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Estudo da accdo dum gene pleiotropo
na «Ephestia kihniella» Zeller

INTRODUGCAO

A Genética, parte da Biologia que estuda os fen6menos e o0s
problemas relativos & hereditariedade e procura determinar as
snas leis, deve o sen notdvel incremento nas ultimas trés décadas
a redescoberta das leis de MeNDEL por T'scuErMAK, CORRENS, € DE
Vries, independentemente uns dos outros, em 1900, desasseis
anos depois da morte do grande investigador. Néste periodo,
relativamente curto, a Ciéneia da Hereditariedade Mendeliana
conseguiu langar laz explicando convenientemente o0s casos
mais complexos e até entdo inexpliciveis de fendmenos here-
ditdrios.

O sistema de sucessivas hip6teses de trabalho, que as leis se
sucederam e que factos ganhos pela experiéncia vinham demons-
trar, foi ponco a pouco formando ésse vasto edificio que & hoje
o da Ciéncia da Hereditariedade Mendeliana.

A introdugio da experiéneia neste campo da Biologia foi,
aliada & estreita colaboragio com os dominios visinhos, como
por exemplo a Citologia, uma das causas, talvez a principal, do
tdo rapido avanco dessa ciéncia.

Das plantas, nas quais as primeiras observacdes experimen-
tais se efectuaram, passou-se ao estudo dos fenémenos heredi-
tdrios nos animais; e a introdugéo nos laboratérios, por MoRGAN,
da pequena mosca do vinagre, Drosophila melanogaster, o objecto
ideal para investigagdes genéticas, veio marcar uma data na his-
toria da Ciéncia da Hereditariedade.



As modernas teorias da estratura do material hereditdrio siio
teorias corpusculares. Segando estas teorias o material here-
ditdrio estd dividido num certo ntimero de unidades anténomas,
que n6s chamamos genes. Ainda segundo essas teorias e demons-
trado por investigagdes citologicas e genéticas, se admite que os
genes se encontram localizados nos cromosomas e néles se dis-
pdem em série linear. Os actuais conhecimentos sobre o modo de
transmissdo dos genes e suas leis sio no presente hastante consi-
deriveis. Os genes silo, de facto, realidades e niiv concepgdes
hipotéticas como o eram as antigas concepgdes da estrutara do
material hereditirio e das suas unidades, tais por exemplo as
gémulas de Darwin, os determinantes e biéforos de WEissman
e as pangenes de DE VRIES.

Se percorrermos no entanto toda a vasta bibliografia genética
e procurarmos obter dados sobre o modo de ac¢lio dos genes,
notaremos que &ste lado da questiio, o da conexio entre os genes
e o8 caracteres por éles determinados, poucas vezes foi abordado
e algumas vezes apenas acessdriamente. Poucos anos antes da
sua morte escrevia Boveri: « Uber die Vererbung selbst aber, d.
h., iber die Frage, wie die in der Zygote gegeben Konstellation zu
jenem Erbeffekt hinfikrt, mit dem der Vererbungsforscher arbeitet,
daritber erfahren wir nichts; denn darilber wissen wir eben, irotz
aller exakten Vererbungslehre, so gut wie nickts». Hoje, volvidos
alguns anos, os nossos conhecimentos nidv foram ainda muito
mais longe.

As onidades que compunham o material hereditdrio nas teo-
rias do perfodo pre-mendeliano, a que acima nos referimos,
eram geralmente consideradas como representantes ou gérmenes
de orgios definitivos ou de partes désses orgéos ou apenas de
células ou partes das mesmas. Kstas ideias foram, a principio
transmitidas & concepcio dos genes que eram também, por
alguns, considerados como sendo gérmenes de orgios ou partes
de orghos.

A descoberta de caracteres poligéneos, especialmente do fen6-
meno da polimeria (NiLssoN-EHLE), tornou necessério reconhecer
que a maior parte dos caracteres nfio sio determinados por um
Ginico gene, mas por algans ou muitos genes. Conhecem-se por
outro lado genes que actnam em caracteres de diferentes partes
do corpo, sem relagio funcional dumas com as outras. Tais
genes foram denominados pleiotropos por PLATE, denominacdo



esta usada especialmente por autores russos, alemies e escan-
dinavos. Os autores americanas designam-nos também por genes
politopos ou polifenos. :

Segundo algans autores o pleiotropismo dos genes niio é um
caso particalar, mas antes uma regra geral. Para tais antores
(MoreAN, JoaANNSEN) 0 desenvolvimento de uma parte do corpo,
de um orgio, ndo depende de um certo nimero de genes, mas
sim de todos os genes do organismo, do seu genotipo, que actua
como um todo.

Podemos agora definir unidade hereditiria ou gene, como
sendo a causa contida na célula sexual, que produz pela sua
presenca o aparecimento de um ou mais caracteres num orga-
nismo e 6 transmitida hereditdriamente como um todo indissolivel
e anténomo.

Os genes siio, para JOHANNSEN, «zundchst Rechnungseinheiten
Ausdriicke von Realititen unbekannter Natur, aber mit bekannten
Wirkungen». E, dada a impossibilidade d¢ estudo directo dos

_genes por métodos fisicos ou quimicos, o seu estudo poderd
fazer-se indirectamente pelo estudo dos seus efeitos e do seu
modo de accgéo.

DoBzuansky (1924, 1927), investigou os caracteres morfol6-
gicos duma série de mutantes da Drosophila, e achou que essas
mutacdes apresentavam também, além de oufras, diferengas bem
caracterizadas no aparelho sexual. Concluin assim que todos os
genes por &le investigados eram pleiotropos. I foi o primeiro
a indicar a possibilidade e a utilidade da aplicagio dos genes
pleiotropos no estado do mecanismo da ac¢iio dos genes, pelo
estudo das relagdes entre as diferentes manifestagdes fenotipicas
que um mesmo gene determina.

PrunkerT (1926), chegon tambem a uma imagem da accdo dos
genes, pela accgiio de factores genéticos e externos, sobre o graun
de manifestagiio fenotfpica dos caracteres determinados por am
mesmo gene.

GorpscamioT (1927), expde na sua «Physiologische Theorie
der Vererbung» uma hip6tese, de caracter geral, sdbre a acgéo
dos genes. Segundo GonpscHMIDT, a acglio dum gene pode estu-
dar-se por métodos genéticos associados 4 embriologia, pela
andlise do fenémeno da chamada domindncia, ou pela andlise da
determinagio do sexo., Em ambos os casos hd como ponto de

-w
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partida, duas espécies de genes e a possibilidade de alternativa
da acgdio duma ou doutra no desenvolvimento.

(GoLDSCHMIDT apoia-se principalmente em numerosas experién-
cias suas sObre a determinacgiio do sexo na Lymaniria e nas expe-
riéneias de BripGES e outros, na Drosophila, para chegar & sua
concepelio geral da natureza e do mecanismo da acgiio dos genes.
Emite a hipotese de que os genes siio da natureza de catalisado-
res e especialmente de autocatalisadores, e que os produtos das
reaccdes por 6les catalisadas sfio andlogas as substincias forma-
tivas que constituem o grapo conhecido pelo nome de kormonas.

Diz, em conclusiio, «dass (zuniichst die Geschlechtsgene) Auto-
katalysatoren sind, die mit einer ihrer Quantitiit proportionalen
Geschwindigkeit eine Reaktion, resp. eine Reaktionskette kata-
lysieren ; die Endprodukte der Reaktionskette sind die spezifis-
chen Hormone der geschlechtlichen Determinierung. Dieser Satz
soll dann entsprechend abgedndert fir samtliche Gene verallgemei-
nert werden, »

STURTEVANT (1920 e 1927), observou no estudo de alguns ginan-
dros e mosaicos da Drosophila a existéncia de uma accfio entre
diferentes partes do corpo ou entre tecidos dum mesmo orgio
de constitui¢iio genética diferente. Nos ginandros de STURTEVANT
os olhos tinham a constituicio genética seguinte: aum, o gene
«vermilion», @ o outro, o alelo dominante normal. Em tais ginan-
dros pode o 0lho que contém o gene «vermilion» nio tomar a
cor correspondente devido & presenca do seu alelo no outro.
Analogamente, nos olhos dos mosaicos, a manifestagio do cara-
cter ebar» 6é influenciada pela presenca de tecidos que contém o
alelo normal de «bar».

Mas é DopzuaNsKY (1931) quem nos d4 uma andlise mais
detalhada e com ideias mais concretas sdobre a accio entre
as partes masculinas o femininas de ginandros da Drosophila
stmulans. Tais ginandros tinham a seguinte constituigdo: as
partes masculinas continham os genes «¢yellow» (cor do corpo:
amarela) e «white» (olhos brancos em vez de vermelhos; testi-
culos e vasos deferentes incolores em vez de amarelos). As partes
femininas eram do tipo selvagem (alelomorfo dominante de aw»
e «ys). Nos ginandros eram incolores os testicalos e os vasos
deferentes durante os primeiros dias de imago. Com a idade
tomavam entdio a coloragio amarela que aparecia primeiro nos
individuos de olhos vermelhos do que nos de olhos brancos.
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Qnando um vaso deferente se encontrava em contacto com um
ovirio, tomava entio a colora¢io mais cedo do que nos indivi-
duos que 86 possufam testicalos ou nos quais o vaso deferente
se encontrava afastado do ovdrio. Do mesmo modo se compor-
tava um testiculo em contacto com um ovidueto. IDoBzZHANSKY,
atribui o aparecimento do pigmento nos testiculos e vasos defe-
rentes dos ginandros & influéneia dos tecidos femininos do tipo
selvagem contendo o alelo dominante de « white».

A. Waiting (1934), estudou também na véspa parasita Habro-
bracon juglandis o comportamento da cor dos olhos de alguns
mutantes, em mosaicos genéticos, observando factos semelhantes
aos observados por STURTEVANT na Drosophila. Em olhos mosai-
cos de «wild-type» e «ivory» nio hd uma linha nitida de sepa-
raciio dos dois tecidos genéticamente diferentes, mas sim uma
transicido de pretv para «iworys. Nos mosaicos com uma regido
dum olho «wild-type> e a outra wwhite» ou «cantaloup», 6, pelo
contrdario, bem nitida a linha de separagiio que segue exacta-
mente o bordo das facetas. Néste caso parece niio haver qual-
quer acciio de «wild» sObre «white» e «cantaloup» que se
comportam como auaténomos.

‘WaiTiNGg descreve ainda um outro tipo de interacgio afectando
a cor dos olhos, ainda que os olhos em si ndo sejam mosaicos, @
que ocorre quando as gonadas de um macho ou uma fémea
cwild» heterozigbtica para «ivory», sio genéticamente «wild-type»
enquanto a cabega é genéticamente «ivory». Os olhos, sio em
tais individuos mais «orange» do que civoryn.

GreB (1934), faz a andlise de alguns caracteres genéticos de
mosaicos e ginandros ainda de Habrobracon juglandis e chega a
conclusdes concordantes com as de WHITING.

