvimento.

Devemos, assim, relacionar também a situacao politénica dos ga-
metos dos insetos com o problema da constituicao multipla dos cromo-
somas anafasicos tado discutida nos vegetais (KAUFFMANN [16]).

As pesquisas relatadas no presente trabalho, parecem sugerir que
a estrutura dupla dos cromosomas do “set” haploide se estabelece du-
rante o duplo ciclo de duplicacao no crescimento auxocitario. Uma
prova certa déste fato, porém, nao existe, pois nao conhecemos bem a
estrutura dos cromosomas das células somaticas e das espermatogonias.

Os cromo somas anafasicos das mitoses espermatogoniais nao pa-
recem apresentar fenda alguma, mas ecomo tdédas estas observacgoes sao
feitas no limite da visibilidade microscopica, esta nao constitui prova
absoluta.

Pelas pesquisas recentes de SCHRADER € LEUCHTEMBERGER (Vvide nota
a pag. 427) parece ser possivel, em casos especiais, um crescimento rit-
mico do volume nuclear sem correspondente duplicacao dos cromoso-
mas, mas com correspondente variacao ritmica do teor em proteinas
e em RNA. Em Arvelius ha de fato crescimento ritmico (até 8 vézes)
dos espermatocitos primarios, e as espermatides formadas pelas duas
divisdes sao proporcionalmente maiores, tendo as proteinas e RNA au-
mentado correspondentemente mas tendo o DNA igual ao dos elemen-
tos dos demais 16bulos testiculares normais. O fato de as espermatides
(haploides) de Triatoma, serem de volume igual ao das espermatogo-
nias (diploides) como conseqiiéncia de um duplo ciclo de duplicacao
volumétrica nuclear do espermatocito I, poderia ter uma explicacao
semelhante ao do Arvelius, no caso em que 0S cromosomas espermato-
goniais ja estejam duplos.

Devemos deixar, portanto, aberto o problema da origem da terceirza
fenda e sua correspondéncia com o volume nuclear até termos maiores
conhecimentcs acérca da constituicao dos cromosomas somaticos e
espermatogonials em Triatoma.
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EXPLICACAO DAS FIGURAS

Fig. 1 — Triatoma infestans. Controle. Espermatogonias em metafase e
telofase. Dubosq-Brasil. Hematoxilina férrica. x 1200.

Fig. 2 — Triatoma infestans. Colchicina 4 horas. (Prot. nr. 115) . Espérma-
togbnias e metafase bloqueada. Dubosq-Brasil. Hematoxilina ferrica x 1200.

Fig. 3 — Triatoma infestans. Controle. (Prot. nr. 10) . 1.2 metafase. Du-
bosq-Brasil. Hematoxilina férrica. x 3500.

Fig. 4 — Triatoma infestans. Controle. (Prot. nr. 10) . II.2 metafase. Du-
bosq-Brasil. Hematoxilina férrica x 3500.

Fig. 5 — Triatoma infestans. Controle. (Prot. nr. 110) metafases 1. Du-

bosg-Brasil. Hematolixina férrica x 1200.

Figs.. 6 e 7T — Triatoma infestans. Colchicina 2 horas. (Prot. nr. 113) ; Meta -
fases I normais. Dubosq-Brasil. Hematoxilina férrica x 3500.

Figs. 8, 9 e 10 — Triatoma infestans. Colchicina 2 horas. (Prot. 113) . Dia-
cinese final. Falta de orientacio e parcial aglutinacao. Dubosq-Brasil. Hema-
toxilina férrica. x 3500.

Figs. 11 e 12 — Triatoma infestans. Colchicina 2 horas. (Prot. 113) Metafase
II. Falta de orientacao. Dubosq-Brasil. Hematoxilina férrica. x 3500.

Fig. 13 — Triatoma infestans. Cclichicina 2 horas. (Prot. 112) . Metafases
I e II. Algumas normais, outras ligeiramente aglutinadas. Dubosq-Brasil. He-
matoxilina férrica. x 960.

Figs. 14, 15 e 16 — Triatoma infestans. Colchicina 4 horas. (Prot. 115) Me-
tafases I. Nao orientadas. Dubosqg-Brasil. Hematoxilina ferrica x 3500.

Fig. 17 — Triatoma infestans. Colchicina 4 horas, (Prot. 115) Metafases I
nao orientadas e parcialmente aglutinadas. Dubosq-Brasil. Hematoxilina fér-
rica. x 1200.

