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INTRODUCAO

No presente trabalho é estudado um novo género de flagelados do ter-
mita Kalotermes wagneri. Estes notaveis organismos estreitamente relaciona-
dos com a familia Oxymonadidae, apresentam uma série de caracteristicas
morfolégicas muito interessantes, decorrentes da alta adaptacio as suas con-
di¢cdes de vida.

A perda definitiva dos flagelos bem como a existéncia de duas fases dis-
tintas no seu ciclo com caracteristicas morfolégicas proprias, emprestam a
estes organismos um interesse invulgar. Suas rela¢des com os dinenimphideos
sao incontestes, o que estabelece uma forma de passagem entre os Oxymo-
nadidae e os Dinenymphidae.
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Kalotermes wagneri, o hospedador, é um grande Kalotermitidae nio
muito raro no Rio de Janeiro, onde é encontrado atacando o lenho vivo de
mangueiras, tamarindeiros e urucuzeiros (llha de Paqueta). Costa Lima
(1938, 1942) teve a oportunidade de reestudar esta espécie incompletamente
descrita por DESNEuUX, precisando seus caractéres.

Como os demais calotermitideos, K. wagneri possiie uma fauna abun-
dante de protozoarios, com numerosas outras espécies. Além de numerosos
tricomonades entre os quais se salienta uma Trichomonas com um grande
citostoma, existem outros flagelados de grandes dimensdes, como uma Ca-
lonympha e um lofomonade recentemente referido por KirBY (1944) de Kalo-
termes howa,

Como norma, nos capitulos consagrados. ao estudo dos flagelados em
questdo, sO os fatos referentes a eles serdo examinados. Estudos compara-
dos com outros protozoarios, discussdes gerais sébre as estruturas, etc., serio
reservados para o capitulo & parte de “Discussao’.

MATERIAL E METODOS

A colénia que ofereceu o material para o presente trabalho, foi prove-
niente de um ramo situado trés metros do sélo de uma velha mangueira no
bairro de Botafogo e mantida durante perto de um ano no laboratério, dentrc
de cristalisadores com fragmentos da prépria madeira em que se encontrava
e de papel de filtro, frequentemente umedecido com & gua distilada.

a) Producao de mitoses.

Para producdo de ondas mitéticas, foi utilisado com resultados perfeita-
mente satisfatérios o método de defaunacao parcial (ANDREwW & LiGHT, 1929).

Como outros termitas, K. wagneri expulsa seu conteiido intestinal com
muita facilidade. Nestas circunstiancias eram colhidos individualmente e
postos numa placa com papel de filtro imido. J4& no momento de serem apa-
nhados com a pinca, emitiam uma certa quantidade do contédo. Os termi-
tas isolados eram entdo irritados comprimindo delicadamente o abdome com
uma pinca curva até que tivessem emitido 5 a 6 goticulas de material. As
ultimas sao pouco abundantes e de um amarelo muito claro, isto é, da cér
do material que se obtem quando se disseca o tubo digestivo.

Exames frequentes nestes termitas assim parcialmente defaunados mos-
traram que duas horas apds a operacdo ja se encontravam numerosas férmas
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de flagelados em mitose. As mitoses nas lofomonades sao mais raras, pare-
cendo exigir um lapso de tempo maior para atingir 0 maximo de frequencia.
Em Zootermopsis, ANDREW & LIGHT encontraram ondas mitéticas 21 horas
apos. '

"~ Com éste método tio simples foram obtidas tédas as figuras mitoses que
estudamos.

b) Exame “in vitro™.

O exame in vitro foi praticado com material do tubo digestivo dissecado
em solucdo de Ringer com uma concentragdo 70% “normal”. Estas prepa-
racdes vivas foram igualmente estudadas com condensador de campo escuro,
sobretudo para pesquisa dos flagelos.

c) Métodos de fixacdo e coloragao.

Para o estudo com material fixado e corado os seguintez métodos foram
usados:

Schaudinn | 59 &c. acético . Heidenhein

Schaudinn -+ 5% ; . hemateina ac. picrico sequndns Freitas (1927)

Schaudinn - 59, 7 . Feulgen

Schaudinn - 5%, ; . Delafield

Schaudinn 4+ 59% ~ ° . Mann-Dobell

Bouin -} 5% : Heidenhein

Bouin + 59 ac. acético ...... hemateina ac. picrico

Champy .....cveieenniiennnn. Heidenhein

Formol ........ ..., Achucarro-Ranke, 1.2 variante de Del Rio Horteqa (1916).

As preparacdes foram confecionadas dissecando o intestino do termita
sobre uma gota de solucio de Ringer diluido com agua distilada na propor-
cio acima referida e adicionada de um ponta de bisturi de albumina de ovo
seca (MERCK), como usualmente se procede para fixar material na laminula
e evitar grandes distor¢des durante a fixacao.

Uma véz isolado, o intestino é ligeiramente dilacerado, e muito delicada-
mente, espalhado sobre a superficie da laminula. E’ conveniente que sejam
conservados os fragmentos de intestino que ficam aderidos a laminula apés
a fixacdo, pois tais fragmentos se encontram crivados de exemplares de Me-
tasaccinobaculus podendo-se observar bem as mitoses.

A hematoxilina férrea cora energicamente o axostilo ondulante, preju-
dicando por vézes a observagdo do nicleo. Fornece imagens muito claras
do aparelho de fixacdo d'esta organela na parede do corpo. Contudo este
método, dentro dos limites de uma diferenciacao conveniente, nao se presta
bem ao estudo das fibrilas croméfobas.



352 Memdrias do Instituto Oswaldo Cru:z 43, (2) 1945

Do mesmo modo as esferas endoplasmaticas se bem que nio se corando,
apresentam-se muito amarelas e pouco transparentes, o que comunica um as-
pecto menos agradavel ao protozoario.

O método de hemateina férrea-acido picrico céra a membrana ondu-
lante interna menos intensamente que a hematoxilina férrea, fornecendo con-
tudo imagens perfeitamente nitidas d'esta organela e permitindo uma mais
tacil observagao do niicleo. As esferas protoplasmaticas apresentam-se mais
palidas e transparentes e as fibrilas cromofobas mais intensamente coradas,
de modo que este método permite um estudo mais minucioso do componente
cinético.

A reagao de FEULGEN embora apresentando imagens nitidas do nicleo

de Metasaccinobaculus e de outros protozoarios de K. wagneri, ndo fornece
aspectos novos em relacdo as estruturas consideradas cromaticas pelos outros

métodos. Os fragmentos de madeira, reagem positivamente com o reativo

sultofucsinico, fato observado por KippErR (1929) e confirmado por todos os
AA. que tém aplicado esta reacdo ao estudo dos protozoarios dos termitas.