Caspart (1933), efectuon na Ephestia kiihniella, a tentativa
de estado da acciio dum gene pleiotropo que determina, além de
outrus caracteres, as cores dos olhos e dos testicalos. Caspamr
verificou uma correlacio positiva entre o grau de intensidade
de coloracio déstes orgdos. Ambos se modificavam, e no mesmo
sentido, pela acgdio de agentes externos e por selecgio. Os ani-
mais 4 possuem olhos pretos e testiculos pigmentados e a olhos
vermelhos e testiculos ndo ou muito fracamente pigmentados. O
gene normal A é dominante sobre a. As cores dos olhos e dos tes-
ticulos nfio se separam nos cruzameutos e Caspari considera-us
determinadas pelo mesmo gene. Efectuou depois transplantagdes
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de testiculos de animais @ a para animais 4 4 e observou que os
testiculos implantados se pigmentavam, niio havendo qualquer
influéneia sobre o organismo de A4 A. Testiculos de animais 4 A
implantados em aa, pigmentavam-se normalmente e produziam
modificagdes na intensidade de coloragio dos olhos dos animais aa.
Implantagdes de testiculos A A em animais 4 4 e de aa em aa,
como testemunhas, mostravam o factor A, como causa das modi-
ficagdes de pigmentacdes dos testiculos e olhos dus animais a a.
Caspan1 conclui afirmando que o gene A efectua a sua acglio por °
meio de substincias que lanca no liquido circulante.

Foi nosso intuito 20 iniciar éste trabalho, prosseguir as inves-
tigacbes de Casparr usando do mesmo objecto, a Ephestia liih-
niella e utilizando o método das operacdes, método corrente
na Fisiologia do desenvolvimento e pela primeira vez utilizado
no estudo da acciio de genes. De facto, os métodos exclusiva-
mente usados em tais estudos eram métodos genéticos associados
4 embriologia. A razio disso estd nas exiguas dimensdes da
Drosophila e doutros objectos usunais da Genética, ndo permitindo
o emprego dos métodos operatérios.

Escolhemos para o nosso estudo a mutagio «olhos verme-
lhos», gene @, que determina além da cor dos olhos outros carac-
teres, como veremos.

Efectuamos em primeiro logar transplantacdes de testiculos
entre larvas da mesma e diferentes idades, pertencendo umas &
raga «olhos vermelhos» e outras & raca «selvagem» contendo o
alelo 4 normal., Estendemos depois as transplantagdes aos ova-
rios e a outros tecidos. Assim tentimos esclarecer o mecanismo
pelo qual um dado gene, elemento do genotipo, realiza um deter-
minado caracter ou grupo de caracteres, elementos do fenotipo.

Ao Ex.™ Sr, Prof. Dr. Aurrep Kinn, Director do Instituto
de Zoologia da Universidade de Gdéttingen, somos devedores de
sinceros agradecimentos pela hospitalidade que nos dispensou e
pelo interesse com que seguiu e orientou os nossos trabalhos,
iniciados no seu Instituto.

Ao Ex.™ Sr. Prof. Dr. J. G. pE Barros £ Cunma, Director
do Musen e Laboratério de Zoologia, nos sentimos reconhecidos
e agradecemos todo o auxilio que nos prestou tornando possivel
a conclusio, em Coimbra, desta trabalho.

Ao Ex.™ Sr. Prof. Dr. Eustsio TAmAGNINI, agradecemos
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também o interesse demonstrado pelas nossas investigacdes e
o valioso auxilio da rica Biblioteca do Instituto de Antropologia.

Ao Ex.™ Sr. Dr. AnTEro FREDERICO DE SEABRA, Natura-
lista do Musen de Zoologia, pela amabilidade com que nos
facilitou algum material necessdrio, nos sentimos igualmente
reconhecidos.

E, finalmente, ao Ex,™ Sr. RogErio NoguEIRA DE CARVALHO,
Conservador do Museu de Zoologia, patenteamos também o nosso
reconhecimento pela cooperaciio e auxilio prestados.

Coimbra, Dezembro de 1934.



CAPITULO 1

Material e técnica

A traca da farinha, Ephestia kithniella ZELLER, tem-ge eviden-
ciado nos tltimos anos como um objecto proprio para investi-
gagdes de Genética e Fisiologia do desenvolvimento. Facilidade
de cultura, nimero suficientemente elevado de geracdes por ano,
grande nimero de individuos em cada geraciio e dimensdes sufi-
cientes que permitem a utilizagiio de métodos operatorios, tais séo
as razdes que justificam a sua escolha como objecto de trabalho
por KiuN e sua escola. Grande nimero de mutacdes sio hoje
conhecidas e descritas.

Do material que utilizimos, proveniente das culturas do Ins-
titnto de Zoologia de Gdéttingen, pertence a raca selvagem i
linha BK 14 e a raca de olhos vermelhos, & linha RoK 1v.
Seguimos com pequenas modificagbes a técnica de cultara de
KinN usada no sen Institato.

As culturas efectnam-se em tacas de vidro de 11¢™ de did-
metro e 4,0 de altara, cobertas por um simples disco de vidro.
Os animais que se querem utilizar para cultura recolhem-se cuida-
dosamente com uma pinga de pontas muito flexiveis, ou melhor,
com um pequeno tubo de vidro. Freqiientemente encontram-se
nas cultaras alguns animais em c6pula que de preferéncia se
podem utilizar na repicagem das culturas. As fémeas nilo fecun-
dadas reconhecem-se pela posicio de copulagio que freqiiente-
mente tomam, quer expontineamente, quer por ligeira agitacio.
Nessa posigiio, a extremidade do abdomen curva-se para a parte
superior e o ovideponente desenvagina-se. Uma tal fémea, iso-
lada, pode efectuar a postura de alguns ovos, mas, regra geral,
estes niio se desenvolvem. Podem, pois, considerar-se as fémeas
em posicio de copulagio, como nfio fecandadas. Mais seguro,
sempre que se pretendem efectuar cruzamentos, é isolar as pupas
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em pequenas tagas de vidro onde se colocam sobre um pouco de
papel de filtro.

A postura pode efectuar-se directamente sobre o alimento
préviamente colocado nas tacas de cultura ou entdo sdbre papel de
filtro ou uma fina camada de algoddo em rama que se coloca no
fundo das tagas. Sobre o papel de filtro ou o algoddo contendo
a postura se lanca depois o alimento.

O alimento que empregdmos foi exclusivamente farinha de
trigo, mofda grosseiramente.

Para combater a invasio das culturas pelo dcaro Tyroglyphus
farinae, que aparece por vezes nas cultaras antigas ou dema-
siado htmidas, e ataca as larvas e os insectos adultos, esterili-
savamos prdviamente o trigo por meio duma lavagem com alcool
a 70° e, depois de séco, por aquecimento a 60-70° na estufa,
durante 5 a 10 minutos. O trigo assim tratado era depois moido
num pequeno moinho de m#o, que freqiientemente era lavado
com alcool,

Outro perigo de infecgiio das culturas que assim se atenua,
¢ a produzida por uma Gregarina, espécie nfio determinada, que
provoca uma doenca das larvas. As larvas atacadas apresen-
tam-se de cor avermelhada e mais escura que a normal e mor-
rem em grande niimero. No intestino de tais larvas encontram-se,
em abundancia, gregarinas adaltas e na hemolinfa numerosos
@8pOros.

As calturas eram mantidas em estufas & temperatura de 25°.
Em Géottingen servimo-nos duma estufa SARTORIUS com aqueci-
mento de gas e regulagiio antomatica, e em Coimbra duma estafa
ALTMANN com aquecimento de petréleo, regulada por tentativas,
sob vigilancia freqiiente, de modo que em qualquer delas as varia-
¢des de temperatura ndo eram superiores a 1° para mais ou para
menos e a temperatura podia considerar-se conmstante de 25°.
Nas culturas mantidas a esta temperatura nota-se, por vezes, uma
demasiada secura do alimento que as larvas entiio rejeitam. Para
a evitar coloca-se na estufa um copo contendo dgna. A humi-
dade demasiada do alimento favorece o aparecimento dos dcaros
e de holores.

Em qualquer dos casos faz-se a mudanca das larvas para
novo alimento.

A velocidade de desenvolvimento da Ephestia 6 em alto grau
dependente das condigdes externas e também de factores inter-
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nos. A raca selvagem tem & temperataora de 18° uma duracio
do desenvolvimento qudsi dupla da de 25°. O desenvolvimento
desde a postura do 6vo até & eclosio do insecto perfeito, efectua-se
a 18° em 129 dias e a 25° em 67 dias, em média, supondo é claro,
em ambos o8 casos, condi¢des andlogas de alimentaciio, natureza
6 humidade do alimento e densidade dos animais nos vasos de
caltura. A raca de olhos vermelhos tem uma velocidade de
desenvolvimento inferior, em alguns dias, & da raga selvagem.

O namero de estados larvares 6 D ou 6 a 18° e qudsi exclu-
givamente 6 a 25°.



CAPITULO II

As racas «selvagem» e «olhos vermelhos»

Os genes 4 e a determinam além da cor dos olhos, outros
caracteres: cor dos testicnlos, cOr das larvas, velocidade do
desenvolvimento e vitalidade.

Nas racas «selvagem» os testiculos apresentam-se pigmen-
tados como acontece em muitos lepidépteros. A cor dos testi-
culos da Ephestia 6 vermelha escura ou vermelha violacea. As
cores, quer dos testicalos, quer dos olhos, foram rigorosa-
mente determinadas por comparaciio com as tabelas de cores
de OsTwaALD.

As tabelas de cores de OsTwaLp, compdem-se de 24 tabelas
triangulares (Fig. 1) cuja base apresenta uma série de cinzentos
que estabelecem a transicdo entre o vértice aa, branco, e o vér-
tice pp, preto. O vértice pa é ocupado por uma cdr padrio.
A linha pa-aa, i esquerda, contém as cores claras, misturas da
cOr e branco, e pa-pp, i direita, as escuras, misturas da cOr
e preto. Todos os outros eampos sio ocupados por cores resul-
tantes da mistura das trés: cor padrio, preto e branco. O niimero
da tabela que exprime a cor padrido o duas letras que exprimem,
como coordenadas, a posiciio da cor procurada no tridngulo, e
assim a sua riqueza em preto ou branco, sfio os elementos que
servem para bem definir qualquer cor das tabelas.

Todos os campos situados na mesma horizontal, por ex.:
ga-pi possuem a mesma quantidade de cor padrio, unicamente
variam nas quantidades de preto e branco. As cdres situadas
na mesma vertical, por ex.: na-g g, possuem a mesma mistara
de preto e branco e portanto o mesmo grau de intensidade de
coloragio. Tais verticais de igual intensidade vio numeradas de
1 a 15, sendo 1, branco e 15, preto puro.

A pigmentagio dos testiculos ndo é uniforme. O pigmento
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distriboi-se & superficie dos foliculos em pequenos grupos e é
mais abundante nas linhas de contacto e paredes de separacfio
dos foliculos, desenhando-se assim uma série de linhas mais for-
temente pigmentadas que convergem num ponto. A determina-
¢llo da cor fazia-se focando com o binocular pouco nitidamente o

1234567 8§ 9100121341

Fig. 1 — Tabela de cores segundo OsrwaLp.

testiculo extrafdo da imago e contido em so0ro fisiologico. Deste
modo a cOr aparecia-nos quasi uniforme. As coOres dos testiculos
da raga «selvagem» que empregdmos (linha BK 14) eram na
sua maioria compreendidas nas tabelas 6 e 7 e um menor niimero
na tabela 8 (6, 3.° alaranjado; 7, 1.° vermelho; 8, 2.° vermelho;
segundo OsTwALD).

