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DIFERENCIACAO MORFOLOGICA DAS GONADAS EM LARVAS DE
DERMATOBIA HOMINIS (DIPTERA: CUTEREBRIDAE)

EDY DE LELLO, LUIS A. TOLEDO & ELISA A. GREGORIO

O trabalho descreve o desenvolvimento morfologico das gonadas, durante oS trés
periodos larvais da Dermatobia hominis. £m larvas do 19 e 29 instar com a metodologia
empregada, de dissec¢do sob lupa, foi impossivel individualiza-las, mas elas aparecem nos
cortes totais dessas larvas, como um pequeno aglomerado celular envolto por uma tunica
acelular, medindo ao redor de 30 um de didmetro nas primeiras, e 54 dm nas segundas.
Microscopicamente, apresentam células com dois tipos de nucleos, uns grandes arredon-
dados e frouxos e outros menores, e ovoides; nas larvas mais jovens ambos os tipos nuclea-
res se misturam enquanto que nas mais velhas os maiores permanecem no interior e os
menores se ajeitam ao redor da gonada e entre 0os maiores. Anatomicamente a distin¢ao
entre testiculo e ovario ocorre em larvas do 39 instar com peso a partir de 400mg.

A larva da Dermatobia hominis, conhecida vulgarmente pelo nome de berne no
Brasil, desenvolve-se no subcutineo de vdrios hospedeiros dos quais sem duavida o princi-
pal é o gado bovino. Seus ovos s3o veiculados por outros dipteros (Morales, 1911, apud
Pinto, 1930; Neiva & Gomes, 1917, Artigas & Serra, 1965), na superficie dos quais ocor-
re o desenvolvimento embriondrio, o qual a temperatura de 25°C e 92,5% de umidade
leva de 5 a 10 dias (Moya-Borja, 1966). Ao pousar o forético sobre o hospedeiro, as larvas
abandonam o involucro do ovo e penetram rapidamente através de um foliculo piloso
indo alojar-se no subcutineo, mantendo um orificio respiratério com o exterior. A larva
recém-nascida tem a cuticula esbranquicada, mede de 1,0 a 1,6 mm de comprimento por
0,3 a 0,6mm de largura; apresenta apenas uma abertura respiratéria em cada espirdculo
posterior e a regido cefélica levemente mais larga. Segundo Moya-Borja (1966) esse 19
instar dura de 6 a 8 dias. Neiva & Gomes (1917) relatam que uma larva ap6s 8 dias no
subcutineo do cio mede 4,3 por 1,0mm e pesa 3mg. No 29 instar comega o crescimento
larval evidenciado pelo intumescimento dos 20 e 39 segmentos tordxicos e dos quatro pn-
meiros abdominais, enquanto que os posteriores continuam alongados; de acordo com
Moya-Borja (1966) esse periodo dura de 10 a 16 dias. No 39 instar a larva cresce muito
chegando a pesar 630mg quando em cachorros (Neiva & Gomes, 1917) até 890mg como
encontramos entre as coletadas em bois. Ao final do periodo larval, deixam espontanea-
mente o hospedeiro para penetrar o solo onde pupam. A larva “madura” tem a cuticula
amarelada e mede ao redor de 2 por 1 cm.

Nio existem caracteristicas externas que possam diferenciar a larva macho da
fémea. A tnica referéncia que encontramos a esse respeito ¢ de Neiva & Gomes (1917)
que apds infestacdo experimental no cdo afirmam que as larvas “maduras™ pesando entre
614 a 632mg deram imago fémea e entre 467 e 494 mg deram machos.

Neste trabalho analisamos o desenvolvimento morfolégico das gonadas em todos
os instares larvais.
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de Morfologia, Instituto Basico de Biologia Médica ¢ Agricola — Universidade Estadual Paulista,
18600 Botucatu, Sao Paulo, SP, Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Larvas foram extraidas, 4 mido, de gado naturalmente infestado no campo. Tra-
zidas ao laboratério elas eram separadas em L, (larvas no 29 instar) e L, (larvas no 39
instar), uma vez que é muito dificil por esse procedimento conseguir L, (larvas no 1? ins-
tar). Estas eram conseguidas no laboratério, da seguinte maneira: as larvas “maduras”
eram postas para pupar em caixas contendo uma camada de 5 a 7cm de terra imida. Ap6s
o nascimento das imagos cerca de dois a trés casais, juntamente com algumas moscas
domésticas, eram transferidas para uma caixa de madeira de 35 x 35 x 35¢m com paredes
de tela; no fundo da caixa era colocada uma fina camada de terra ou papel de filtro, um
pequeno vidro cheio de algoddo embebido em 4gua para proporcionar umidade e algumas
tiras de papel cruzando no sentido da altura para que as moscas nelas pudessem pousar.
Os ovos quer tivessem sido depositados nas moscas domésticas, quer nas tiras de papel,
eram removidos, com auxilio de um pincel, sobre laminulas, as quais eram transferidas
para uma cimara imida em uma estufa a 27°C. As L, comegavam a nascer a partir do 5¢