Com o método tanoargentico de Achucarro-Ranke-Del Rio Hortega, nio

conseguimos mais que uma béa impregnag¢do de organismos espiralados e
bactérias filamentosas da flora intestinal do termita. Os fragmentos de ma-

deira situados tanto dentro do corpo dos protozoarios quanto livres no liquido
intestinal, reduzem fortemente o complexo argéntico, dando as Calonympha
tricomonades e lofomonades, a aparencia de aglomerados de estruturas negras
que impedem qualquer observag¢ido. Os tufos flagelares das lofomonades im-
pregnam-se claramente em purpura escura assim como as esferas protoplaz-
maticas de Metasaccionobaculus. Na superficie d'estes tltimos, sdo eviden-
ciado nitidamente em negro um grande numero de bacilos curtos espalhados
por toda a superficie da membrana do corpo.

Apés fixacdo pelo fixador de Champy, nem o método de Heidenhein
nem o da hemateina férrea-acido picrico foram capazes de evidenciar estru-
turas que nado haviam sido demonstradas apés outros fixadores.

O método de Mann modificado por Dobell forneceu preparacdes muito
claras das varias organelas.

Se apds a retirada da solugdo corante, sio os preparados lavados
nagua muito fracamente acidulada pelo acido acético predominam os efeitos
da eosina, corando-se o nucleo em vermelho. Por outro lado, se apds o co-
rante se lava rapidamente na agua distilada e a sequir rapidamente tambem
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numa solugdo a 2% de acido fosfomolibdico, a coloragdo pelo azul de me-
tila fica ressaltada, corando-se o niicleo em escuro e mostrando muito lim-
pidamente o sistema de tfibrilas croméfobas. A lavagem nagua acidulada
pelo acido acético é muito conveniente para evidenciagdo dos granulos
eosinéfilos do rostelo. Nas preparacdes coradas por este método o axos-
tilos ondulantes aparecem corados intensamente pela eosina, mas as imagens

sio bastante transparentes.

MORFOLOGIA E CICLO

Forma fixa.

A forma fixa, completamente desenvolvida, tem em ambas as espécies
do género um aspéto sacciforme.

Aparecem a primeira vista como sacos com um longo e delgado colo e
cheios de esferas até uma certa altura.

A superficie do corpo em corte 6tico, aparece ericada de pequenas sa-
liencias constituidas pelas bactérias aderentes.

Nas preparacdes coradas pelos métodos acima referidos, estes microor-
ganismos aparecem palidamente corados, mas, como foi dito, deixam-se im-
pregnar intensamente pelo método de Achucarro-Ranke~-Del Rio Hortega

(1.2 variante) .

“In vivo”, os flagelados aparecem em tio grande niimero que, aperta-
dos uns de encontro aos outros, revestem inteiramente a parede do tubo di-
gestivo do termita, onde se fixam pelo longo rostelo. O exame dos cértes
do tubo digestivo dos termitas demonstra que M. clevelandi constitue uma
camada mais préxima da membrana do tubo digestivo enquanto que M. oxy-
monoides introduzindo os rostelos entre os exemplares de M. clevelandi,

formam uma segunda camada.

O axostilo ondulante vibra rapidamente embora com uma amplitude re-
lativamente menor que nas formas jovens. Quando destacados na parede do
tubo digestivo, movem o rostelo lentamente de um lado para o outro.

Em ambas as espécies, o endoplasma é envolvido por uma espessa ca-
mada externa de aspecto quasi homogeneo. A espessura d'esta camada nao
é igual em toda a estensao do corpo; pouco espessa na base do rostelo, atinge
o maximo de espessura na extremidade posterior onde sobretudo em M. oxy-
monoides, é bastante apreciavel. Internamente a sua superficie nao é lisa,
mas ao contrario irreqgular e apresentando numerosas depressdes onde se in-
crustam as esferas do endoplasma. Esta camada periférica do flagelado é
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quasi homogenea, deixando porém ver uma fina estriacido em certos indivi-
duos e um reticulo pouco perceptivel em outros; é muito possivel porém que
nao sejam mais que artificios de fixacgao.

No endoplasma, além de fragmentos de madeira por vézes de grande di-
mensdes e sempre em pequeno numero, sdo encontradas em grande quanti-
dade e enchendo todo o corpo das formas fixas, formacdes esféricas de um
amarelo pardo e ndo coraveis pela hematoxilina ou hemateina assim como
pelo método de MANN-DoOBELL. Estas esferas consideradas produtos meta-
bolicos e bem descritas e figuradas por KirBY (1929, figs. 16b e 17) mere-
cem aqui um certo nimero de observacbes. Ausentes nas formas jovens que
nadam livremente no liquido intestinal, o aparecimento d’estas esferas parece
estar ligado a fixagcdo do protozoario 4 parede. De qualquer modo as formas
mais jovens exibindo esferas no endoplasma j& apresentam um rostelo em

desenvolvimento.

A regidao do corpo onde se formam em primeiro lugar, é na visinhanga
da base do rostelo. Em formas um pouco mais desenvolvidas se formam pelo
corpo inteiro sob a forma de palidas goticulas (Pl. II fig. 11). Em concor-
dancia com o que UIRBY descreve em relacdo a Proboscidiella koloidi as es-
feras apresentam uma certa variacdo morfolégica, mostrando-se homogenas
em alguns casos, ou com uma depressdo em outros.

E’ frequente a ocurréncia de duas esféras comprimidas uma de encontro
a outra (Pl. I, fig. 1 e P1. III, fig. 3.). Também em certos casos nao
possuem contornos muito nitidos ao passo que em outros ddo a impressdao de
possuirem externamente uma membrana nitida, como interpreta KIRBY
(loc. cit.). Na reproducdo, as esferas que nao ficam situadas na regido do
corpo ocupada pelos flagelados-filhos, tendem & dissolucao, como veremos
mais adiante. A medida que os exemplares vao-se desenvolvendo, estas inclu-
sdes viziveis no seu endoplasma vao-se tornando mais volumosas, até que,
entre os individuos com os caracteres de fédrmas inteiramente desenvolvidas, os
seus tamanhos médios ndo variam muito. As medidas realizadas em 100 es-
feras com contornos nitidos para cada espécies distribuidas entre 10 indivi-
duos mostram o seguinte resultado (em u)