Os testiculos dos animais da raga «olhos vermelhos» com que
trabalhdmos (linha RoK 1v), apresentavam-se, quando prove-
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nientes de culturas a 25°, qudsi na totalidade desprovidos de
pigmento. Tinham uma c¢6r amarelada compreendida na tabela 2
(2.° amarelo de OsTwALD) e nos campos mais claros. Em casos
raros, apareciam as linhas de separagio dos foliculos com algum
pigmento avermelhado e um pouco mais claro que o das racas
agelvagens».

Em animais provenientes de culturas mantidas a 18° os tes-
ticulos sdo algo mais pigmentados, sendo no entanto muito mais
claros que os das ragas «selvagens». Repartindo por sete clas-
ses de pigmentacio os testiculos de ambas as racas, os de
BK 14 pertencem as classes 6 e 7 e o8 de Ro K 1v is classes
de 1 a 5. Os animais da raca BK 14 possuem, pois, testiculos
muito mais pigmentados que os da raca Ro K 1v. Porém, a cor
dos olhos das racas colhos vermelhos» varia dentro de limites
bastante largos, desde amarelo claro até castanho escuro (Kinn
e Henke, 1932), variabilidade que resulta em parte de factores
hereditirios, parte das condi¢des de cultura.

Caspanr estndou as relagdes da pigmentacgiio dos olhos e dos
testiculos em diferentes racas de «olhos vermelhos» a diferentes
temperaturas e chegou a nma correlacio positiva, de coeficiente
elevado (r=0,60 4- 0,03). A andlise de CaspARI mostrou que a
cor dos olhos e a cor dos testiculos variam no mesmo sentido pela
accio da temperatura; a 18° eram, tanto os olhos como os
testiculos, mais pigmentados do que a 25°. Dentro de cada raca
hd uma correlagio nitida entre o grau de pigmentagio dos olhos
e dos testicnlos. Os dois caracteres variam no mesmo sentido pela
acclio de agentes externos e por selecgio.

Nos animais da linha RoK 1v que utilisei e provenientes excla-
sivamente de cnlturas a 25°, os olhos distribuiam-se pelas tabelas 4
e D (1.° e 2.° alaranjado), raras vezes pelos campos mais claros
da tabela 6 (3.° alaranjado, segundo OstwaLp). Os testiculos
apresentavam-se a essa temperatura qudsi sempre desprovidos de
pigmentagio, de modo que a currelagiio era impossivel de esta-
belecer.

Outro caracter influenciado pelos genes 4 e a é a cor das
larvas. As larvas da raca BK 14, como as das outras racas
selvagens, possuem uma coloracio ré6sea, ou cOr de carne em
todos os estados larvares ; tomam unicamente no fim do 6.° o
iltimo estado larvar, préximo do estado de pupa, uma coloraciio
branca amarelada, por vezes amarelo de céra. As larvas da
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raca RoK1v como as de outras racas de olhos vermelhos, pos-
gsuem em todos os estados larvares uma cor branca amarelada,
por vezes com tons esverdeados. Na Est. 1 fig. 2, vio representa-
das duas larvas, uma de cada raga, no taltimo periodo larvar. Os
testiculos da larva 4 A da raca BK 14, ji entlio pigmentados,
reconhecem-ge por transparéncia no D.° segmento abdominal.
Nas larvas aa nio é possivel a observagio dos testiculos, intei-
ramente despigmentados. Nio &, pois, possivel, ao contrério
do que acontece nas larvas 4 A a distingdo imediata dos sexos.
A coloragio das larvas é devida & coloragio da quitina por um
pigmento avermelhado, que falta nas larvas aa. No fim do dltimo
estado larvar, proximo da metamorfose em pupa, as larvas 4 4
perdem a sua coloracio e tomam ama coloragio branca amarelada,
sendo entdo impossivel a distingio entre os dois tipos de larvas.

Segundo Kian e Henke (1930, 1932) o gene a, em estado
homozigotico, ocasiona também uma menor vitalidade e uma dimi-
nuicido da velocidade do desenvolvimento.

Vejamos como se comportam @stes caracteres nos cruza-
mentos das duas ragas.

Segundo Kian e Henke (1930, 1932), o caracter «olhos
pretos» determinado pelo gene A & dominante sdbre o caracter
«olhos vermelhos». Os individuos Aa de F apresentam, pois,
todos o caracter «olhos pretos». Os testiculos de 4 a séio tam-
bém intensamente pigmentados como os de 4 4. A «pigmen-
taciio intensa» dos testiculos é portanto dominante sébre «nio
pigmentagio» ou «pigmentaciio fraca». A cor das larvas da é
também a cor avermelhada das larvas 4.4. A cor das larvas das
racas «olhos pretos» é, pois, também dominante sobre a cor das
larvas das racas de colhos vermelhoso».

Em Fs, obtem-se uma disjuncdo monohibrida. Os caracteres
cor dos olhos, cor dos testiculos e cor das larvas, néio se sepa-
ram em F5 nem em nenhuma das geragdes seguintes, ou nos
cruzamentos com 0s progenitores.

Depois desta andlise, tudo leva a admitir que todos éstes
caracteres sejam determinados por um mesmo gene 4 ou a, um
gene pleiotropo. Possivelmente todos os caracteres determinados
por a apareceram simultineamente com a mutacio da cor dos
olhos. Com efeito, testiculos incolores e larvas eshranquicadas
encontram-se em todas as ragas de olhos vermelhos, provenien-
tes por selecgio dos mesmos animais ocasionalmente mutados.
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Na raga de olhos pretos (linha XI) na qual os mutantes apare-
ceram e que se manteve até hoje pura, existem testiculos pigmen-
tados e larvas avermelhadas.

Reforga esta hip6tese o facto de numa das minhas culturas,
-a 18°, de Ephestia elutella (traca do chocolate) ter aparecido um
matante & de olhos vermelhos muito claros (4 ne, das tabelas de
OstrwaLp). Tentei seguir esta nova mutacio, mas do eruzamento
désse macho com uma fémea selvagem nio ge obteve descendéncia.
A disseccio do mutante revelon a existéneia dum testiculo com-
pletamente destitaido de pigmento. A mutagdo da cor dos testi-
culos, foi, neste caso, necessdriamente simultinea, pois os outros
individuos da mesma cultura confirmaram a existéncia de testi-
culos normalmente pigmentados. Infelizmente a perda da descen-
déncia da nossa mutagio impedin a verificagio da simultaneidade
de mutacdo da cOr das larvas e dos caracteres fisiologicos, vita-
lidade e velocidade do desenvolvimento e se se tratava duma
mutaglo paralela & do gene a da Ephestia kikniella.

Do anteriormente exposto se conclui que o gene a homozi-
gotico se evidencia em diferentes estados do desenvolvimento.
A coOr das larvas é determinada ainda durante o desenvolvimento
embriondrio, pois no momento da eclosiio do Ovo, as larvas aa
apresentam ja a sua cdr caracteristica. A pigmentacgiio dos tes-
ticulos tem lugar no fim do 5.° ou principio do 6.° e ultimo
perfodo larvar e a pigmentacio dos olhos durante o estado de
pupa.



CAPITULO III
Transplantagéio de testiculos

a) Método

Transplantagdes de gonada de insectos foram primeiramente
efectuadas em Lepidopteros e depois em outros insectos, por MEi-
sENHEIMER, Koput e KLATT que, com fins diversos, as efectuaram
dum para outro sexo e entre espécies diferentes. A téenica por
nos seguida baseia-se na déstes autores.

As operacdes eram efectuadas com o auxilio dum microseco-
pio binocular. As larvas a operar foram narcotizadas pelo éter
puro para narcose. Oatros anestésicos também aconselhados
por alguns autores deram resultados inferiores aos do éter.
As larvas submetiam-se & accdo do éter durante 2 a 3 minu-
tos. Hste tempo era suficiente para, na maioria dos casos,
manter o animal completamente imével durante a rdapida opera-
¢lio. Como material ciriirgico, servimo-nos duma fina tesoura-
-pinga, segundo HARRISSON, pingas de pontas muito finas e agulhas
de disseccio.

Os testiculos a implantar eram extraidos das larvas por meio
doma incisdo dorsal na altara do 5.° segmento abdominal onde
estiio situadas as gonadas e isolados com a tesoura e pinga. Eram
depois conservados, aguardando a implantagcio, numa solugiio
isoténica com a composi¢io seguinte: Na Cl, 0,79/y; K Cl, 0,029y;
Ca Cl, 0,02%/y; e algumas gotas duma solucdo saturada de Na HCO3
por cada 100 c. c. de solugio.

A implantagdo era executada do modo seguinte: A larva a
operar colocava-se, depois de narcotizada, na platina do bino-
cular sobre uma placa de parafina. Efectuava-se entio com a
tesoura uma pequena incisio em V, no 4.° ou 5.° segmento
abdominal ; se da incisdo saia hemolinfa em quantidade, era esta
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absorvida com um fragmento de papel de filiro sustentado na
extremidade duma pinga. Para evitar o ferimento do cora-
clo e subsegiiente derramamento de hemolinfa, a incisdo efec-
tuava-se sempre fora da parte média. Com uma agulha era o
testiculo a implantar retirado da solugio isotbnica e cnidadosa-
mente introduzido pela incisio. Os hordos da ferida eram con-
venientemente unidos e, depois de absorvida a hemolinfa que
ocasionalmente se derramava durante a operagio, cobertos com
uma gota de col6dio. Depois de operadas colocavam-se as lar-
vas, isoladas, em pequenas tagas de vidro de 3 e¢m. de didmetro,
com alimento, e mantinham-se na estufa a 25°.

Os animais assim operados permaneciam algumas horas im6-
veis sob o efeito da narcose e logo que dela safam, em regra,
encasulavam-se. A mortalidade verificava-se em lurga escala
nos primeiros dias que se segniam & operagio. A perturbagio
ocasionada pela ferida durante as mudas e na passagem a pupa,
provocava também algumas vitimas. Por éste facto eram sem-
pre escolhidos para operar, de preferéncia, animais no princfpio
dos estados larvares. Da maioria das larvas que chegavam a
pupa, eclodiam insectos perfeitos. A mortalidade foi nas nossas
experiéncias bastante elevada. CAspARr obteve nas suas trans-
plantagdes 20°/y de insectos que eclodiram de larvas operadas.
Nas nossas transplantagdes de testiculos, de 620 larvas operadas,
obtivemos® 86 insectos o que nos d4 uma percentagem de 14°/.
As causas de tfio elevada mortalidade siio dificeis de determinar.
Infecgio da ferida poucas vezes se observava, e nos casos que
operiamos em condi¢des de relativa asepsia ndo se observou
menor mortalidade. Ferimentos internos de gravidade atingindo
o coragdo ou o intestino, eram evitados pelo nosso modo de operar.

As larvas entre as quais efectadimos as transplantacdes encon-
travam-se nos trds dltimos estados larvares. A maioria porém
pertencia aos dois Gltimos. Em estados anteriores ao 4.° sio
impossiveis de operar, dadas as suas exiguas dimensdes. Os
testiculos implantados eram também provenientes de larvas dos
mesmos trés Gltimos periodos.

Os testiculos da Ephestia, tém a meio do Gltimo periodo lar-
var o aspecto representado na Fig. 2a e 20. A larva possui
dois testicalos que se compdem de quatro foliculos, acidentalmente
de cinco. A pigmentaciio existe nfio s6 nas paredes externas
mas ainda nas paredes de separacido dos foliculos, onde primeiro
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aparece, sendo, em geral, mais abundante. A pigmentacio dos tes-
ticulos inicia-se no fim do quinto perfodo larvar ou prinefpio do
sexto e ultimo. Nas larvas Ro K 1v, de cultaras a 25°, raras
vezes aparecia pigmento e unicamente no final do tultimo estado
larvar. Por esta raziio e ainda pelo facto de que a 25° a cor
dos olhos 6 também mais clara, escolhemos para temperatura
de cultura 25°. Nos primeiros dias de pupa, os dois testiculos
larvares unem-se e os oito foliculos sofrem uma torsio dando
assim logar ao testiculo tnico do insecto adulto (Fig. 2¢).