dia de incubacdo.

As L, e L, eram separadas em lotes de pesos semelhantes e dissecadas no mesmo
dia ou no mdximo até 24 horas apOs a coleta, tempo esse que conseguiam sobreviver mui-
to bem. As L, logo apds o nascimento, as L, e L3 com peso abaixo de 200mg foram fixa-
das inteiras e cortadas em série. As Ly acima de 200mg eram dissecadas sob a lupa, em
solugdo fisiolégica para insetos. Para tanto eram presas com um alfinete entomologico
pela regido cefdlica, com a parte dorsal para cima, em placa de dissecgdo (placa de petri
contendo uma mistura de cera e parafina), com uma tesoura para microdissec¢do era feito
um corte longitudinal desde os espirdculos posteriores até a regido cefélica, a cuticula era
rebatida e presa lateralmente com alfinetes entomologicos. Para facilitar a localizagdo e
visualiza¢gdo das gOnadas, gotejava-se sobre a larva assim aberta azul de metileno a
1:10.000. Uma vez localizadas, as gonadas eram desenhadas no local com auxilio da
cimara clara; em outras ocasides eram retiradas, juntamente com as estruturas vizinhas,
transferidas para uma lamina, e entao desenhadas.

Para estucdo histologico, as gdnadas foram fixadas (Helly, Carnoy ou Bouin Alco-
6lico), incluidas, cortadas em série e coradas (Hematoxilina-Fosina, Tricromico de Masson,

PAS, Feulgen e VMP).

RESULTADOS
1 — Localizag¢ao

Embora a bibliografia fomega informagdes a respeito da localizagao das gonadas
nas larvas dos Diptera, sabemos que ela varia dentro das espécies. Em nosso material nas
L, e L, s6 puderam ser localizadas em cortes de larvas totais. Puderam ser localizadas ¢
dissecadas sob lupa em L; com peso superior a 200mg. Conforme descrito em Material
e Métodos, apos cortada e rebatida a cuticula, ficavam expostos dois tergos dorsais ¢ pos-
teriores da larva. Quanto mais idosa a larva, mais desenvolvida aparece uma densa camada
de células do corpo gorduroso em forma de fitas largas em primeiro plano, cobrindo as
visceras. Descartada essa primeira camada, ficavam evidentes as por¢des do intestino mé-
dio e posterior, os tabulos de Malpighi, as por¢des posteriores das glandulas salivares,
outras fitas mais profundas do corpo gorduroso e vdrios ramos traqueais. Existem dois
troncos traqueais principais que correm lateralmente a parede interna larval, desde a aber-
tura anal até os espirdculos anteriores. Desses troncos partem ramos secunddrios os quais
vio se subdividindo a2 medida que penetram a intimidade dos tecidos. O segundo ramo
secunddrio, de cada lado, desde a abertura anal, aprofunda-se em dire¢ao a regido ventral,
subdividindo-se em dois que podem ser chamados de interno e externo. O ramo interno
atravessa uma fita do corpo gorduroso localizada no ter¢o posterior da larva. E nesse local
que se¢ encontra a génada. A coloragio pelo azul de metileno ajuda sua Jocalizagdo e des-
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taca um anel fibroso envolvendo a traquéia e ac mesmo tempo prendendo a gonada por
sua por¢ao posterior. Desse polo destaca-se ainda delicado cordio que toma a diregdo
medial e posterior da larva, perdendo-se entre as células do corpo gorduroso. Chamaremos
por¢do posterior ou proximal da gdbnada aquela que estd voltada para a parte posterior da
larva e de anterior ou apical a regido oposta. Os dois ramos traqueais secund4rios e as fitas
de tecido gorduroso sao sem duvida pontos de referéncia importantes para a localizacdo
das gonadas.