Maiximo Minimo MaAédia Moda

M. oxymonoides ....... 7.3 2.9 5.0 4.4
M. clevelandi .......... 5.1 1.5 2.7 3.0

O rostelo apresenta no genéro Metasadcinobaculus, grande semelhanca
com o dos oximonadideos conhecidos. As suas dimensdes verdadeiras sdo
dificilmente apreciaveis de modo correto em grande nimero de exempla-
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res, pois se comportam como estruturas extremamente elasticas, se alongando
consideravelmente sob a influéncia da menor tracdo. E’ assim frequente o
encontro de férmas possuindo um rostelo com duas ou mais vezes o compri-
mento do corpo. Nos cértes de tubos digestivos de termitas fixados “in toto’,
assim como entre os exemplares com a morfologia particularmente bem con-
servada, nunca se encontram tais dimensdes; nestes casos o comprimento da
referida organela varia comumente entre metade e dois tercos do compri-
mento do corpo, nunca maior que este. Provavelmente este fato interferio
nas observacdes e medidas KirBY em relagdo a Microrhonalodina (= Pro-

boscidiella) kofoidi (KirBY, 1929, pag. 363 e fig. 16, Pl. 22).

Do mesmo modo, a estrutura da extremidade anterior do rostelo nao é
passivel de ser determinada em todos os exemplares arrancados da parede
do tubo digestivo durante a confegdo da distengdo. Aspectos como os das
figs. 1, 2 e 5da Pl. I e 7 da Pl. 1I, sdo os mais frequentementes encontra-
dos. Nos exemplares praticamente livres de qualquer traumatismo, a extre-
midade fixadora aparece como um disco deprimido no centro, dando a apa-
réncia de verdadeira ventosa.

No interior do rostelo ha um grande nimero de fibrilas que estudare-
mos a sequir juntamente com os outros elementos do componente cinético.

Na descricio do componente cinético do género Metasaccinoba e cubus,

temos a considerar : a) fibrilas croméfobas independentes, isto é, nao ligadas

ao axostilo; b) fibrilas croméfobas intrarostelares ligadas ao axostilo ondu-
lante; e c¢) axostilo ondulante.

a) As fibrilas croméfobas nao ligadas ao axostilo, sao claramente de-
monstradas pelo método de hemateina férrea-ac-picrico assim como pelo
de MANN-DoOBELL, particularmente apds a agdao do acido fosfomolibdico. O
método de HEIDENHEIN mostra tais estruturas com muito menor clareza.
Apresentam uma absoluta semelhanca com as estruturas descritas por CLE-
vELAND (1935) em Oxymonas grandis. Estas fibrilas formam um feixe que

corre da extremidade do rostelo onde ja é possivel individualizal-o destas
fibrilas, separando-o das que sdo ligadas ao axostilo. Os dois feixes cro-
méfobos correm assim lado a lado até a base do rostelo. Chegando a base
desta organela, as fibrilas croméfobas ndo ligadas ao axostilo continuam pelo
corpo onde se resolvem em outros feixes mais finos que se dirigem para varias
direcbes cruzando o corpo do protozoario e se insinuando entre as esferas

(figs. 1 e 6 Pl1. I).

Em certos casos os feixes parecem terminar abrutamente sem muitas sub-
divisées (P III, fig. 13). Na fig. 16 (Pl III) pode-se vér unidos feixes mais
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finos, Em M. (levelandi estas fibrilas sdo incomparavelmente menos desen-
volvidas e portanto também menos visiveis.

As fibrilas cromoéfobas ligadas ao axostilo tem sido descritas pelos AA.
que tém estudado os flagelados oximdénades, com parte integrante desta or-
ganela. Em Metasaccinobaculus formam uma estrutura cilindrica que corre
desde a extremidade do rostelo até a membrana ondulante interna (axotilo) .
Sdo muito mais numerosas que as que formam o sistema cromdéfobo acima
descrito; morfolégicamente porém, nao é possivel evidenciar diferencgas.

Nas preparac¢des coradas pelo método de MANN-DOBELL observa-se um
ou mais granulos sistematicamente presentes nos exemplares examinados e
que aparecem corados pela ecsina, mesmo quando as preparacdes sao pas-
sadas por uma solucdo de &cido fosfomoliblidico que fixa consideravelmente
o azul de metila. Em alguns exemplares se apresentam com um sé granulo
irreqular de dimensées maiores, ao passo que em outros é possivel identifi-
car dois ou trés granulos muito préximos uns dos outros.

Este granulo se situa logo abaixo da expansao terminal do rostelo, e é
dificil o seu estudo apurado, pelo fato de se situar numa regiao muito su-
jeita a distensdes e tor¢des durante o arrancamento do flagelado e onde
também os corantes se fixam com maior intensidade.

E possivel que tal estrutura tenha uma importadncia maior do que pa-
rece a primeira vista, e que entdo seu estudo mais aprofundado venha a
trazer esclarecimentos sobre certos problemas relacionados com o componente

cinético dos flagelados oximonades

Em conexdo com sistema fibrilar que acabamos de descrever, encon-
tra-se o axostilo ondulante. O aspecto da extremidade anterior onde Ele en-
contra as fibrilas croméfobas logo abaixo da base do rostelo. sugere uma
forma primitivamente tubular para esta estrutura. E assim que a extremidade
anterior aparece como um calice com o bordo mais aberto do lado oposto
ao que corre o feixe de (fibrilas independentes (Pl. I, fig. 1 e Pl. Ill, fi-
gura 13). Tal aspecto tubular, muito cedo se evidencia (Pl. Ill, fig. 20).

Na sua extremidade anterior o axostilo ondulante aparece nas prepara-
cdes coradas como um cilindro que logo se achata e se alarga enormemente

48,

de modo a adquirir o aspecto de uma grande faixa membranosa, que "in
vivo”' é dotada de vigorosos movimentos, particularmente nas formas jovens.
Com forte aumento é possivel vér que esta membrana é formada por fibrilas
muito mais finas e muito mais firmemente unidas que as do sistema cromé-
fobo. Muito frequentemente o axostilo aparece como que dilacerado nos seus
bordos (P11, figs. 1, 6 e 6), dando o aspecto de franjas. Este dilaceramento
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se faz apenas no sentido das fibrilas e pode ser comparado no que o ocorre
nas folhas dos vegetais como as palmeiras. Este fené6meno ocorre muito mais
intensamente em M. oxymonoides que em M. clevelandi. Nao foi possivel re-
lacionar estes aspectos dos axostilos com a existéncia de maior niimero de
espécies incluidas dentro destas duas ja citadas.