Fic. 2 —a) Testiculo ndo pigmentado de uma larva aa no iltimo estado larvar.
b) Testiculo pigmentado de uma larva 4 4 ou Aa no inicio do ultimo
estado larvar. ¢) Testiculo de imago 4 4 ou Ada. ><40.

Assim, as transplantacles eram feitas antes que os genes 4
ou a produzissem as suas manifestacdes respeitantes as cores
dos olhos e dos testiculos.

As cores dos olhos dos insectos obtidos de larvas operadis
foram avaliadas por comparacgiio com as tabelas de OsTwALD e
sempre, quanto possivel, nas mesmas condi¢des de iluminagio.
Depois disso eram os animais dissecados numa solugiio de RINGER
sob a lapa binocular e o testiculo implantado e as gonadas do
insecto operado, cuidadosamente preparados; as cores dos testi-
culos, quer do implantado quer do hospedeiro, eram também
medidas com o auxilio das tabelas de cores.

MeisENEEIMER @ KoPES, e para a Ephestia Caspari, descre-
veram as conseqiiéncias das operacdes nos insectos ﬁrovenientes
de larvas operadas. Nas nossas observacdes chegdmos a resul-
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tados concordantes. Assim, nos insectos adultos, ainda que eclo-
dindo normalmente, eram sempre mais ou menos visveis os efeitos
das operagdbes. Algans tinham dificuldade em eclodir e era
necessdrio retird-los do casulo, com o aunxilio duma pinga de
pontas muito flexiveis. Possaiam com freqiiéncia anomalias nas
asas e no abdomen e eram, em regra, de menores dimensdes que
as borboletas nfio operadas. As gonadas apresentavam-se nor-
malmente desenvolvidas. O testiculo implantado era também de
menores dimensdes que um testfculo normal. Os caracteres da
pigmentagiio serdio descritos adiante detalhadamente. Em grande
namero de casos, os quatro foliculos eram bem visiveis e nalgans
nitidamente se notava a disposi¢dio em espiral das linhas de maior
pigmentaciio, indicando as paredes de separagio dos foliculos,
e mostrando que o testiculo sofreu a torsio quenormalmente exe-
cutaria conjuntamente com o outro testiculo larvar, para originar
o testfculo da borboleta adalta. No testicalo implantado repre-
sentado na Fig. 3 b, vé-se isso claramente. Em qudsi todos os
implantados se regenerava o cilice e por vezes, em certa exten-
sdo, o vaso deferente (Fig. 13 @). Algumas vezes os testiculos
implantados tinham dimensdes muito reduzidas, sem divida devi-
das ao facto de alguns dos foliculos feridos durante a operagio
se nio desenvolverem. Noutros casos, ndo foi encontrado
nenhum implantado. Todos os autores que se ocuparam de
transplantagdes de testiculos em insectos, observaram casos ana-
logos e admitem que o testiculo implantado tenha sido total-
mente resorvido pelo animal operado. Os testiculos implantados
eram algumas vezes encontrados crescidos conjuntamente com
as gonadas do insecto operado. Se tal acontecia nam individuo
masculino, os dois testiculos distinguiam-se pelas menores dimen-
sdes do implantado e pela pigmentagiio (Fig. 3 a).

b) TransplantagGes de testiculos entre larvas homozigéticas aa e 4 A.

Efectudmos quatro grupos de transplantacdes de testicalos
entre as larvas homozigéticas aa e 4 A: Testiculos de larvas
A A para larvas aa, testiculos de aa para 4.4 e como teste-
munhas, transplantagdes de aa para aa e A A para AA. As
transplantacdes foram feitas entre larvas dos 4.°, 5.° e 6.° esta-
dos larvares, e nio sé entre larvas no mesmo estado larvar mas
ainda em estados larvares diferentes. Deste modo eram implan-



26

tados testfculos de larvas dos Gltimos estados larvares em esta-
dos larvares anteriores e inversamente, testiculos jovens em
estados larvares posteriores. Efectudmos ainda, por dltimo,
algumas implantacdes de testiculos de insectos perfeitos em
larvas no altimo estado larvar, s quais nos referiremos sepa-
radamente.

Analisemos os resultados destas experiéneias, comegando por
observar as modificagdes da cor dos olhos de alguns dos animais

Fia. 3—a) Testiculo Aa implantado crescido conjuntamente com o testiculo aa
do hospedeiro. T, testiculo implantado; T'A, testiculo do hospedeiro.
b) Testiculo 4a implantado num animal aa. Ca, cilice regenerado. >< 40

operados. As coOres dos olhos déstes animais foram medidas
com o auxflio das tabelas de OstwaLp e distribuidas por trés
classes: classe 1, olhos vermelhos; classe 2, olhos castanhos,
e classe 3, olhos pretos. A classe 2, olhos castanhos, pertencem
os olhos cuja pigmentagio coincide com os graas 11 a 13 das
tabelas 6 e 7 de OsTwaLD, e que normalmente nunca aparecem
nas cultoras de Ro K 1v & temperatura de 25°. Pigmentacdes
mais intensas que 6 pl e T pl consideram-se pertencentes &
classe 3. O quadro 1 representa a distribuigdio pelas trés classes
de pigmentacido, das cores dos olhos dos animais operados e dos
animais testemunhos. ( Estampa 1, 3-5).

A cor dos olhos dos animais homozigiticos 4 4 6 sempre a
da classe 3, e a dos homozigéticos aa sempre a da classe 1.
A cor dos olhos em nada se modificoun pela implantagdo, nas
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QUADRO I

Pigmentagfio dos olhos dos animais operados com implantagio de testfeulos 4 4
e aa, e dos animais testemunhos. # numero absoluto de animais observados ;

nas restantes colunas, em percentagens.

S Pigmentagéo dos olhos
Grupos de transplantagdes CLassE 1 | CLAssE 2 | CLAssE 3 n
vermelhos | castanhos | pretos
Animais 4 A (Testemunhos) — — 100 219
I Testiculos A A em larvas 4 4 . . . - — 100 12
@ | Testiculos aa em larvas 44 . . . . — — 100 17
:% Testiculos 4 4 em larvas aa (desen-
i volvidos) . . . . .. AT — = 100 13
=9
% Testiculos A A em larvas aa (resor-
= Vi [o1: BER R e e s i e 54,6 36,3 9,1 11
Testiculos aa em larvas aa . . . . 100 B — 14
I’ Animais aa (Testemunhos) 100 — — 127

larvas, de testiculos larvares aa ou 4 4. Outro tanto ndo acon-
teceu pela implantacio de um testiculo 44 em larvas aa:
a cor dos olhos das borboletas provenientes das larvas assim
operadas era modificada, apresentando uma pigmentagiio mais
intensa, pela acg¢iio do testiculo implantado. Na maioria dos
casos a acglo era tdo intensa que os olhos se podiam conside-
rar pertencentes & classe 3 de pigmentaciio.

Algons animais operados apresentavam também olhos com
cores que ficavam compreendidas dentro dos limites das classes 2
e 1. A dissecgiio mostron porém que todos os individuos operados
nos quais o testiculo implantado se encontrava bem desenvolvido,
possuiam olhos pertencentes & classe 3 de pigmentagiio. Nos indi-
viduos com olhos cuja pigmentagdo os incluia na classe 2, encon-
trava-se o testiculo implantado muito mal desenvolvido, reduzido
apenas a vestigios ou faltando mesmo nalguns casos. Em nenhum
individuo operado cujos olhos pertenciam & classe de pigmenta-
¢do 1, foi encontrado o testiculo implantado. A presenga de ani-
mais com olhos castanhos, classe 2, entre aqueles que apresen-
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tavam o testiculo implantado reabsorvido, deve atribuir-se também
4 acciio do testiculo implantado antes da reabsorciio, pois tais
animais nfo aparecem nas culturas de RoK 1v a 25°, e a ope-
racio 86 por si nido altera a cor dos olhos, como se conclui das
transplantacdes efectuadas como testemunhas, entre larvas aa
e aa que deram sempre como resultado insectos perfeitos com
olhos vermelhos, classe 1.

Nido observdmos qualquer influéneia da idade do testicalo
implantado em relaciio & da larva hospedeira.

Estamos assim, em presenca de uma acgdo a distancia do tes-
ticulo implantado A A, pigmentando os olhos do animal hospe-
deiro aa, no sentido do seu fenotipo dominante A.

Os animais operados eram depois dissecados e cuidadosa-
mente analisados os caractores das gonadas, Os testiculos 4 4
implantados em larvas a a pigmentavam-se normalmente, segundo
o seu fenotipo. A sua accilo fazia-se ainda notar nos testiculos
do hospedeiro : os animais d, genotipicamente aa, provenientes de
larvas operadas, apresentavam também os testiculos pigmentados.
Distribuindo os testiculos por sete classes, segundo a sua pigmen-
taglio, vimos que os testiculos dos individuos 4 A4 (rzca BK 14)
pertenciam na sua maior parte &s classes 6 e 7. Os testiculos
dos insectos provenientes das larvas aa, operadas com implan-
tagio dum testiculo 4 A4, niio eram todavia tdo fortemente pigmen-
tados : as classes 3 e 4 eram, com efeito, as de maior freqiiéncia.
O namero de casos nio foi suficientemente elevado para que se
fizesse a comparacio, com valor estatistico. Podemos, contudo,
afirmar que pela implantagdo de wm testiculo A A, os testiculos aa
do animal hospedeiro se pigmentavam, modificando assim o seu feno-
tipo no sentido do fenotipo de A, sem que no entanto a sua pigmen-
tagdo atingisse a normal do fenotipo de A A.

Algumas vezes, como vimos, os testiculos implantados cres-
ciam juntamente com os da larva hospedeira (Fig. 3 a), mas na
maioria dos casos o testiculo implantado ndo ficava em contacto
com os testiculos da larva operada. No primeiro caso podiamos
admitir uma acgiio de pigmentacio por contacto, pela passagem
de célula a célula de determinadas substdncias, dos tecidos geno-
tipicamente diferentes dos testiculos em contacto. No segundo
caso existe uma accilo de pigmentacio a distdncia, sobre o testiculo
a a, andlogamente ao que acontecia com a pigmentaciio dos olhos.

Inversamente, a implantagido de testiculos aa em larvas 4 4
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conduzia a testiculos pigmentados, ainda que néo tdo intensamente
como os de 4 4., Os resnltados obtidos eram independentes do
sexo da larva hospedeira; os testiculos implantados pigmenta-
vam-se igualmente em larvas masculinas e femininas,

Estamos agora em presenga da acgdo inversa, duma acgdo
do organismo hospedeiro contendo o gene dominante A, sdbre o
implantado contendo o gene recessivo a.