2 — Desenvolvimento anatomico e histologico

Em cortes totais de L;, com cerca de 6 um de espessura, as gonadas aparecem
em 5 a 6 cortes sucessivos, como pequeno aglomerado celular envolto por material acelu-
lar. Algumas células tém nuicleos arredondados, grandes e claros enquanto os demais sdo
menores, levemente ovéides. O material amorfo que envolve a gonada continua pelo cor-
d3o que a prende ao ramo da traquéia.

Das L, também foram examinados cortes totais e, naquelas pesando ao redor de
30mg, as gonadas aparecem em cerca de 9 cortes sucessivos de 6 um, donde podemos
concluir que ela deve medir ao redor de 54 um de diametro (Fig. 1). A gobnada é envolvida
por uma membrana acelular acidéfila, sua tdnica extema. Em determinados locais ela é
continua com a membrana que une as células do corpo gorduroso. Na porg¢do basal da
gdnada, tal tdnica continua-se por um cordao celular sélido; parte desse corddo envolve
o ramo traqueal junto ao qual a gdonada permanece, ¢ outra por¢do se aprofunda no corpo
gorduroso em direcio postero-interior do corpo animal (Fig. 2). Nessa figura ainda pode-
se notar que ao corte a génada é bem menor que uma célula do corpo gorduroso. Encon-
tramos dois tipos fundamentais de células nas gonadas de larvas nessa fase: umas de nu-
cleos arredondados grandes e claros, com a cromatina acolada a carioteca, medindo ao
redor de 7 um de didgmetro, e outras de nucleos ovbides medindo 3,5 a 4 um. Os primei-
ros estdo espalhados no interior e pertencem as células goniais enquanto que os outros
ficam logo abaixo da tinica externa ou entre as células goniais e representam as células
somdticas da gonada (Fig. 3).

Em larvas no 39 instar (L, ) pesando ao redor de S0mg, as gonadas sdo um pouco
maiores que suas correspondentes L, pesando 30mg. Nessa fase além dos dois tipos celu-
lares j4 descritos aparecem outros nucleos achatados que denominamos oblongos. Em
algumas larvas, a gonada torna-se ligeiramente ovoide e mostra uma tentativa de separagao
em duas zonas, uma distal (aproximadamente um ter¢o da regido apical) e outra proximal.
Os nucleos arredondados permanecem na zona proximal, os oblongos se ajeitam na perife-
ria e no limite entre as duas zonas e os ovoides aparecem nas duas zonas (Fig. 4).

As L; pesando entre 100 e 200mg, ainda possuem corpo alongado e a cuticula
clara. O corpo gorduroso é formado por células claras e transparentes medindo cerca de
200 um. Nelas, a gdonada aparece como um ponto impossivel de ser dissecada. Ao corte
algumas apresentam forma ovoide medindo de 75x 50 um envoltas pela tinica acelular
com cerca de 3 um de espessura. Os trés tipos de nucleos permanecem, sendo 0s maiores
ou goniais arredondados com mais ou menos 7 um de didmetro e espalhados por toda a
gonada, os oblongos revestem internamente a gonada e os ovdides misturam-se com as

células goniais (Fig. 5).

Em espécimes pesando entre 250 e 300mg, enquanto cada célula de tecido gor-
duroso mede cerca de 300 um a gonada é uma pequena esfera, medindo ao redor de

100 um de didmetro (Fig. 6).

Nas larvas pesando entre 350 a 400mg, enquanto o corpo gorduroso continua
praticamente inalterado, a gonada cresce, medindo cerca de 200 um, permanecendo sem-
pre presa ao anel que envolve a traquéia e sobre as células do corpo gorduroso (Fig. 7).
Ao corte observa-se que ela é revestida pela tinica acelular sob a qual existe uma camada
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Fig. | — Corte longitudinal em larva de 29 instar pesando 30mg;
a seta indica uma das gonadas ¢ sua relagao com as demais estru-
turas da larva. Fig. 2 — Pormenor da Fig. 1. Fig. 3 — Corte pas-
sando pelo centro da gonada de uma Jarva em 29 instar pesando
30mg. Fig. 4 — Corte passando pelo centro da gonada de uma
larva em 39 instar pesando ao redor de 50mg. Fig. 5 - Corte
passando pelo centro da gonada de uma larva em 39 instar pesan-
do ao redor de 200meg.
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Fig. 6 - Esquema mostrando a localizagdo e tamanho das gonadas (scetas) em larva no 39 instar
pesando entre 250 a 300mg. Fig. 7 - Esquema mostrando a localizagio e tamunho das gonadas
(setas) em larva no 39 instar pesando entre 350 ¢ 400mg.



de nucleos oblongos e condensados, dando a impressio de formar um epitélio pavimen-
toso; internamente misturam-se nucleos grandes arredondados (goniais) e ovoides (som4-

ticos) (Fig. 8).