O axostilo é preso na parede do corpo pela sua extremidade posterior.
Como veremos mais adiante, nas formas jovens o ponto de fixacdo é na ex-
tremidade posterior do corpo (P11, fig. 4, P], 11, fig. 10). Com o crescimento
porém éste ponto vai-se deslocando, chegando a se fixar no térco anterior do
protozoario (Pl 1, fig. 2). Nos individuos adultos mas sem indicios de divisao,

o ponto de fixagdo se situa na metade posterior do corpo (Pl I, fig. 1, PI III,
fig. 13).

O axostilo se fixa posteriormente por uma curiosa estrutura fina e cilin-
drica formada pelo enrolamento sobre si mesmo de um de seus bordos, de
modo a constituir um tubo alongado (P], I figs. 1, 5 e 6, P II, tig. 7). Na
espessa camada superficial do corpo este tubo termina em uma ponta situada
dentro de uma estrutura dilatada como um cabo de espada. Esta dilatacao
em ampola parece formada pelas fibrilas superficiais do tubo (Pl IlI, fig. 21).

A estrutura que acabamos de descrever sio mais conspicuas em M. oxy-
monoides que em M, clevelandi.

Nas formas adultas ndo foi possivel evidenciar bainhas axostilares como
as que CLEVELAND (1935) descreve em Oxymonas grandis ou estriagdes
como em Saccinobaculus (CLEVELAND et altr. 1934), e que ocorrem nas
formas jovens das espécies aqui estudadas, como serd descrito mais adiante.
O maximo que se evidencia, e isto nas preparagdes pelo método de MANN
com acdo subsequénte do acido fosfomolibdico, é uma area alongada e ho-
mogenia em térno da estrutura da inser¢do do axostilo.

O niicleo em ambas as espécies esta situado no quarto anterior do corpo
e geralmente o seu contorno se projeta em grande parte sdbre o axostilo on-

dulante (Pl, fig. 1).

A nio ser nas formas em que as fibrilas croméfobas sdo vistas envol-
vendo o niicleo, (P11 fig. 3 e P11II fig. 14) nenhuma estrutura ligada a fi-
xacio do niicleo na sua posicdo foi encontrada, e nada portanto comparavel
com a “nuclear sleeve”’ (CLEVELAND, 1935). Em ambas as espécies o niicleo
& esférico ou ovoide. Embora fundamentalmente apresente uma estrutura
formada por reticulos de cromatina como em muitos dineninfides e oxymo-
nades os aspecto desta organela no género Metasaccinobaculus é mais ou
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menos invulgar entre os flagelados, assemelhando-se a primeira vista ao
nicleo de Pseudotrichonympha.

A estrutura do nucleo varia mais com a fase do ciclo que com a espécie.
Na forma adulta, o aspecto mais frequente é o de reticulo grosseiro de cro-
matina. As malhas deste reticulo sdo irrequlares, de diferentes tamanhos,
tao variaveis que fazem desaparecer o aspecto reticulado. Grossos granulos
de cromatina de tamanho e forma variaveis (Pl I figs. 1 e 2, P1 II figs. 7
e 11) constituem as estruturas cromaticas mais frequentemente encontradas.
Por vézes apresentam um aspecto mais delicado (Pl I fig. 6) em que ao lado

de granulos grossos e irregulares sdo encontrados um grande nimero de gra-
nulos finos.

Nos exemplares jovens os aspectos sdo mais ou menos diferentes.
Possuem um niimero menor de granulos grossos e as outras estruturas croma-

ticas sdo mais delicadas como veremos adiante. Nas formas fixas nio é pos-
sivel evidenciar qualquer estrutura que se possa considerar como um carioso-
ma, quer pela forma, quer pela constancia. Nas formas jovens, como veremos
adiante, ha um ou mais granulos de aspecto muito sugestivo neste particular.

De nenhum modo e em qualquer fase do ciclo foram vistos flagelos.
Divisao e mitose

Fenomenos de divisdao ocorrem exclusivamente, segundo o que podemos
observar, nas formas fixas, completamente desenvolvidas.

Os primeiros sinais de divisdo consistem numa degeneracido progressiva
do componente cinético extranuclear, isto é, do axostilo ondulante e das fi-
brilas croméfobas (Pl I, fig. 2). Simultaneamente nota-se um alongamento
do corpo, que em geral ndo é acentuado como o que se vé na figura 2 (Pl 1).
Nunca pudemos surpreender estiadios de divisio em cortes de intestinos de
termitas parcialmente desfaunados, certamente devido ao pequeno ndmero de
preparacdes; porém nos fragmentos de intestinos que ficam aderidos a lami-
nula, pode-se observar que os exemplares cuja extremidade posterior se sali-
enta da massa de individuos aderidos a parede apresentam ntcleos em mi-
tose. Finalisticamente poder-se-ia interpretar este alongamento como visando
uma saida mais facil para as férmas livres recem-formadas que sempre ce
originam na por¢do posterior do corpo.

Como ocorre nos demais oximénades, antes da divisdo, o nticlco emigra

para extremidade posterior, fato ligado a degeneracdo do axostilo ondulante
e do sistema fibrilar.

Uma véz livre na parte posterior do corpo o niicleo entra em mitose. Este
processo em Metasaccinobaculus se assemelha rotavelmente ao que ocorre em
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Oxymonas grandis de CLEVELAND, sendo, nos seus grandes tragos, idéntico
mesmo. Embora o aspecto das figuras seja diferente, tal similitude é de se

esperar, dadas as estreitas relagdes entre éstes flagelados e os oximdnades.
Continuando no seu alongamento, o fuso passa a ser comportar como uri
feixe de fibras comprimido pelas suas duas extremidades, pois ao envés de se
apresentar como um feixe Gnico e reto resolve-se em varios feixes convexos,
abaulados. O espaco interno que se forma pela subdivisio e abaulamento
do fuso central é homogenio e ndo contém granulos de cromatina (Pl Il
fig. 15), que ficam entdo comprimidos entre os furos e a membrana nuclear.

Como nos demais oximdénades os cromosomas sdo extremamente finos.
Nada que possa ser considerado como a imagem positiva de um centriolo
ficou evidenciado em nossas preparacdes (V. capitulo Discussdo).

Nesta fase, por vézes épossivel evidenciar dois granulos redondos (Pl Il
fig. 15) ou alongados (PI11II, fig. 18), naturalmente sem qualquer relagao

aparente com a estrutura acima referida.

Na metafase um numero imenso de estruturas cromosomicas se aglomera
1o fuso. e de um modo acentuadamente mais denso no equador (P11l figs. 16

e 19).