Implantagdes, efectuadas como testemunhas, de testiculos aa
em larvas aa conduziram sempre a testiculos ndo pigmentados
e excluem qualquer possivel influéneia da operacio sobre a pigmen-
tagio. Das implantacdes de testiculos A 4 em organismos A4 4,
resultava uma, ainda que ligeira, diminui¢fio de pigmentagédo dos
testiculos implantados em relacio & pigmentagiio normal dos tes-
ticulos 4 A4, Assim é também de explicar o facto de testiculos 4 4
em animais @ ¢ ndo se pigmentarem até 4 pigmentacdo normal
de AA. A operacgiio seria nestes casos responsdvel por uma
diminuigiio da pigmentagio relativamente & normal.

Vemos pois que das transplantagdes de testiculos entre lar-
vas homozigiticas aa e 4 4, em todos os estados larvares ope-
rados (4.° 5.° e 6.°) e independentemente da idade do testiculo
implantado em relagio & da larva hospedeira, podemos conclair
as seguintes acgdes:

1.°— Do testiculo implantado, contendo o gene dominante A,
sobre a pigmentacdo dos olhos e testiculos do organismo
hospedeiro contendo o gene a, recessivo, modificando-a
no sentido do seu fenotipo dominante A.

2.° — Do organismo hospedeiro contendo o gene dominante
A, independentemente do seu sexo, sobre a pigmentagdo
do testiculo implantado contendo a, modificando-a tam-
bém no sentido do fenotipo de A.

¢) Implantacdo de testiculos de insectos perfeitos.

Estabelecida a acgiio do gene A sobre um organismo con-
tendo o recessivo @, por transplantacdes de testiculos dos trés
Giltimos estados larvares, uma nova questdo se nos oferece: S6
os tecidos em via de crescimento e diferenciagio sdo capazes de
efectuar tal accdo ou também tal efeito pode ser obtido a partir
de tecidos diferenciados dum insecto adulto ?
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Para resolver esta questfio implantdmos testiculos de insectos
perfeitos 4 A em larvas aa do princfpio do sexto estado larvar.
A operaciio oferecia algama dificualdade em virtude das dimensdes
dos testfculos a implantar e pela menor consisténcia e espessura
da parede dos testiculos dos insectos perfeitos, sendo com fre-
qiiéneia destraidos durante a operaciio. Efectudmos 140 de tais
implantagdes. As larvas operadas, apesar de, nos primeiros dias
que seguiam A operacglio, se apresentarem com aspecto normal e
néo sofrerem mortalidade superior & média obtida nas operagdes
com testiculos larvares, acabavam por morrer inesperadamente.
Assim, das 140 larvas operadas obtivemos apenas trés borbole-
tas, duas das quais com olhos castanhos e uma com olhos ver-
melhos. A dissec¢iio dos dois primeiros animais, ambos do sexo
feminino, revelou a presenca de tecidos necréticos junto dos ov-
rios, por certo restos dos testiculos implantados. O terceiro ani-
mal niio apresentava qualquer modificagéo.

A eclosiio dos dois animais com olhos castanhos pode expli-
car-se também pela accio do gene A do testiculo implantado
antes da reabsor¢io e necrose, caso andlogo ao observado
algumas vezes com testiculos larvares. I-nos portanto licito
afirmar que as implantagdes de testiculos de insectos adultos
contendo o gene A, em organismos contendo o gene a recessivo,
nos revelam a possibilidade da ac¢do daquele gene contido em
tecidos adultos.

A causa de tio elevada mortalidade nestas operacdes deve
ser procurada na degenerescéncia e subseqiiente necrose dos teci-
dos testiculares implantados. A dificuldade da operacgio, ndo
explica, s6 por si, tal aumento de mortalidade.

d) TransplantagGes de testiculos heterozigéticos 4 a.

Nesta série de transplantagdes pretendemos observar, pela
implantacio de testiculos, qual o comportamento do gene A em
estado heterozigético.

Pela implantagio de testiculos de larvas da em larvas
homozigbticas a a obtivemos borboletas com olhos pretos.
(Quadro ).

Em casos, nos quais o testiculo implantado se desenvolvia
mal, as implantacdes conduziam a borboletas com olhos casta-
nhos. Os testiculos aa das larvas hospedeiras pigmentaram-se
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QUADRO II

Pigmentagdo dos olhos dos animais operades com implantagio de um testiculo Aa
e dos animais testemunhos.

l Pigmentagao dos olhos
Grupos de transplantacdes == n

CrAssE 1 | CLASSE 2 | CLASSE 3
vermelhos | castanhos | pretos

Animais 4 A (Testemunhos) —_ — 100 176

8 g :
Z Test. impl. desenvol-
3
< | Testiculo Aa
i SEeSis Vidos Tt ch e — 10 90 10
g Test. impl. resorvido | 88,8 11,2 — 9
&
Animais aa (Testemunhos) 100 - = 127

também pela implantagio do testiculo 4 a (Fig. 3 a). A implan-
tacio de testiculos a @ em larvas 4 a dava como resultado testicn-
los pigmentados e com valores para a pigmentacio, nio distintos
dos obtidos com as implantagdes em animais 4 4,

Os valores obtidos para a pigmentaciio dos olhos e dos tes-
ticulos de animais aa pela acgio de testicaulos A a, nio séo, pois,
distintos dos obtidos pela accio dos testiculos 4 A. A acgdo do
gene A em estado heterozigdtico, manifestada em transplantagdes
de testiculos, ndo ¢ distinta da acgdo do mesmo gene em estado
homozigdtico.




CAPITULO IV
Transplantagdes de ovdrios

a) Transplantagoes de um ovério 4 4 em larvas aa.

Estoddmos no capitulo anterior as ac¢des entre os testiculos
implantados e os organismos hospedeiros, de constitnigio gené-
tica diferente. Uma nova questio se punha naturalmente: Serdo
86 as gonadas masculinas capazes de tais acgdes, ou serda também
possivel, por implantaciio de gonadas femininas, influenciar dum
modo andlogo os organismos hospedeiros de constitni¢fio gené-
tica diferente ?

Para resolver esta questio, comegimos por efectuar implan-
tagdes de um ovdrio de larvas homozigéticas 4 4, em larvas aa,
experiéncias paralelas s da primeira série de transplantacdes de
testiculos.

O método seguido nas transplantagdes de ovdrios, foi, em
tudo, andlogo ao seguido nas operacgdes com gonadas masculinas.
A preparacéio dos ovarios a implantar oferecia alguma dificul-
dade em virtude das suas pequenas dimensdes e da sua coloracio
que 80 dificilmente permitia distinguni-los dos tecidos adiposos em
contacto. Todavia, nalgumas larvas, uma ligeira coloracio ama-
rela dos ovirios era suficiente para comodamente os distinguir dos
tecidos adiposos em redor. A maioria das transplantagdes foi
efectuada entre larvas no principio do tltimo estado larvar.
Neste estado do desenvolvimento, os ovdrios, situados dorsal-
mente no quinto segmento abdominal, apresentam o aspecto
representado na Fig. 4; reconhecem-se jd, em cada ovirio, os
quatro ovarfolos que 86 durante a fase de pupa se desenvolverio
e diferenciardo originando o ovirio do insecto adulto. Os ovdrios
a implantar eram mantidos, depois de extraidos das larvas, na
mesma solugiio isoténica de que nos servimos nas operagdes
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com gonadas masculinas, e a implantacido efectnava-se do mesmo
modo. Em virtnde das pequenas dimensdes do ovdrio a implan-
tar, os insucessos durante as operacdes foram em maior nimero,
pois a hemolinfa que brotava da incisdo arrastava o pequeno
ovario e impedia, em muitos casos, a conclusfio da operagio.

A mortalidade nos animais assim operados foi algo inferior
4 dos operados com implantagio de testicalos. Com efeito,
efectndmos um total de 283 implantagdes de um ovdrio, e obtive-
mos D0 insectos perfeitos o que equivale &
percentagem de 18/y, contra 14°/; de animais
obtidos nas transplantacdes de testfculos. As
menores dimensdes dos ovirios, permitindo
fazer uma incisiio diminuta explicam, talvez,
a menor mortalidade. A mortalidade. nas
nossas operacdes &, comparada com a das
experiéneias doutros autores, por ex. de
KopEe®, bastante elevada. A razio estd, por
um lado, nas pequenas dimensdes do nosso
objecto (KopeZ trabalhou com Macrolepido-
pteros) e por outro, na extrema sensibilidade
da Ephestia a quaisquer ac¢des mecinicas.

O simples contacto duma pinga de pontas -, .. o

muito finas e flexiveis usada para remover uma larva no prin-
05 animais das tacas de cultara era, muitas cipio do filtimo es-
vezes, a cansa da morte de algumas larvas. tado larvar.><120.

Os insectos obtidos eram, depois de ava-
liada a pigmentaciio dos olhos, dissecados sob um microscopio
binocular e as gonadas, implantada e do hospedeiro, cuoidadosa-
mente observadas.

Vejamos, em primeiro lugar, a morfologia dos ovdrios da
Ephestia kiihniella (Fig. 5). Os ovérios da Ephestia sio, como
os da maioria dos Lepidopteros, constituidos, cada um, por
quatro ovarfolos, ntimero igual ao de foliculos dos testiculos.
Os ovariolos sdo compridos e contém grande ntimero de ovos;
08 quatros ovarfolos reinem-se no cilice, que se continua por
um caorto oviducto. Os dois oviductos, um de cada ovdrio, rei-
nem-se depois num oviducto comom.

Cada ovarfolo (Fig. 6) possui uma parte terminal, a cAmara
terminal; as quatro cimaras terminais de cada ovdrio estio liga-
das pela membrana conjuntiva que forma a parede dos ovirios.

8
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As restantes porcdes dos ovarfolos continuam livres até ao
cdlice. Os ovarfolos sio do tipo politrofo e compdem-se de
uma série de cimaras, constituidas por uma célula germinativa

Fia. 5 — Ovirios do insecto perfeito. >< 14.

e cinco células vitelinas, que servem para a natricio da célula
germinativa em crescimento. Externamente sdo revestidos por
um épitelio folicular. Nus fémeas recém-eclodidas, cada ovarfolo
contém, em média, sete ou oito ovos, completamente desenvol-
vidos e maduros para a postura.
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Os ovirios implantados apresentavam-se muito diversamente
desenvolvidos. Algumas vezes os ovarfolos desenvolviam-se

Fig. 6 — Ovariolo dum ovirio de imago. >< 30.

incompletamente e continham um pequeno nimero de ovos nor-
malmente desenvolvidos (Fig. 7). Em outras, contudo, os quatro
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ovarfolos desenvolviam-se bem, niio atingindo todavia o desenvol-
vimento normal (Fig. 8). Ainda noutros casos, mas mais raros,
apenas alguns dos quatro ovarfolos se desenvolviam, possivelmente
em resultado de ferimentos do ovirio durante a implantacio.

Ocasionalmente havia coalescéncia e crescimento em comum
dos ovirios implantados, quer com as gonadas masculinas quer
com os ovirios dos animais hospedeiros. Nio verificimos qual-

quer diferenga no desenvolvimento
dos ovérios implantados, segundo

o sexo do hospedeiro.
Analisemos agora os efeitos
das implantacdes sobre os animais
operados. A implantacio de um
ovério A A em larvas aa condun-
zin a insectos perfeitos com olhos
cuja cor foi modificada no sentido
do fenotipo de A A4, denunciando
a accido do ovirio implantado
sobre o organismo hospedeiro.
Nos casos em que o ovirio im-
plantado se nio encontrava, as
Fio. 7 — Ovério 4 4 implantado, cOres dos olhos mantinham-se
pouco desenvolvido, ><20. dentro dos limites da classe 1 de
pigmentaciio (olhos vermelhos),
como acontecia nas implantagdes de testiculos. Num pequeno
ntmero, porém, apesar de nidio ter sido encontrado o ovdrio
implantado, os olhos possuiam uma pigmenta¢iio que os fazia
incluir na classe 2 (olhos castanhos). Em todos os casos, nos
quais se verificou a presenca dov implantado, a ¢or dos olhos modi-
ficou-se. Mas ainda mesmo quando o ovdrio implantado apre-
sentava o méiximo de desenvolvimento a cor dos olkos ndo atingia
a cor preta dos das borboletas A A, e que se obtinka nas implan-

tagdes de testiculos.