Larvas pesando entre 400 e 500mg tém corpo ovéide e a cuticula bem amarelada.
O corpo gorduroso é bem desenvolvido ndo havendo, entretanto, altera¢cio do tamanho
de cada célula. As gonadas chegam a medir de 200 a 250 #m e apresentamn nitidas diferen-
¢as anatomicas. Algumas mantém a forma arredondada ou levemente ovéide sem qualquer
outra caracteristica, enquanto que outras apresentam uma espécie de sulco no tergo api-
cal, o qual pode ser melhor notado quando se utiliza o corante vital durante a dissecc¢io
(Fig. 9). Os cortes passando pela por¢ao mediana mostram que o sulco esbo¢ado anatomi-
camente ¢ formado histologicamente por células oblongas que se arranjam obliquamente
ao €iXxo maior da gonada dividindo-a em duas zonas: uma apical compreendendo um tergo
do total da gonada e outra basal. Na zona apical, junto a delicada ttinica que envolve a
gonada, encontra-se vaciyolos e nucleos em picnose, além de secrecio acidofila entre as
células. As duas zonas separadas pelo sulco possuem células de nicleos ovdides e arredon-
dados sendo que na zona basal alguns nicleos apresentam degeneracio (Fig. 10).

Em larvas com peso de 500mg, tidas j4 como maduras, encontramos definitiva-
mente os dois tipos de gdbnadas. Umas de forma ligeiramente ovdide, de cor branca, homo-
génea, ¢ medindo cerca de 350 um de eixo maior por 300 um de eixo menor: elas se
desenvolverao em testiculos (Fig. 11). Outras s3o ligeiramente maiores de forma elips6ide
medindo ao redor de 500 um de eixo maior por 300 #£m de eixo menor e apresentando
em seu tergo superior um sulco que separa a gonada em duas zonas distintas: elas se desen-
volverio em ovirios (Fig. 12).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

As primeiras fases do desenvolvimento pds-embriondrio das gonadas dos insetos
tém sido relativamente pouco estudadas. A maioria dos trabalhos se refere ao desenvolvi-
mento durante a fase de pupa (Bodenstein, 1950; Guynot & Naville, 1933; Duveau-Hagege,
Lender & Sauzin, 1963; King, Robinson & Smith, 1956; Perje, 1948; Ramade, 1962 apud
Leloup, 1974; King, 1970 e muitos outros). Com referéncia aos Diptera em particular tal-
vez seja o trabalho de Aboim (1945), com Drosophila melanogaster, o primeiro a esque-
matizar a evolugdo histologica das gonadas desde as primeiras fases. Nada existe na litera-
tura com referéncia a D. hominis, provavelmente devido as dificuldades que se tem para
estudd-la.

Compararemos nossos resultados com alguns da literatura. Escolhemos para tan-
to as descrigdes de outras quatro espécies de Diptera: a Hipoderma bovis e a Hipoderma
lineatum,; a Calliphora erythrocephala ¢ a Drosophila melanogaster. As duas primeiras
por s¢ tratar também de um parasita do gado; a C. erythrocephala que tem sido objeto
de muito estudo e a D. melanogaster por ser provavelmente o diptero mais estudado no
laboratdrio, sob todos os aspectos, principalmente no que diz respeito as gonadas.

Em nenhuma das trés primeiras espécies foi diferenciado o sexo em L, seja do
ponto de vista anatomico, seja histologico, embora Leloup (1974) adiantasse que em
Calliphora as gonadas que estavam “‘dentro” do corpo gorduroso se desenvolviam como
testiculos enquanto outras que apareciam “‘sobre” as células do corpo gorduroso se desen-
volviam como ovirios. As referéncias sobre Drosophila sao diferentes, e Cooper (1950)
demonstra que pode-se facilmente distinguir os sexos em larvas recém-nascidas observadas
intactas e vivas sob lupa. Segundo o mesmo, pode-se ver por transparéncia da cuticula o
par de gonadas no ter¢o posterior da cavidade larval; o testiculo é duas vezes maior que
0 ovirio, mais transparente ¢ de forma mais ovéide.