Embora com uma certa variacdo, nesta fase surgem os primeiros sinais
de reorganizacdo do componente cinético extranuclear. Este processo segue
o mesmo método que nos demais Oxymonadidae, e ja descrito por CONNELL
(1930) . Os novos axostilos aparecem como duas pequenas estruturas alon-~
gadas e fortemente cromoéfilas, geralmente situadas nos polos da figura mit6-
tica, sendo porém por vézes encontradas em outras posicoes, na visinhanca
sempre do nucleo. E’ possivel que @éste tato esteja relacionado com acidente
na preparacdo do material. De qualquer modo, ¢é impossivel evidenciar
de modo irrefutavel, qualquer estrutura que relacione os axostilos ondulantes
em formacdo com o fuso central da mitose ou qualquer estrutura ao nivel da

membrana nuclear.

Certas figuras mitdticas sugerem a existéncia de uma estrutura membra-
nosa hialina que envolveria o nucleo em mitose e de cujas extremidades se
desenvolveriam os novos axostilos (Pl III, fig. 16). E’ curioso que notar que
esta figura que mereceu identica interpretagdo do Dr. JurLio Muniz coincide
em tracos gerais com as de CoNNELL (loc. cit.) em Oxymonas dimorpha.

As figuras de telofase mostram um fuso central persistente como nas OX i~
monades em geral, mas de aspecto mais regular e homogeneo que o de Oxy-
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monas grandis (Pl IIl, fig. 20). A massa de cromosomas se condensa nos
polos deixando vér o resto do nicleo com um aspecto quase homogénio e
muito finamente granuloso.

Nas figuras vistas pelos polos (Pl. III fig. 16) observa-se o aspecto ra-
diados das fibras cromosomicas (s° CLEVELAND) densamente incrustadas de

estruturas cromosomicas, bem como o espago claro circular na periféria do
qual nascem as fibras do fuso central (v. também Pl III fig. 20). A partir
desta fase cstas estruturas crométicas vao-se condensando mais e mais. os
axostilos ondulantes crescem rapidamente (Pl. III figs. 17 e 20), podendo-
se perceber entdo claramente a estrutura de calise na extremidade anterior do
axostilo, sébre o qual ja nos referimos durante a descricio desta organela na
tase adulta. Vista de lado em corte ético (P1 III, fig. 17) observa-se uma

chanfradura em V correspondendo ao calice visto lateralmente . Visto de cima
(Pl. III, fig. 20) observa-se uma secado circular correspondendo a abertura
do calice.

Da superficie do cilindro que compée a extremidade do axostilo, partem
as primeiras fibrilas cromé6fobas que logicamente deverdo constituir o sistema

croméfobo do rostelo associado com o axostilo. Nas primeiras fases de de-

senvolvimento, assumem os aspecto de colarinho (tig. 20) que tende a se
estreitar a medida que cresce.

As primeiras fibrilas croméfobas nio associadas com o axostilo nascem na
extremidade deste colarinho que se afila com o crescimento (Pl. III, fig. 17).

Em estadios posteriores onde as estruturas ja aparecem com seu aspecto
definitivo, a origem destas fibrilas aparece de modo irrefutavel (Pl. II, fig. 9).

Terminada a divisdo nuclear o componente cinético (sistema neuromotor)
de Metasaccinobaculus ja se acha completamente organizado, de modo que

encontramos na extremidade posterior do corpo do individuo gerador duas
férmas jovens perfeitas, no mesmo substrato protoplasmatico.

A metade ou os dois tércos anteriores do organismo que deu origem a
estas férmas jovens entra em degeneracio, desprendendo-se da parede do
tubo digestivo do termita pela destrui¢io do aparelho de fixacdo e permanece
no meio intestinal como um saco. tendo no seu interior os dois individuos re-

cem-formados (PL 1I, fig. 9 e PL III, fig. 14). E’ muito facil limitar as
duas regides do corpo. Na que se mantém viva, as esferas endoplasmaticas

conservam a sua morfologia tipica, ao passo que na regidao do corpo em de-
generacao, estas inclusGes perdem seu contorno nitido assim como na sua
forma arredondada, e se transformam em manchas irrequlares e imprecisas.
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Simultaneamente aparecem grandes vacuolas, algumas contendo no seu inte-
rior estas esferas (V. Pl IlI, fig. 14).

Nos individuos recemformados, é possivel evidenciar com téda a clareza
(P1. III, fig. 14) um sistema de fibrilas croméfobas envolvendo o nicleo,

como ja foi referido anteriormente.

Como a divisdo do plasma se realisa numa regido pouco diferenciada e
num organismo em degeneragdo parcial, ndo parece haver um plano de diviséo
muito nitido. Na maioria dos casos, como os que ilustram esta descri¢ao, o
sentido da divisao é transversal. Em outros casos os flagelados recemformados
sio vistos lado a lado na extremidade anterior da por¢ado protoplasmaticas que
os contém. Nunca nos foi possivel obter figuras de evolugdo de uma tal si-
tuacio, e, assim sendo, ou admitimos uma disposi¢do dos individuos jovens de
modo a garantir um plano transversal de divisdo, ou simplesmente uma ten-
déncia a rotacdo de cada um em sentido contrario, do que resultaria um plano
de divisdo longitudinal em relacdo ao eixo do corpo do flagelado gerador.

No processo de multiplicagdo ocorrem anomalias de diferentes tipos com
relativa freqiiéncia. Individuos com dois e mais raramente com trés nicleos
sdo por vézes observados, e em tais casos sempre existe um igual nimero de
sistemas neuromotores. Na fig. 12 (Pl Il) vé-se um exemplar trinucleado de

M. clevelandi em divisao. Ao contrario porém encontra-se por vézes exem-

plares com dois neuromotores e um sé nicleo. O método de formagdo de tais

anomalias fica sem explicacao.

Um tipo muito curioso de anomalia aparece na figura 6 (Pl. I). Tudo
leva a crér que neste caso um fator qualquer teria inibido a divisdo citoplas-
matica, e é extremamente curioso observar que quando o organismo situado
anteriormente fixou seu rostelo na parede do tubo digestivo do termita, o outro
situado posteriormente foi estimulado de modo que o seu rostelo cresceu no
interior do primeiro indo atingir a parede do intestino do hospedador atravez

o corpo d’este.