Em grande nmero de animais operados, as cores castanhas dos
olhos niio pertenciam & tabela 6 das cores de OsTwALD, como acon-
tecia nas implantacdes de testiculos, mas sim & tabela 7 (7 pg,
7 pi, ete.); a intensidade de pigmentacio é a mesma e a cor
difere apenas no tom que é neste caso castanho arroxeado.

No quadro 111 vio reunidos os resultados dos efeitos da implan-
tagiio de um ovdrio, sobre a pigmentacido dos olhos dos animais aa
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operados. Os animais que no quadro vém incluidos na classe de
pigmentaciio 3 (olhos pretos), possuiam a cor 7 pl que nio 6
contudo preta, mas que incluimos, pela sua intensa pigmentacio,
nessa mesma classe juntamente com as cores 14 e 15 das tabelas,
como j4 o fizemos nas implantacdes de testiculos. Toram éstes

Fig. 8 — Ovirio 4 A implantado, com os quatro ovariolos
bem desenvolvidos. >< 14.

animais 7 p I, os de olhos mais escuros que obtivemos nas implan-
tagtes de um ovirio.

Pela comparacio dos efeitos sobre a pigmentacdo dos olhos,
da implantaciio dum testiculo e dam ovirio, se conclui pois que
os efeitos da implantacio dum testiculo, siio, apesar das suas
menores dimensdes, superiores aos efeitos da implantagio dum
ovario. A implantagio simultinea de dois ovérios, habilitar-nos-4
a discatir e explicar a razio déste facto.

Os testicnlos dos animais masculinos aa, operados por implan-
tagiio dum ovdrio 4 4, pigmentavam-se também. A maior parte
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pertencia as classes de pigmentacgio 3 e 4 que anteriormente esta-
belecemos. O namero de casos obtidos nio & suficientemente
elevado para estabelecer a diferenca, com significagiio estatistica,
entre as pigmentagdes obtidas pelas implantacdes de testiculos e
de ovdrios. A diferenca parece ser aqui menos nitida.

QUADRO III

Pigmentagéio dos olhos dos animais a a, operados com implantagiio de um ovirio 4 4
e dos animais testemunhos.

Pigmentacédo dos olhos ]I

Grupos de transplantagGes Crasse 1 | CLasse 2 | CLasse 8 n
vermelhos | castanhos | pretos

| Animais 4 A (Testemunhos) — — 100 186
w
'§ Ovirios A4 em larvas aa (desen-
E volmdoBIS S et — 87,5 12,56 16
2 ) Ovirios A4 em larvas aa (resor- |
a
£ vidog) e st e D0 g 10,6 —_ 19
=

Animais aa (Testemunhos) 100 S - 145

b) Transplantagoes de ovérios de animais 4 a.

Paralelamente ao que fizemos para as implantagdes de testf-
culos, efectudmos implantacdes de um ovdrio contendo o gene A
em estado heterozigttico 4 a. Os resultados obtidos, quer para
a pigmentaciio dos olhos (Quadro 1v), quer para a pigmentagiio
dos testiculos dos individuos masculinos operados, nio permitem
distinguir a acclio do gene A em estado heterozigético da sna
accdio em estado homozigdtico.

e) TransplantagGes de dois ovarios 4 A.

Vimos que os efeitos das implantagdes dos ovdrios ndo eram
quantitativamente equivalentes aos das implantacdes das gonadas
masculinas. Com o fim de investigar qual a causa de tal dife-
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QUADRO 1V

Pigmentag¢@io dos olhos dos animais aa, operados com implantagio de um ovirio 4a

e dos animais testemunhos.

Pigmentagéo dos olhos
Grupox de transplanta::ﬁes Crassg 1 | CLasse 2 | CLASSE B n
vermelhos | castanhos | prefos
Animais Aa (Testemunhos) — - 100
% Ovirio 4 @ em larvas aa (desenvol-
2 VIB) =i s e e — 85,8 14,2
2. | Ovirio Aa em larvas aa (resor-
g e e s e 6 25 e e 7 i Sees
Animais aa (Testemunhos) 100 — =

renca, efectudimos nma série de implantagdes simaltineas de ova-

rios 4 A em larvas aa.

QUADRO V

Pigmentagdo dos olhos dos animais @ a, operados com implantagfio de dois ovirios 4 4,

e dos animais testemunhos.

Pigmentagdo dos olhos
Grupos de transplantagbes CLasse 1 | CLasse 2 | C1 ASSE_B n
vermelhos | castanhos | pretos
Animais 4 4 (Testemunhos) — _ 100 182 l
Dois ovérios 4 A em larvas aa. (0Os
2 dois ovérios impl. desenvolvidos) — — 100 9
I E Dois ovirios A 4 em larvas aa. (Um
= 80 ovario impl. desenvolvido) . . — 100 — 8
g Dois ovérios 44 em larvas aa. (0Os
dois ovirios impl. resorvidos) . . 90 10 — 10
Animais aa (Testemnnhos) 100 — - 143
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Déste modo foram operadas 170 larvas no ultimo periodo
larvar, das quais 27 atingiram o estado de imago.

A disseceiio dos animais obtidos revelen que, em alguns déles,
o8 dois ovirios implantados se tinham desenvolvido, noutros
apenas um, noutros ainda, nenhum dos ovirios se desenvolvera.
Qudsi sempre os ovdrios implantados cresciam conjuntamente
com os testiculos e ovdrios do animal hospedeiro. Nas Fig. 9
e 10, estdo representados dois casos de ovérios implantados
coalescentes com os testiculos do hospedeiro. O desenvolvi-
mento dos ovarios implantados é contudo bem diferente nos

Fia. 9 — Dois ovirios 4 4 implantados, em coalescéncia pelas cimaras terminais
com o testiculo aa do hospedeiro. Owvq e Ov,, ovirios implantados; Tk, tes-
tienlo do hospedeiro. >< 20.

dois casvos. No caso representado na I'ig. 11, os dois ovdrios
implantados cresceram conjuntamente com os ovarios do hos-
pedeirv, distinguindo-se hem déstes pelo seu menor desenvolvi-
mento.

A TFig. 12 mostra-nos dois ovdrios implantados, bem desen-
volvidos e livres na cavidade abdominal do hospedeiro.

Os ovérios implantados eram, em regra, de dimensdes meno-
res que os do hospedeiro que por sua vez se encontravam algo
atrofiados. Uma diferenga das dimensdes dos implantados, com
os sexos dos hospedeiros, observada por MEISENHEIMER e por
Kopre, nio foi por nos encontrada.

No Quadro v vio-.reanidos os resultados obtidos pela implan-
tagio de dois ovarios. Os animais nos quais os dois ovirios
implantados se desenvolveram, apresentavam, sem excepgio, os
seus olhos com cores que o0s faziam incluir na classe 3 de pig-
mentagiio e que iam até 6 pp e T pp, isto é, preto normal do
fenotipo de A 4.
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Reunimos num segundo grupo, aqueles animais nos quais um
60 dos ovarios implantados se desenvolveu e cujos olhos possniam
pigmentacdes que estdo dentro dos limites da classe 2 e portanto
castanhos, tais como os obtidos nas implantagtes de um s6 ovario.

Fia. 10 — Dois ovirios A A implantados, em relagio com o testiculo aa do hospe-
deiro. Todos os ovariolos bem desenvolvides. Ow»y e Ow,, ovariolos implan-
tados; Th, testiculo do hospedeiro. >< 14.

No terceiro grupo inclufmos os animais, nos quais implantado
algum se desenvolveu. Apresentavam, com excepgio de um so,
olhos pertencendo & classe 3, olhos vermelhos, nio modifica-
dos. O caso de excepgiio, olhos castanhos, classe 2, é expli-
civel, como jd4 anteriormente vimos, pela acgio dos ovdrios
implantados antes da sua reabsorgio.

Verificimos assim que a ac¢io de dois ovarios implantados é
quantitativamente equivalento i resultante da implantagio de nm
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testiculo. Fiedmos agora com elementos suficientes para a dis-
cussdo da diferenca de ac¢io de um ovirio e de um testiculo,
que faremos adiante.

A acciio sobre os testiculos dos animais & hospedeiros verifi-
cava-se também. Os testiculos pigmentavam-se e na sna maior
parte pertenciam as classes de pigmentaciio 3 a 5; mas o pequeno
niimero de casos niio nos permite estabelecer a comparacio dos efei-

Fra. 11 — Dois ovérios implantados em relagio com os ovérios do animal hospe-
deiro. Owiy e Ovi,, ovirios implantados; Ovky e Ovh,, ovirios
do hospedeiro. >< 14,

tos, sobre os testiculos, das implantagdes de um e de dois ovirios,
que alids resulta claramente pela comparacio dos efeitos da modi-
ficagio da pigmentagiio dos olhos, de mais ficil e segura ava-
liagiio.

d) Descendéncia dos animais aa, com olhos escuros, obtidos
por implantagGes de gonadas.

Casearr efectuon cruzamentos de dois individuos, um ¢ e
outro &, genotipicamente aa e fenotipicamente de olhos pretos,
pela implantagiio de testiculos A A, com animais @ @ normais. As
gonadas dos primeiros, ndo tendo sido afectadas pela operagio
produzirio normalmente 6vulos @ e espermatozoides a. Com
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efeito, de amhos os cruzamentos, CaspARI obteve linicamente bor-
boletas com olhos vermelhos.

Tentdmos tambem cruzar alguns dos animais de olhos casta-
nhos, obtidos por implantagdes de ovédrios. Os cruzamentos

Fig. 12 — Dois ovérios implantados Ov; e Ov;, designalmente desenvolvidos e livres
na cavidade abdominal do hospedeiro. >< 14,

tornavam-se dificeis em virtude das operagdes afectarem algu-
mas vezes as gonadas e diminuirem, em geral, a vitalidade dos
animais. Conseguimos num tnico caso obter 83 borholetas, do
cruzamento de uma fémea genotipicamente aa, operada com
implantaciio de um ovério e cajos olhos possniam a coloragio
7 pl (castanho escuro), com um macho aa normal. Todas as
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borboletas da descendéncia obtida, apresentavam os olhos ver-
melhos e eram portanto genotipicamente a a.

Assim se prova que a modificacio da cor dos olhos nio foi
transmitida & descendéncia e também que os individuos de olhos
escuros obtidos tém a constituicio genotipica aa e portanto a
modificagio é devida, sem divida, & implantagio das gonadas,
quer masculinas, quer femininas.



CAPITULO V

Castragdo de larvas. Implantagdo de testiculos
em larvas castradas.

Demonstramos nas experiéncias dos capitulos anteriores a exis-
téncia de uma acgiio entre as gonadas implantadas e o organismo
hospedeiro, de constitnicio genética diferente. KEssa acgio era
revelada pela modificacio de certos caracteres recessivos, no
sentido do fenotipo dominante. Pode preguntar-se se essa ac¢iio &
propria inicamente das gonadas, ou se qualquer tecido contendo
o gene dominante A é capaz de acclio idéntica e portanto se se
trata, com efeito, de uma acgio do gene A.