O mais minucioso exame externo da larva da Dermatobia em todas as suas fases
ndo permitiu que definissemos 0s respectivos seXxos.

Histologicamente Aboim (1945) diferencia as gdbnadas de Drosophila em L, afir-
mando que o testiculo € inteiramente envolvido por um delicado envelope ou tunica
externa que exibe alguns nucleos achatados e que continua entre as células adiposas; no
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Fig. 8 — Corte longitudinal passando pelo primeiro tergo da gonada de larva no 30 instar pesando entre

350 a 400mg. Fig. 9 — Esquema mostrando a localizagao ¢ tamanho das gonadas (setas) em larva no

30 instar pesando entre 400 ¢ 500mg. Fig. 10 — Corte longitudinal passando pelo centro da gonada
referida na Fig. 9.
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pblo posterior da gonada essa tunica forma uma espécie de cordao que penetra O COTpo
gorduroso. Descreve ainda quatro tipos celulares, as apicais formando pequeno conjunto
na por¢ao distal do testiculo, as espermatogonias logo abaixo das aptcais, em seguida os
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Fig. 11 - Esquema mostrando a localizagace ¢ tamanho dos testiculos em larva no 39 instar pesando
entre 500 ¢ 550mg. IFig. 12 — Esquema mostrando a localizagao e tamanho dos ovarios em larva no
39 instar pesando entre 500 e 550mg.

espermatdécitos arranjados mais ou menos em cistos € finalmente as células da calota, tam-
bém formando pcqueno conjunto na porcao basal da gonada. Para os ovdrios descreve
dois tipos de células, as goniais, grandes, irregularmente esféricas ou poliédricas, espalha-
das por toda a gonada e as somdticas, bem menores, que se dispoem na periferia da gonada
e entre as células germinativas, dividindo-as em grupos celulares.

Boulard (1967) descreve trés tipos celulares nas gonadas de L, de Hipoderma:
as goniais, grandes de nucleos arredondados e dois tipos somaiticos, denominadas ovoéides
¢ oblongas; estas tltimas se arranjam sob uma bainha externa que envolve a gonada en-
quanto que as outras duas se misturam em seu interior. Nossas observagées em Dermato-
bia sa0 mais concordantes com as de Leloup (1974) para Calliphora onde o mesmo des-
creve nessa fase apenas dois tipos celulares: as germinativas, de niicleos grandes arredon-
dados e as somdticas de nicleos ovéides que se misturam sob uma tinica externa. Do pélo
basal da gonada, se prolonga o interior do corpo do animal um corddo celular sélido, cha-
mado de “cordao genital” por Leloup (1974) e de “ligamento superior” por Boulard
(1967).

Enquanto ainda nao distinguimos os sexos em larvas de Dermatobia durante
todo o 29 instar, Leloup (1974) e Boulard (1967) o fazem em seus respectivos objetos de
estudo. Assim, o primeiro descreve que as gonadas das L, jovens (com cerca de 4 mg) dife-
rem das L, em Calliphora pelo tamanho, que aumenta cerca de cinco vezes, ¢ por um
notdvel arranjo dos dois tipos celulares, quando as somdticas tendem a formar um amon-
toado em um dos pdélos da gonada. Ao final dessa fase, em larvas com 10mg, as gonadas
que permanecem sobre o tecido gorduroso tomam o esbo¢o de um ovario com forma glo-
buiosa enquanto que as que permanecem no interior do mesmo tornam-se piriformes es-
bogando os testiculos.