Férma jovem

As férmas que se originam segundo o processo que acabamos de descre-
ver, apresentam um aspecto bastante diversos das adultas, fixas, se bem que
conservando as caracteristicas fundamentais do género. Os aspectos morfo-
l6gicos sdo profundamente influenciado pelo axostilo ondulante que aqui atin-~

ge a dimensdes relativas muito maiores.
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In vivo”, a presenca destas formas chama imediatamente a atengao pelos
seus movimentos peculiares, nadando livremente no meio intestinal do ter-
mita, gragas exclusivamente ao seu axostilo ondulante. Este movimento se

efetua em duas fases que se sucedem muito rapidamente. Na primeira fase a
membrana dobra-se sobre si mesma de modo que a extremidade posterior do

corpo fica quase ao nivel da extremidade anterior. Numa segunda fase ela
se distende bruscamente.

Individuos fixados nesta posicdo, isto é, dobrados pela metade aparecem
como tendo um contérno circular, o rostelo repousando sébre a parte posterior
do corpo.

Se fixados em extensdo apresentam uma férma alongada como na figu-

ra4 (Pl. I).

Ao contrario das férmas inteiramente desenvolvidas cuja camada exter-
na do corpo apresenta grande espessura, ambas as espécies possuem quando
jovens apenas uma delgada membrana externa.

O endoplasma é muito finamente granuloso e fortemente croméfilo. Pela
hematoxilina férrea cora-se em azul negro e pelo método de MANN violeta

azulado. Nas preparacdes tratadas pelo acido fosfomolibdico, o endoplasma
aparece azul. Nao se nota a presenca de esferas no endoplasma que somente

mais tarde fazem o seu aparecimento.

O rostelo é rudimentar, largo na base e se afinando ligeiramente até a

extremidade, que é arredondada.

Nesta por¢io anterior do rostelo, se pode observar, sobretudo nas pre-
paracdes pelo método de MANN, alguns granulos alongados, simulando es-
passamentos da fibrilas croméfilas e que se coram eletivamente pela eosina.
Sido estes granulos eosinéfilos que vamos encontrar nas formas adultas, e

sobre os quais ja nos referimos.

Muito prcocemente e antes de qualquer indicio de fixacao, & possivel evi-
denciar. na extremidade do rostelo, um pequeno disco pediculado simulando
uma minuscula ventosa e de morfologia extremamente parecida com a mesma
estrutura da férma adulta, como é representada na fig. 13 (Pl. Ill). As fi-
brilas croméfobas nio associadas ao axostilo formam um sistema quc corre
superficialmente pelo rostelo e distribuidas igualmente por téda superficie in-
terna desta organela, atingindo o corpo do flagelado de modo formar uma
corda de fibrilas que envolvem a extremidade do axostilo ondulante e o nucleo.
A formacido de um feixe que corre por um lado do rostelo e que se vai resol-
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vendo progressivamente em feixes menores sé ocorre posteriormente e é pos-
sivel que se relacione com as alteracdes morfolégicas determinadas pela fixa-
cio do organismo na parede do tubo digestivo do hospedador.

O axostilo ondulante é amplo, de bordos continuos, nao franjados como
nos adultos, corando-se eletivamente pela eosina no método de MANN.

As estruturas que garantem a fixagao da sua extremidade poste.rior na
parede do corpo sdo um pouco diferentes da férma adulta e apresentam certa
semelhanca com idénticas estruturas em Saccinobaculus, Como neste dinenin-
fideo de Cryptocercus, a extremidade do axostilo se projeta para o exterior,
e se fixa na membrana por espessamento anular. Outra analogia muito inte-
ressante é a existéncia de uma bainha de aspecto estriado, como sendo for-
mada de um ntimero imenso de finissimos filamentos que partindo do axostilo
se dirigissem para membrana do corpo. No caso de Metasaccinobaculus porém,
estas estriacdes estdo restritas a porcdo tubular terminal do axostilo e nao pa-
recem atingir a membrana. Nestas formas jovens pode-se perceber também
muito nitidamente como o tubo terminal se origina pelo enrolamento de um dos
bordos.

O niicleo tem igualmente uma estrutura pouco semelhante ao das formas
adultas. De inicio apresenta uma estrutura cromética muito pobre e consti-
tuida por granulos finos de cromatina que se dispersam uniformemente pelo
carioplasma como em Oxymonas grandis. Cédo porém inicia-se o apareci-
mento de granulos cada vez mais grossos, e irregulares até que reproduzem
o aspecto do niicleo dos exemplares desenvolvidos, com seus grossos granulos
irrequlares e barras de cromatina. Nas formas jovens encontra-se um dos mais
granulos croméfilos, de morfologia diferente. (PI. II, fig. 10). Sao este-
ricos e envolvidos por um halo claro como um cariosoma, mas como foi dito,

nem sempre Gnicos. Tais granulos persistem durante um certo tempo. (Pl. I,
fig. 5), diminuindo cada vez mais e terminam por desaparecer. A coincidéncia
do aparecimento d'estes granulos em fases do ciclo em que o nicleo ¢ ainda
pobre de cromatina e o seu desaparecimento progressivo a medida que este se
vai enriquecendo em cromatina. apresenta certa analogia com o nucleolo dos
organismos pluricelulares. Assim sendo, é possivel que aqui ocorra uma trans-
formacido ciclica das nucleoproteinas do acido ribonucleico em nucleoproteinas
do acido desoxiribonucleico.

As formas jovens crescem sem sofrer grandes altera¢des estruturais, como
¢ demonstrado pela ampla variabilidade de dimensdes. Transformagdes que
conduzem aos aspectos caracteristicos dos individuos adultos, operam-se mais

ou menos simultaneamente. e tudo leva a crér serem determinadas pela fixagao
x )
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do organismo. Assim, uma forma recem fixada simula uma forma adulta de
pequenas dimensdes.

O axostilo perde a capacidade de executar movimentos tio amplos, pois
nunca € possivel observar formas com indicios de fixacdo e com o corpo do-
brado, como as formas livres. “In vivo' constata-se que o movimento do axos-
tilo ddas formas fixas é também ondulante, mas incapaz de dobrar ou mesmo
imprimir altera¢des profundas na forma do corpo como nos exemplares jovens.
Como foi dito mais acima na descricio das formas adultas, os axostilos on.
dulantes ndo acompanham o ritmo do crescimento do corpo, de modo que seu
ponto fixo de inser¢do vai-se ocupando uma posicio cada vez mais anterior.
Compare-se p. ex. as figs. 2 e 4 da PI. I.

Néo ¢ ilégica a hipétese de que a tensio que se exerce sbbre esta orga-
nela concorra pelo menos em parte para dilaceracio dos bordos.