Iy geralmente admitido que nos insectos existe uma grande
autonomia celular e que o desenvolvimento de caracteres soma-
ticos especialmente dos caracteres sexuais secundirios 6 inde-
pendente de qualquer acgdo hormonal das gonadas. Assim o
provaram as transplantacdes e castracdes efectuadas po Oubg-
MaNS, MeisenueEiMeR, Kope®, HEGNER e REGEN, as experiéncias
de cruzamentos na Lymantria, de GuLDSCHMIDT & as castracdes
embrionais na Drosophila, de GEiGy.

Por meio de castracdes de larvas da FEphestia pretendemos
pois, verificar se o aparecimento dos caracteres somaticos deter-
minados pelo gene A era ou ndo dependente das gonadas.

Para concluir se outros tecidos, que niio os das gonadas, con-
tendo o gene A, seriam capazes de acgdes andlogas As das gona-
das, bastaria proceder a implantacdes de tecidos ou orgfios niio
sujeitos & metamorfose. Para &sse efeito pareceram-nos con-
venientes os discos imaginais e os ginglios nervosos. O método
era no entanto delicado e dificil, j4 pela implantacdo em si, j4
pela dificuldade de verificagio da presenga dos tecidos implan-
tados, requerendo quési sempre o exame histolégico. Abando-
ndmos 6ste método e preferimos o seguinte: Verificado que fosse
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(por castracio) que o aparecimento dos caracteres determina-
dos pelo gene A era independente das gonadas, efectudvamos
implantacdes de testiculos aa em larvas A 4 ou a 4 préviamente
castradas. Assim sujeitava tecidos com o gene recessivo i acgio
dos tecidos dum organismo, com excepcio das gonadas, con-
tendo o gene dominante A.

Os trabalhos de castracdio de insectos de Oupemans (1898),
MersenaEmMER (1907, 1909) e Koree (1908, 1910, 1911) sobre
lepidopteros e Recen (1909, 1910 ) sobre o Gryllus campestris,
foram efectuados com o fim de demonstrar que o aparecimento
e desenvolvimento dos caracteres sexuais secunddrios eram inde-
pendentes das gonadas. Com efeito todos estes autores obser-
varam que das larvas castradas se desenvolviam insectos adultos
que diferiam dos normais, apenas na falta de gonadas. A implan-
tagdo de gonadas em animais de sexo diferente ndo influfa também
no desenvolvimento normal dos caracteres sexuais secandarios.

S#o dois os métodos geralmente seguidos para a castragio
de larvas de insectos: extra¢io das gonadas por meio de uma
fina pinca introduzida por uma incisdio dorsal no segmento cor-
respondente ou destruiciio das gonadas in loco por cauterizacio.

Seguimos o primeiro déstes métodos e procedemos & castra-
¢iio de larvas masculinas no fim do 5.° e principio do 6.° estado
larvar. A castracfio de larvas femininas, mostroa-se extrema-
mente dificil, pois as pequenas dimensdes dos ovarios e a colo-
racio que os ndo distingue dos tecidos adiposos circunjacentes
dificualtam a suna localizagio e extracgio. Mas, estabelecida que
seja a semelhanca de ac¢des dos organismo masculinos e femi-
ninos sobre os implantados de constituicdo genética diferente,
sdo-nos suficientemente comprovativas as castracbes de larvas
mascalinas. -

A castragio de larvas § nio oferece dificuldades de maior.
Uma incisdo transversal na parte média dorsal do quinto seg-
mento do abdémen, permitia a introdugio duma pinga de pontas
extremamente finas com a ajuda da qual se retiravam os dois
testiculos, faceis de reconhecer pela sua pigmentagio. O corte
do coraciio ocasionava a perda de grande quantidade de hemo-
linfa e conseqiientemente uma elevada mortalidade dos animais
castrados. Das 115 larvas A4 A4 castradas, obtivemos apenas
6 insectos adaltos e que ndo apresentavam quaisquer alteragdes
em relacio aos insectos normais. Os olhos apresentavam-se
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pretos, normalmente pigmentados. A presenca ou auséncia das
gonadas ndo influi, pois, na pigmentaciio dos olhos.

Procedemos depois & implantagio de testiculos aa em lar-
vas A A castradas. Pela mesma incisdo efectuada para a extrac-
¢iio dos testiculos se introduzia nm testiculo @ a. Assim obtivemos
apenas 8 insectos, provenientes das 190 larvas operadas. Os
animais obtidos foram cuidadosamente dissecados e depois de
verificada a sua completa castragiio, extrafam-se os testiculos
implantados e media-se a sua pigmentagio. Na Fig. 13, vilo

Fia. 13 — Testiculos aa implantados em larvas A A castradas. Ca e V. def,,
cilice e vaso deferente regenerados. >< 40.

representados dois dos testiculos implantados que obtivemos.

A média das pigmentagdes dos testiculos dos oito animais
eclodidos, nesta série de operagdes, estd compreendida entre 4 e 5.
A média ndo 6, pois, distinta da obtida por implantagiio em larvas
nio castradas.

Concluimos, pois, que a ac¢do do organismo A A sobre o tes-
ticulo aa é independente da presenga das gonadas e que os efeitos
observados com as implantagdes das gonadas, se podem observar
com qualquer tecido contendo o gene dominante A.



CAPITULO VI

Discussdo

Os resultados obtidos nas nossas experiéncias estdo em desa-
cordo com o que geralmente se admitia do comportamento dos
insectos em transplantagdes. Com efeito, Casparl e agora nés,
verificdimos, pela primeira vez, a modificacio de um hospedeiro
pela influéncia de nm implantado.

Das experiéneias de transplantagdes ji citadas e em especial
das de Koret e de MeISENHEIMER e dos cruzamentos na Lyman-
tria, de GoLpscumipT, se tinha concluido a independéncia dos
caracteres sexuais, de gnalquer influéncia hormonal das gonadas
e era afirmada a antonomia celular dos insectos, nos quais os
caracteres fenotipicos das diferentes células do organismo seriam
devidas unicamente ao genémio que contém, ao contrdrio do que
acontece nos vertebrados nos quais certos caracteres estio na
dependéncia de acgdes hormonais.

A existéneia de acedes entre tecidos gendticamente diferentes
dum mesmo organismo, foi primeiramente observada por STUR-
TEVANT mno estudo de ginandros e mosaicos da Drosophila.
Dopzuansky, estudou mais tarde detalhadamente tais accdes,
também na Drosophila e WHITING observa ainda comportamento
andlogo de tecidos de mosaicos na véspa parasita Habrobracon.

Nos ginandros estudados por DoBzZHANSKY, continham as
partes masculinas os genes «yellow» e «white» e as partes femi-
ninas eram de tipo selvagem. DoBzHANSKY observou que nos
ginandros eram incolores os testiculos e os vasos deferentes
durante os primeiros dias de imago e que com a idade tomavam
entio a coloraciio amarela que aparecia primeiro nos individuos
de olhos vemelhos do que nos de olhos brancos. Observoa mais,
que quando um vaso deferente se encontrava em contacto com
um ovédrio tomava a coloragiio mais cedo do que nos individuos
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nos quais o vaso deferente se encontrava afastado do ovério.
Do mesmo modo se comportava um testicalo em contacto com
um oviducto. SHo &éstes resultados os que mais se aproximam
dos obtidos nas transplantagdes de gonadas na Ephestia.

De facto, nos ginandros de DopzHANSKY, as accdes entre teci-
dos gentticamente diferentes, em contacto, originando o apareci-
mento da coloracio nos testiculos e nos vasos deferentes, sio
compardveis ds accdes de pigmentaciio dos testiculos implantados
aa, em contacto com as gonadas do hospedeiro 4 A ou 4a, ou
de pigmentagio dos testicalos do animal hospedeiro aa, por
implantacfio de gonadas 4 4 ou 4 a.

E o facto do mais rdpido aparecimento da coloragiio dos
testiculos e vasos deferentes nos ginandros com olhos vermelhos,
faz supor uma acgllo a distincia, dos olhos contendo o alelo domi-
nante, sobre a coloracio dos testiculos. Tal facto seria compa-
ravel ao observado nas nossas experiénecias, da accio a distfincia
das gonadas implantadas 44 e A4a sobre a pigmentacio dos
olhos.

DoBzuANSKY, baseado nas suas observagdes, supde que o alelo
normal de «w» e «y» exerce a sua acglio sobre os tecidos que
contém estes genes, por meio de substincias que sio lancadas
no liquido circalante.

Pelas transplantacdes efectuadas na Ephestia se demonstrou
experimentalmente que a hipotese de DopzuaNsky era de molde
a explicar os factos observados. As acgdes que estabelecemos
sdo, pois, accdes do gene A, exercidas por meio de uma subs-
tincia, a substancia A, levada pelo liquido circulante aos orgios
onde em determinados momentos do desenvolvimento essas acgdes
se evidenciam. A discussio detalhada das experiéncias de trans-
plantacdes, permitir-nos-4 analisar mais de perto o modo de ac¢iio
da substancia 4.

Os resultados das transplantacdes de testiculos, efectuadas
entre individuos nos trds ultimos estados larvares e as transplan-
tagdes de testiculos adultos 4 4 em animais aa, levam-nos a
concluir que a substincia A se produz em todos os estados do
desenvolvimento, Atingido que seja determinado estado de desen-
volvimento dos orgflos sObre os quais actua o gene A4, exer-
cer-se-a sobre éles a acgiio da substincia 4, cujo efeito final
sera a realizaciio de certos caracteres. Assim o gene A, realizava
em diferentes momentos do desenvolvimento, diversos caracte-

4
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res: a cOr das larvas, no perfodo embriondrio, a coloragio dos
testiculos, nos dois altimos periodos larvares e a pigmentagio dos
olhos, no perfodo de pupa.

Vimos que nas transplantacdes de um s6 ovério 4 4 ou da
as pigmentacdes mais escuras que obtivemos, dos olhos dos ani-
mais aa hospedeiros, foram 7 pl (castanho escuro), das tabelas
de OsTwALD, ainda mesmo nos casos em que o ovario implantado
se desenvolvia completamente. Apesar das suas maiores dimen-
s0gs, am ovdrio exercia uma acgiio inferior & de um testiculo.
As transplantagdes simultineas de dois ovérios levavam, porém,
a animais com olhos pretos, tais como os obtidos nas transplan-
tagdes de testiculos e os dos fenotipos de 4 4 e 4 a. Estas expe-
riéneias permitem-nos tirar uma conclusiio importante: a acgiio
quantitativa da substincia 4. A accdo final &, pois, proporcional
4 quantidade de substancia 4 formada.

A diferenca de intensidade das acg¢des das gonadas maseculinas
e femininas, deve explicar-se do seguinte modo: Sendo a sabstan-
cia A am produto do gene 4 localizado nos cromosomas, a quanti-
dade de substincia 4 formada depende da quantidade de subs-
tancia nuclear dos tecidos implantados. Uma gonada mascalina
contém grande nimero de células sexuais, de pequenas dimen-
sdes, e pobres em citoplasma. As gonadas femininas contém
menor nimero de células sexnais e estas de maiores dimensdes
devido & grande guantidade de vitélo que possuem. Assim, con-
terd om testfculo apesar das suas menores dimensdes, maior
quantidade de substncia nuclear; produzindo maior quantidade
de substincia 4 a sua acglio serd mais intensa que a de um
ovario.