Fig. 18 — Triatoma infestans. Colchicina 4 horas, (Prot. 115) Metafases II
nao orientadas e parcialmente aglutinadas. Dubosq-Brasil. Hematoxilina fér-
rica. x 1200.

Fig. 19 — Triatoma infestans. Colchicina 7 horas. (Prct. 117). Espermatocitos
de I.2 ordem. Blogueio de citocinese e metafase completamente desorganizada.
Dubosq-Brasil. Hematoxilina férrica. x 3500.

Fig. 20 Triatoma infestans. Colchicina 7 horas. (Prot. 117) Espermatocitos
de 1.2 ordem. Bloqueio da citocinese, bivalentes em via de separacdo em diades.
Alcool acético e orceina por esmagamento. x 3500.

Fig. 21 — Triatoma infestans. Colchicina 7 horas. (Prot. 116) Espermato-
cito de I.2 ordem Bloqueio da citocinese. Bivalentes desfeitos completamente.
Alguns cromosomas apresentam a 3.2 fenda. Alcool acético e orcéina por
esmagamento. x 3500.

Fig. 22 — Triatoma infestans. Colchicina 4 horas. (Prot. 116) Espermatocito
de I.2 ordem como fig. 20. Alcool acético e orceina por esmagamento. x 960.

Fig. 23 — Triatoma infestans. Colchicina 4 horas. (Prot. 116) Como fig. 21.:
Espermatocito de 1.2 ordem com tétrades desfeitas e diacinese adiantada. x 960.

Fig. 24 — Triatoma infestans. Contrdole (Prot. 6) Diacinese adiantada.
Alcool acético e orceina por esmagamento. A seta Indica a 3.2 fenda num
dos bivalentes grandes. Esquema conforme HUGUES-SCHRADER dos 3 planos de
fenda.

Fig. 25 — Triatomas infestans. (Controle e Prot. 6) I analise. Alcool acetico
e orceina por esmagamento. As setas indicam os planos das 3.2 fendas, con-
forme HUGUES-SCHRADER.
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Fig. 26 — Triatoma infesians. Diacinese inicial. Alcool acético e orceina
por esmagamento., A seta indica a 3.2 fenda. x 1150.
Fig. 27 — Panstrongylus megistus. Diacinese adiantada. Alcool acético e

orceina por esmagamento. A seta indica a 3.2 fenda.

Fig. 28 — Triatoma infestans. Colchicina 4 horas. (Prot. 115). Espermatides
normais. Dubosq-Brasil. Hematoxilina .férrica. x 1150.

Figs. 29 e 30 — Colchicina 9 dias. (Prot. 141) Espermatides de tamanho
diferente. Dubosq-Brasil. Hematoxilina férrica. x 960.

Fig. 31 — Histogramas das freqiiéncias dos volumes nucleares nas fases
da espermatogénese normal e colchinizada.

1) Espermatogodnias em repouso.

2) Profases goniais di e tetraploides.

3) Leptotenos.

4) “‘Confused-stage”.

5) Espermatides

6) Espermatides.

7) Espermatides apos 9 dias de colchcina.

(T) Indica o valor modal calculado; (ARKIN e CorLToN). Cfr. Tabela II.

Fig. 32 — Diagrama da distribuicio dos volumes modais.

1) Espermatides controle: H. Espermatides colchicina 4 horas. I. Es-
permatides 9 dias colchicina, primeira moda. A1 — Espermatogdnias em repouso.
A2 — e A4 Profases goniais. B. Leptotenos. II. Espermatides 9 dias colehi-
cina, segunda moda. C e D. “Confused stage”. III. Esrermatides 9 dias colchini-
‘zada, terceira moda. IV. Espermatides colchicinizadas 9 dias, quarta moda. Cfr.
Tabela III.

Fig. 33 — Triatoma sordida. Metafases espermatogoniais (Prot. 54) dipléide
e tetraploide x 2100. Alcool acético e orceina por esmagamento.

Fig. 34 — Diagrama dos volumes modais em relacao aos genomas na
espermatogénese de Trialomu infestans. (adaptado de SCHREIBER, no prelo) .
explicacao no texto.

EXPLICATION OF THE FIGURES

Fig. 1 — Triatoma injestans. Control. Spermatogonial meta and anaphases.
Dubosq-Brazil. Ferric Hematoxylin. x 1200.

Fig. 2 — Triatoma infestans. Colchicine 4 hours. (N.° 115) Blocked sper-
matogonial metaphases. Dubosq-Brazil. Ferric Hematoxylin. x 1200.

Fig. 3 — Trialoma infesians. Control. (N.© 10). 1st metaphases. Dubosq-
Brazil. Ferric Hematoxylin. x 350C.