?

O rostelo cresce rapidamente desenvolvendo o disco de fixacao (Pl. I
fig. 5).

As fibrilas croméfobas se alongam, atingindo a regiao posterior do corpo,

e se concentrando progressivamente de modo formar o feixe que corre late-
ralmente (Pl I, fig. 5).

As esferas endoplasmaticas comecam a se formar em primeiro lugar na
extremidade anterior do corpo do protozoario, na regiao compreendida entre
a parede e o axostilo ondulante, do lado oposto aquele em que correm o feixe
de fibrilas croméfobas. Posteriormente, em tdda a superficie do endoplasma,

»

é iniciada a formacio destas inclusées.

A principio tem o aspecto de goticulas amareladas quase imperceptiveis
que aumentam de tamanho e espessura até atingirem as dimesdes que apre-
sentam na férma adulta. Esféras endoplasmaticas e o ponto de insercdo do

axostilo sdo elementos preciosos para a determinacio do estadio do ciclo de
um determinado exemplar.

Género Metasacrinobaculus n. gen.

Diagnose.

Flagelados sem flagelos, com o corpo alongado, sacciforme, cheio de es-
feras endoplasmaticas. Rostelo anterior funcionando como 6rgao de fixacao
na parede do tubo digestivo do termita. O axostilo formado por uma mem-
brana larga dotada de movimentos muito ativos e servindo de 6rgao de lo-
comogao; sua extremidade anterior se situa na regiio da base do rostelo e sua

(
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extremidade posterior se fixa na parede do corpo por meio de uma estrutura
tubular, com uma dilatagdo terminal, em copo de espada.

Dois sistemas de fibrilas croméfobas intrarostelares, o primeiro associa-
do ao axostilo e que corre da extremidade do rostelo & extremidade anterior
da por¢do ondulante e croméfila; o sequndo é constituido por um feixe que
corre da extremidade anterior do rostelo, atingindo o corpo propriamente
dito, e percorrendo-o em grande extensio.

Duas formas evolutivas. Foram jovem, nadando livremente no liquido in-
testinal do hospedeiro, com camada externa formada por uma delgada mem-

brana, endoplasma muito finamente granuloso e fortemente croméfilo; esferas
ausentes. Axostilo ondulante relativamente muito desenvolvido, e se fixando
na extremidade posterior do corpo. Rostelo e fibrilas croméfobas rudiments-

res, Nicleo a principio com granulos de cromatina muito finos e uniforme-
mente distribuidos; com o desenvolvimento, grossos granulos irrequlares.

Forma completamente desenvolvida, fixa, com rostelo muito desenvol-
vido e disco de fixagdo. Camada superficial do corpo espéssa, sobretudo na
extremidade posterior. Endoplasma com numerosas esferas amarelo-pardas,
muitas com contornos nitidos. Axostilo ondulante com movimentos menos ex-
tensos que na forma jovem e se fixando na parede do corpo tanto mais ante-
riormente qﬁanto mais desenvolvido o exemplar. Niucieo esférico ou ovoide
com um reticulo grosseiro de grossos granulos e traves de cromatina, de forma
irregular.

Mitose do tipo dos oximonadideos, realizada na regido posterior do
corpo, grande fuso central intranuclear comumente dissociado em dois ou mais
feixes. Degeneracdo do componente cinético extranuclear e reorganizacao
nos polos da mitose.

Espécie tipo: Metasaccinobaculus oxymonoides n. sp.

Metasaccinobaculus oxymonoides n. sp.

Corpo volumoso. Camada externa do corpo, espessa, particularmente na
extremidade posterior. Grande axostilo ondulante, apresentando frequente-

mente os bordos dilacerados em franja. Fibrilas croméfobas independentes
muito nitidas, formando feixes que atingindo o corpo se sub-dividem em outros
secundarios que. percorrem téda a sua superficie interna. Esferas endoplasma-
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ticas ‘grandes, medindo as que apresentam contornos, nitidos entre 7,3 e 2,9
com uma média de 5 e uma moda de 4,4.

( Comprimento .... Max. 401 — Min. 165 — Med. 235
Corpo (
( Largqura ......... Max. 70 — Min. 33 — Med. 67
Rostelo ............... .. Max. 131 — Min. 81 — Med. 108
Nicleo ................. Max. 19x17,5; Min. 11,7x11,7; Med. 15,2x13,5

Metasaccinobaculus clevelandi n. sp. (*)

Corpo relativamente delgado. Camada externa do citonlasma nio riuito
espessa. Axostilo ondulante menor e mais estreito que o de M. oxymonoides,
apresentando escassa tendéncia a formar franjas. Fibrilas cromofobas nio
associadas ao axostilo, pouco conspicuas. Esféras endoplasmaticas pequenas,
medindo as de contdrnos nitidos entre 1,5 e 5,1 com uma média de 2,7 e uma

moda de 3.

Dimensées (forma inteiramente desenvolvida)

( Comprimento .... Max. 237 — Min. 169 — Med. 217
Corpo (
( Largura ......... Max. 44 — Min. 31 — Med. 37
Rostelo ................. Max. 87 —Min. 55 — Med. 70
Nuacleo ................. Max. 20,4x13,1; Min. 10,2x10,2; Med. 14,5x12,7
DISCUSSAO

Antes de entrarmos na discussdo dos pontos diretamente relacionados com
0 género aqui criado, isto é, sGbre sua legitimidade e sdbre as contribuicdes
que seu estudo trouxe para o conhecimento do grupo, é conveniente que se
trate de alguns pontos preliminares.

1) Fibrilas croméfobas independentes.

Sob esta denominacio consideramos no decorrer deste trabalho o feixe de
fibrilas croméfobas nao relacionadas com o axostilo, em contraposicdo aquelas
que, partindo da extremidade anterior da membrana ondulante terminam na
extremidade do rostelo. De acérdo com o nosso conhecimento, um tal feixe

. * Dado em ponra ao prof. I.. R. Cleveland da Universidade de Harvard, pelos seus nota-
gelsi trap;a.lhos sObre a citologia dos protozoirios em geral, particularmente sobre os flagelados
e termitas.
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de fibrilas ocorre sémente no flagelado descrito por CLEVELAND como Oxy-
monas grandis. Este A. contudo interpreta esta estrutura de um modo diverso:
isto é, como sendo constituida pelas préprias fibrilas intrarostelares do axos-

tilo que, atingindo a extremidade anterior do rostelo, dobram-se e percorren-
do-o em sentido contrario atingem o corpo do protozoario. Esta interpretacio
do A, é figurada (Fig. de texto 33-3, 4, 5), e declarada textualmente (pa-
gina 52 linha 2). "The axostyle onsists of a staining and a non-staining
portion the latter beginning near the rostellum, extending into this organelle
to its anterior tip where it bends and then extends posteriorly through the ros-
tellum and the body, usually forming a coil in the posterior portion of the

body'...