Em Hipoderma, segundo Boulard (1967), a organogénese das gonadas se inicia
em L,, embora ainda no principio desta fase nao se consiga distinguir os sexos histologi-
camente. Isso torna-se possivel a partir da metade desse periodo quando se nota a evolu-
¢do precoce do testiculo com o acimulo das células somdticas ovoides nos dois pélos,
basal e apical, e as oblongas revestindo internamente a gonada e separando as células api-
cais das demais. Ao final do 29 instar o testiculo j4 é caracterizado por apresentar trés
zonas denominadas apical, subapical e basal. As células somdticas oblongas permanecem
sob a bainha externa do testiculo e contribuem para formar a bainha interna do mesmo;

também constituem um extrato celular fino que isola na por¢ao apical as células ovoides.
Estas por seu turno estardo localizadas na porcao acima referida e receberdo o nome de

células apicais e se vacuolizardo mostrando nos vactiolos secrecio PAS™. Na zona subapi-
cal ou central, essas células se misturam com as goniais e recebem o nome de células inters-
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ticiais e tornam-se distintas das primeiras. A medida que o estdgio progride essas células
se acolam a uma célula gonial tomando o aspecto de uma célula cistica. As células soma-
ticas que se acumulam na porgdo basal da gonada dardo origem as células do espermio-
duto. Em L, o ovirio da Hipoderma mantém o estado indiferenciado mais tempo que o
testiculo.

Nesse periodo de L,, segundo Aboim (1945), as gonadas da Drosophila conti-
nuam com as caracteristicas de L, apenas aumentando de tamanho. Em L; as células do
ovirio se arranjam de maneira a dividir a gonada em duas regiées, uma constituindo o ter-
co apical com células pequenas somdticas e outra ocupando o resto do ovirio onde ficam
as células goniais.

O 39 instar é sem davida o decisivo para a caracterizag¢ao dos sexos em Dermato-
bia, para a caracterizacdo do ovirio de Hipoderma e Drosophila e total nitidez dos dois
sexos de Calliphora.

Conforme mostram nossos resultados, as gonadas durante o 39 instar em Derma-
tobia crescem de 50 um para SO0 um. Esse crescimento é também acompanhado de
modificacdes externas conforme referido nos resultados. Aquela que vai se desenvolver
em ovirio apresenta um sulco que € obliquo ao eixo dntero-posterior da gonada separan-
do-a em um terco apical e dois tergos proximais. A que vai desenvolver em testiculo mos-
tra-se arredondada ou levemente ovéide sem sulcos externos ao fim do periodo larval.

Essa organogénese € gradual e pode ser seguida 3 medida que as larvas aumentam
seu peso. J4 nas menores larvas desse periodo foi possivel distinguir nas gonadas trés tipos
de células: as de nucleos redondos, grandes e claros, com a cromatina junto a membrana
nuclear que sdo as gonias e as com nucleos ovéides € oblongos que sao as somdticas. Em
algumas gonadas tais nuicleos se arranjavam de maneira a iniciar uma separagao da mesma
em duas zonas (Fig. 4). Como algumas gonadas mostram a separacdo e outras nao, supo-
mos que esta separa¢io seja o inicio de diferencia¢ao do ovérno.

Com mais precisio a diferencia¢do se caracteriza nas L3 acima de 350mg. Os
ovarios da Dermatobia nesta fase sao comparados aos de Hipoderma quando ainda estdo
no inicio de L; mas perfeitamente correlacionadas em aspecto e grau de desenvolvimento

s gonadas da Calliphora.

Em Dermatobia a diferenciacdo do testiculo ndo é precoce em relago a diferen-
ciagdo do ovério como acontece em Hipoderma. Ao contrdrio, além de crescer menos n2o
h4 ainda um arranjo interno celular dentro do mesmo.

Podemos concluir que a caracteriza¢cdo morfologica das gonadas pode ser feita
ap6s disseccdo apenas no 39 instar e com seguranga naquelas com peso Superior a 400 mg.

SUMMARY

Morphological development of the gonads during the three larval instars of
Dermatobia hominis is described. It was impossible to individualize the gonads on the
first (L;) and second (L,) instars, by dissection under stereoscopic microscope. They
appear in whole sections, as a small cellular cluster surrounded by a tunica, not exceeding
30 um in diameter in L, and 60 um in L,. Histologically they show two types of cells,
one with large round nuclei and other with small ovoid ones; these latter are located
under the tunica and among the former. In the third instar the larvae grow considerably
and gain weight from 50 to 900 mg. In larva weighting between 100 to 200mg, under the
stereoscope the gonads appear as a small dot; in larvae weighting between 250 to 350mg
they appear as two transparent spheres of approximately 100 um of diameter. The anato-
mical distinction between testicle and ovary is only possible in larvae weighting 400 mg or
m(ﬁre. This anatomical distinction is followed by rearrangements of the different types of
cells.
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