A fltima série de experiéncias que efectuimos, castragdes e
implantagdes de testiculos em larvas castradas, demonstrou-nos
que as accdes observadas ndo eram devidas a qualquer accllo
hormonal das gonadas, mas sim a quaisquer tecidos contendo
o gene 4, e que se tratava, portanto, de uma acciio déste gene.

Estabelecemos assim experimentalmente a acglo do gene
pleiotropo <, por meio de nma substincia, a substincia A, que
actua em quantidades minimas e possui uma acg¢iio quantitativa.

A sua accio evidenciava-se em diferentes momentos do desen-
volvimento e em diferentes orgiios, quer no proprio orgio onde
era produzida (pigmentaciio dos testiculos 4 A em animais aa),
quer por difusdio de célula a célula (gonadas 4 A ou A a implan-
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tadas, em contacto com testiculos aa) ou ainda, era levada a todo
o organismo pelo lignido circulante (pigmentacio dos olhos e
dos testiculos de animais aa, niio em contacto com as gonadas
implantadas 4 4 ou 4a).

Nada sabemos sobre a constitaicio quimica da substincia A4
e da natureza das suas acgdes bioquimicas. Conhecemos apenas
algumas das suas propriedades e os seus efeitos. Pelo seu modo
de accgiic aproxima-se do grupo de activadores orgdnicos das
hormonas. Tomando esta designaclio num sentido lato, chama-
remos & substincia 4, prodato do gene A4, uma hormona do
desenvolvimento. O desconhecimento da sua constituicio qui-
mica e da natureza das suas acgdes bioquimicas niio invalida a
nossa afirmaciio. Toda a investigacio dos activadores orgénicos,
hormonas e vitaminas, se efectuon a principio sem que se conhe-
cesse a sua composi¢cio quimica, como ainda hoje se conhece
muito pouco sobre a constitui¢gio quimica das enzimas. No entanto
o seu estudo e classificaciio baseou-se sdbre os efeitos das suas
accdes bioquimicas, de natureza intima mal conhecida.

A Biologia competird, pois, a investigacio dos efeitos das
acgdes bioqufmicas das substincias andlogas s hormonas, por
meio das quais os genes efectuam as suas acgdes. A Quimica,
especialmente & Bioquimica, competird, em estreita colaboraciio
com a Biologia, a investigacio da composi¢iio quimica e natureza
intima das accdes bioquimicas dessas substincias, cujos efeitos
apenas nos sio conhecidos.



Sumdrio e conclusdes

I — Efectudmos transplantacdes de gonadas entre duas racas
da Ephestia kiikniella, com o fim do estudo do meca-
nismo da acg¢éio de um gene pleiotropo.

IT — O gene pleiotropo em questdo evidencia-se em diferentes
fases do desenvolvimento, determinando a ¢6r dos olhos,
a pigmentacgiio dos testicalos, a cor das larvas e modi-
ficando caracteres fisiol6gicos, tais como: vitalidade e
velocidade do desenvolvimento. Os animais 4 4 pos-
suem olhos pretos e testiculos intensamente pigmenta-
dos, aa, olhos vermelhos e testiculos ndo ou fracamente
pigmentados ; as larvas 4 4 possuem uma cdr averme-
lhada, cor de carne, e aa, uma cor hranca amarelada.
Os animais a a tém menor vitalidade e menor velocidade
de desenvolvimento. O gene A é dominante sobre a.

IIT — As transplantagdes de testiculos entre larvas homozigo6-
ticas aa e 44, em todos os estados larvares e inde-
pendentemente da idade do testiculo implantado em rela-
¢fio & da larva operada, levaram aos seguintes resultados :

1) As transplantagdes de testiculus A4 em ani-
mais aa, conduziam a insectos perfeitos com olhos pre-
tos. Os testiculos implantados pigmentavam-se segundo
o seu genotipo, ndo atingindo contudo a pigmentacdo
normal. Os testiculos do animal hospedeiro pigmenta-
vam-se também sem atingir a pigmentagiio de nm testi-
culo 4 4.

2) As transplantacdes de testiculos aa em ani-
mais A 4, conduziam a testiculos a a pigmentados, ainda
que nilo tio intensamente como os de 4 A. Os resultados
obtidos sfio independentes do sexo da larva hospedeira.
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3) As transplantacdes de testfculos aa, em larvas a a,
conduziram sempre a testiculos nio pigmentados e a ani-
mais com olhos vermelhos.

4) As ftransplantacBes de testfculos A A em ani-
mais 4 A, deram como resultados, nma diminui¢éo, ainda
que ligeira, da pigmentacio dos testiculos implantados e
uma pigmentacdo normal dos olhos e dos testiculos do
animal operado.

IV — As transplantagdes de testicalos 4 A de insectos per-
feitos, em larvas aa, deram lugar, em dois dos trés
animais eclodidos (de 140 larvas operadas), ao apare-
cimento de olhos castanhos.

V — As transplantacdes de testiculos Aa deram resultados
idénticos aos dos testiculos 4 4.

1) Os testiculos A a, implantados em animais aa,
conduziam a insectos com olhos pretos e testiculos
pigmentados.

2) Os testiculos @ a pigmentavam-se pela implanta-
¢lio em larvas 4 a.

VI — Por transplanta¢tes de um ovdrio 4 4, em larvas aa,
obtivemos também uma modificagiio da cor dos olhos
dos animais operados. As coOres obtidas iam até casta-
nho escuro e em caso algum se chegou & cor preta nor-
mal dos animais 4 4.

VII — As transplantagdes de ovirios Aa deram resultados
idénticos aos obtidos com ovérios 4 4.

VIII — As transplantacdes simultineas de dois ovarios 4 4, em
larvas a a, levaram ao aparecimento de animais com olhos
pretos, nos casos em que os dois ovérios implantados se
desenvolviam. Se apenas um dos ovdrios se desenvolvia,
0s animais apresentavam entdio os olhos castanhos.

IX — A descendénecia do cruzamento de um animal aa, de
olhos castanhos pela implantacdo de um ovério 4 4, com
um animal a @, normal, possuia os olhos vermelhos.
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X — Os animais 4 A, castrados nos altimos perfodos larvares,
ndo apresentavam qualquer modificacio. Os olhos de
tais animais eram prefos.

XI—A transplantagio de testiculos aa, em larvas 4 4, cas-
tradas, dea lugar & pigmentaciio dos testiculos transplan-
tados.

XII—Da discussio dos resaltados podemos concluir que o
gene A efectaa as suas acgdes por meio duma substdncia,
a svbstancia A, langada no liquido circulante. A sabs-
tancia A actna em quantidades minimas e os seus efeitos
sdo proporcionais s quantidades de substincia produzi-
das. Pelo seu modo de acgdio, a substincia A deve apro-
ximar-se das substincias do grupo das hormonas.



Résumé et conclusions

I —Nous avons effectué des trunsplantationsbda gonades
entre deux races de Ephestia kiihniella, dans le but de
I’é6tnde du méeanisme de l’action d’un géne pléiotrope.

11— Le gtve pléiotrope en question se fait remarquer par
différentes phases du développement, en déterminant la
couleur des yeux, la pigmentation des testicules, la coun-
leur des larves et en modifiant des caractéres physiolo-
giques, tels que: vitalité et rapidité da développement.
Des animaux A A possddent des yeux noirs et des tes-
ticules intensément pigmentés, aa des yeux rouges et
des testicnles non ou faiblements pigmentés; des lar-
ves A A ont une couleur rongedtre, couleur chair, et aa
une couleur blanche jaundtre. Des animaux aa ont une
vitalité moindre, et une moindre rapidité de développe-
ment. Le géne 4 est dominant sur a.

IIT — Les transplantations de testicules entre larves homozy-
gotiques aa et 4 A, dans tous les états larvaires opérés
et indépendemment de l'ige du testicule implanté en
relation & celni de la larve opérée ont condnit anx résunl-
tats suivants:

1) Les transplantations de testicules 4 4 en des
animaux aa, conduisaient & des insectes parfaits anx
yeux noirs. Les testicules implantés se pigmentaient
selon leur génotype sans toutefois obtenir la pigmentation
normale. Les testicules de l’animal opéré se pigmentaient
aussi sans atteindre la pigmentation d’un testicule A4 A.

2) Les transplantations de testicules a @ en des ani-
maux A A ont abouti & des testicules aa pigmentés
quoique moins intensément que ceux de A 4. Les résul-
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tats obtenus sont indépendants du sexe de la larve
opérée.

3) Les transplantations des testicules a a, en des lar-
ves a @, ont toujours donné des testicules non pigmentés
et des animaux aux yeux roages.

4) Les transplantations des testicules 4 4, en des
animaox aa, ont donné comme résultat une diminution
— légére il est vrai — de la pigmentation des testicales
implantés et de la pigmentation normale des yeux et des
testicules de I’animal opéré.

IV — Les transplantations de testicules 4 4 d’insectes par-
faits, en des larves a a, ont donné lieu, en deux des trois
animanx nés (de 140 larves opérées), a l’apparition
d’yeax marron.

V — Les transplantations de testicules Aa ont donné des
résultats identiques & ceux des testicules 4 4.

1) Les testicules 4 a implantés en des animaux a a,
ont conduit & des insectes aux yeus noirs et aux testi-
cales pigmentés.

2) Les testicules aa se sont pigmentés aprds 'im-
plantation en des larves 4 a.

VI — A la suite de la transplantation d’an ovaire A4 4 en des
larves aa, nous avons obtenu aussi une modification de
la couleur des yeux des animaux opérés. Les couleurs
obtenues se sont modifiées jusqu’a marron et dans aucun
cas on ne réussit & avoir la couleur noire normale des
animaux A4 4.

VI[ — Les transplantations des ovaires 4 a ont donné des résul-
tats identiques & ceux obtenus avec des ovaires 4 A.

VIII — Les transplantations simultanées de deux ovaires 4 4 en
des larves aa, ont fait apparaitre, dans les cas ol les
deux ovaires implantés se sont développés, des animaux
aux yeux noirs. Dans les cas ou il ne se développait
qu’'an seal des ovaires, les animaux possédaient alors
des yeux marrons.
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IX — La descendance du croisement d’un animal a a, aux yeux '
marron par l'implantation d’un ovaire A 4, avec un ani-
mal aa, normal, avait des yeux rouges.

X — Les animaux A 4, chatrés dans les dernieres périodes de
larve, ne présentaient aucane modification. Les yeux de
ces insectes étaient noirs.

XI — La transplantation de testicules aa en des larves 4 4,
chatrées, a conduit & la pigmentation des testicules implan-
tés.

XII — De la discussion des résultats nous pouvons conclure que
le gtne 4, réalise ses actions au moyen d’une substance,
la substance A, lancé dans le liquide circulant. La subs-
tance A agit en des quantités minimes et ses effets sont
proportionaux aux quantités de substance produites.
Par le mode de son action, la substance 4, doit s’appro-
cher des substances du groupe des hormones.
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EXPLICAGAO DA ESTAMPA

Fig. 1 — Ephestia kihniella Zeller. >< 2

Fig. 2 — Larvas das ragas aa e A 4, no iltimo periodo larvar. >< 2

Fig. 3 — Imago da raca 4 4; olhos pretes. >< 18

Fig. 4 — Imago da raca @ a; olhos vermelhos.

Fig. 5 — Imago da raga a a, com olhos castanhos obtides por implantacio de um

ovirio.
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