Fig. 4 — Triatoma infestans. Control. (N.2 10). 2nd metaphases. Dubosqg-
Brazil. Ferric Hematoxylin. x 3500.

Fig. 5§ — Control (N.© 110). 1st. metaphaces. Dubosq-Brasil. Ferric Hema-
toxylin. x 1200.

Figs. 6 e T — Triatoma infestans. Colchicine. 2 hours. (N.°2 113) . 1st. meta-
phases not affected Dubosq-Brazil.. Ferric Hematoxylin. x 3500.

Figs 8, 9 e 10 — Triatoma infesians. Colchicine 2 hours. Late diakynesis.
Bivalents not oriented., someone Kklumped. Dubosq-Brazil. Ferric Hemato-
xXylin. x 3500.

Figs. 11 e 12 — Triatoma infestans. Colchicine 2 hours (N.° 113), 2nd me-
taphases. No. orientation. Dubkosq-Brazil. Ferric Hematoxylin. x 3500.

Fig. 13 — Triatoma infestans. Colchicine. 2 hours. (No. 112) 1st and 2nd
metapahses. Some normally oriented, other partially klumped. Dubosq-Brazil.
Ferric Hematoxylin. x 960.
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Figs. 14, 15 e 16 — Triatoma infestans. Colchicine 4 hours. (N.© 115) 1st
metaphases: not oriented. Dubosqg-Brazil. Ferric Hematoxylin. x 3500.

Fig. 17 — Triatoma infestans. Colchicine 4 hours. (N.°0 115) . 1st metapha-
ses, partially klumped. Dubosq-Bragzil. Ferric Hematoxylin. x 1200.

Fig. 18 — Triatoma infestans. Colchicine 4 hours. 2nd metaphases partially
klumped. Dubosq-Brazil. Ferric Hematoxylin. x 1200.

Fig. 19 — Triatoma infestans. Colchicine 7 hours. (N.°© 117) 1st Spermato-
cyte. Blockage of the cytokynesis and metaphase without spindle. Dubosq-
Brazil. Ferric Hematoxylin. x 3500.

Fig. 20 — Triatoma infestans. Colchicine 7 hours. (N.°2 117) . 1st spermatocyte.
Blockage of the cytokynesis, Bivalens partially separated. Acetic alcohol. Acetic
orcein smear. x 3500.

Fig. 21 — Triatoma infestans. Colchicinz 7 hours. (N.2 116) . 1st sperma-
tocyte. Bivalents completly dissolved. Some chromocsomes chow the tertiary
split. The arrow indicates the sex chromosomes. Acetic alcohol. Acetic orcein
smear. X 3500.

Figs. 22 and 23. Triatoma infestans. Photomicrograph of the same cells
respectively of the figs. 20 and 21. X 960.

Fig. 24 a and b. — Triatoma infestans. Control. (N.°® 6). Late diakynesis.
Acetic orcein smear. The arrow indicates the tertiay split in one of the three
greater bivalents. Sketch of the splits after HUGUES SCHRADER.

Fig. 25 — Triatoma infestans. Control. (No. 6) . 1st. Anaphase. Acetic orcein
smear. The arrow indicates the splits after Hucus SCHRADER.

Fig. 26 — Triatoma infestans. Control. Early diakynesis. Acetic alcohol.
Acetic orcein smear. The arrow indicates the tertiary split in one of the
heteropicnotic bivalents. x 1150.

Fig. 27 — Panstrongylus megistus. Late diaknesis. Alcohol acetic. Acetic
orccin smear. The arrows indicate the tetiary splits.
Fig. 28 — Triatoma infestans — Colchicine 4 hours. Spermatids aparently

normal. Dubosq-Brazil. Ferric hematoxylin. x 1150.

Figs. 29 and 30 — Colchicine 9 days. (N.© 141) . Spermatids of different size.
Dubosq-Brazil. Ferric Hematoxylin. x 960.

Fig. 31 — Histograms of the frequencies of nuclear size in normal and
colchicinized spermatogenesis.

1) Resting spermatogonia.

2) Spermatogonial prophases di and tetraploid.

3) Leptotens.

4) “Confused stage”.

5) Spermatid (normal) .

6) Spermatid (nromal) .

7) Spermatids. Colchicine 9 days.

The “T” indicates the modal volume. (see table II) .

Fig. 32 — Distribution of the modal values of the nuclear volume.

1) Normal spermatid. H. Spermatid colchicine, 4 hours. I. Spermatid
colchicine 9 days. (1st mode). Al Resting spermatogonia. A2, A4 Spermatogo-
nial prophases. B. Leptone. II. Spermatid colchicine 9 days (second mode) .
C.D. “Confused stage”. III. Spermatid colchicine (days (3d mode). IV. Sper-
matid Colchicine 9 days (4th mode). (See Tab. III.).

Fig. 33 — Spermatogonial metaphases. (N.© 54) Triatoma sordida. Diploid
and tetraploid, Acetic alcohol. Acetic orcein smear. x 2100.

Fig. 34 — Diagram of the relations between modal volumes and genomes
during the spermatogenesis in Triatoma infestans.

(Adapted from SCHREIBER in press).
Explanation in the text.



Cytologic and caryometric analysis of the
action of colchicine on the spermatogenesis
in hemiptera

Summary.

The action of colchicine upon the spermatogenesis of Triatoma
infestans, (Hemipt. Heteroptera), has been studied and the different
categories of giant spermatids that appear during the treatment have
been compared with the nuclear volumes of the whole series of normal
spermatogenetic stages. The following facts have been ascertained:

1) 4 hours after the treatment the gonial mitotic metaphases,
and the 1st. and 2nd. metaphases of meiosis are stopped. The prophasic
stages of meiosis and diakynesis appear to be normal. After 9 days
of treatment, all the tetrads are broken in the meiotic metaphases and
the cells appear with 44 and 22 chromosomes respectively, scattered
in the cytoplasm.

2) At 9 days, practically all spermatogenetic stages have disap-
peared except for a few cysts of spermatogonia, and practically the
whole testicle is full of cysts of spermatozoa and spermatid, with some
large zones of necrosis with pycnotic nuclei.

The spermatids appear to be of different sizes and the statistical
analysis of the nuclear volumes gives a polymodal hystogram with 4
modes, whose volumes are in the ratio of 1:2:4:8. Ripe spermatozoa
seem to have a certain volume variability, that has not been possible
to analyse quantitatively.

All these facts confirm what DooLeEy found in the colchicinized
Orthoptera testicle.

3) The caryometric analysis conducted statistically on the nor-
mal stages of the spermatogenesis (resting spermatogonia, gonial pro-
phases, leptotene, “confused stage’”, diakynesis, and spermatid) reveal-
ed the following facts:

a) Considering the volume of the resting, spermatogonia as 1,
their mitotic prophases have a volume of 2. Some rare prophases
appear to have a volume of 4 and probably belong to tetraployd sper-
matogonia normally present in the testicle of Hemiptera.

b) The first spermatocyte at the beginning of the auxocitary
growth (leptotene) has a volume of 2, which is equal to that of the
gonial prophase. It grows further during the “confused stage” and
reduplicates, reaching thus the volume of 4. Diakynesis has a rather
variable nuclear volume and it is higher than volume 4. This is pro-
bably of physico-chemical nature and not a growth increase.
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c) The spermatid at the beginning of the spermiogenetic process
has a volume of 1 which is very constant and homogeneous.

4) These results can be summarized concluding that the meiotic
process begins from a spermatogonium at the end of his mitotic
interphasic growth (vol. 2) and instead of entering into the mitotic
prophase transforms itself into the leptotene spermatocyte. During
the diplotene (“confused stage”) the volume of the nucleus doubles
once more and reaches volume 4. In consequence of the two successive
meiotic divisions the spermatid, although having an haploid number
of chromosomes, has a nuclear volume of 1, just like the diploid
spermatogonium .

The interpretation of this strange result probably comes from the
existence of the “tertiary split” in the chromosomes of the haploid set,
that has been illustrated in the Hemiptera by HUGUES-SCHRADER and
in Orthoptera by MICKEY and co-workers.

The tertiary split indicates that the chromosomes of the haploid
set are constituted from almost two chromonemata, and this double
constitution corresponds to the double cycle of reduplication that takes
place during the spermatogenesis starting from the resting gonia.

In Triatoma infestans the tertiary split appears in the chromoso-
mes in the 1lst. and 2nd. metaphases and in the diakynesis. In the
blocked metaphases at the 9th. day of colchicinization some of the 44
elements scattered in the cytoplasm, show, when properly oriented,
the split very clearly. Some new and strange facts revealed by SCHRADER
and LEUCHTEMBERGER in Arvelius suggest the possibility of other inter-
pretations of the rhythmic growth in special cases. There appears the
necessity of more knowledge about the multiple or simple constitution
of the chromosomes in somatic and spermatogonial mitosis.
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