Ora, em Metasaccinobaculus os fatos nao se passam deste modo. Vimos
que as fibrilas independentes se formam na extremidade céalice se diriginde
imediatamente para traz (Pl III, fig. 17), e, nos estadios subseqtientes, po-
de-se apreciar com igual nitidez que elas se originam na extremidade do ros-
telo ndo sendo absolutamente constituida pela simples curvatura das fibrilas
do axostilo.

A origem destas fibrilas croméfobas independentes cria um novo pro-
blema que se adiciona aos que ja existem em relagdo a mitose a formacao do
componente cinético extranuclear nos oximonadideos. Por analogia com o
que ocorre nos outros flagelados, é licito perguntar de que organela cinética
se originam estas estruturas, e se nao haverd alguma relacao entre a sua
origem e os granulos eosinofilos sifuados perto da extremidade anterior do

rostelo, referidos no texto (pg. 356).

Como dissemos acima, o unico flagelado que apresenta uma estrutura in-
dubitavelmente idéntica ao feixe de fibrilas croméfobas independente de Me-
tasacdinobaculus é Oxymonas grandis, Contudo, nos géneros Oxymonas e Mi-
crorhopalodina (= Proboscidiella) tém sido descritas estruturas fibrilares que
parecem ser homologas das fibrilas croméfobas independentes. Korom &
Swezv (1926 e 1926 a) denominaram fibras retratoras, atribuindo-lhes a
funcido de retratoras do rostelo. Posteriormente KirRBY (1929) redescreve tais
fibrilas em Microrhopalodina (= Proboscidiella) Kofoidi mas infelizmente
nio se possiie dados sequros sébre a origem destas fibrilas. KirBy adianta que
provavelmente nascem no rostelo sem dar mais detalhes, enquanto que ZE-
LIFF (1930) admite que sejam fibrilas que se originam em blefaroplastos e que
“em certos casos’ ao envés de se dirigirem para o rostelo se orientam no sen-
tido posterior.
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CoNNELL (30) revela a existéncia de fibras (supporting Jibrils) que
seriam formada pela unido de fibrilas croméfobas do rostelo na férma fixa de
Oxymonas dimorfa. Tudo leva a crér sejam també&m organelas homologas.

E’ possivel que as estruturas descritas por CLEVELAND “et altr’ como
paraxostilo em Saccinobaculus e Pyrsonympha sejam também homologas das
hibrilas croméfobas independentes. Tal fato estabeleceria mais um ponto de

contato entre as duas familias.

2) Morfologia do axostilo.

O exame das preparagbes mostra uma grande variacio nos aspectos do
axostilo e pode-se perguntar se uma tal variacdo nao estaria ligada a existén-
cia de outras espécies além daquelas aqui descritas. Segundo o que podemos
interpretar, a variagao nos aspectos do axostilos corre por conta do angulo
sob o qual é observado e do grau de dilaceracdo que apresenta; em ambos os
casos todas as formas intermediarias entre tipos extremos podem ser vistas.
Tlias, fen6menos de dilaceracdo ocorrem também nos axostilos ondulantes de

Dinenympha (KirBY, 1924) e Pyrsonympha (PowegLL, 1928).

Se estas organelas sdo realmente homologas do axostilo dos outros fla-
gelados como discutem CLEVELAND et altr. (loc. cit.) em relacdo a Saccino-
baculus, ndo possuimos argumentos novos para discutir.

3) A auséncia de flagelos.

Uma das caracteristicas mais interessantes do género aqui criado & au-
séncia de flagelos em qualquer fase da vida.

Tal fato é interpretado como o resultado de uma alta adaptacio a vida
fixa, bem como de uma aquisi¢do da capacidade de executar movimentos pré-
prios, por parte desta organela que denominamos de axostilo de acdérdo com

os AA. que t&m estudado o assunto, e por falta de argumentos em contrario.
Em Saccinobaculus em que também existe uma tal organela fortemente desen-

volvida e capaz de determinar movimentos no protozoario, os flagelos sdo pouco
desenvolvidos, e tem um papel secundario na sua progressdo. Que uma adap-
tacdo .avancada a vida fixa pode determinar a perda de flagelos, prova a es-
trutura de Oxymonas dimorfa (CoONNELL, loc. cit.). Bste flagelado posste
flagelos apenas na forma jovem que nada no contetdo intestinal do termita;
com a sua fixagdo perde os flagelos. Oxymona dimorfa possiie contudo, como
as demais Oxymonas um axostilo rudimentar e nio em faixa e ondulante como

no presente caso.
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4) Mitose e origem do sistema neuromotor.,

O estudo descritivo mais recente e detalhado sébre a mitose dos flagela-
dos oximonadideos é o CLEVELAND sébre o Oxymonas grandis. Neste trabalho
o A. admite a existéncia de um centriolo intranuclear que se divide, indo os
dois centriolos filhos para cada um dos polos da figura mitética. Realmente,
tanto em Metasaccinobaculus como em Oxymonas grandis nota-se que as fi-
brilas do fuso central se originam na superficie de um espago circular vasio;
porém nem nas figuras de CLEVELAND nem nas nossas é possivel evidenciar a
imagem de um centriolo tal como éle aparece comumente. Assim sendo. se
ali existe realmente um centriolo como as razdes tedricas indicam, o que vemos
¢ a sua imagem negativa. Contudo em um trabalho anterior, CLEVELAND et

altr.” figuram a mitose de um “Oxymonas — like flagellate’, em que sao niti-
damente representados os dois centriolos. (PI. 60, figs. 444 e 445). Ora,
“Oxymonas — like flagellate” foi com toda a certeza um simples nome pro-
visério para O. grandis, embora CLEVELAND n&o o tenha declarado, pois seus
caracteres coincidem perfeitamente e provém do mesmo hospedador. Do
mesmo modo este A. descreve a formagdo do componente cinético extra-
nuclear a partir destes centriolos, que se diferenciam em duas porgdes, isto
¢ uma porcido formadora do axostilo (axostyle-producing portion) que se
salienta da membrana nuclear e se torna extranuclear, e outra por¢ao (achro-
matic figure-producing portion), formadora da figura acromatica, que perma-

nece intranuclear.

A impossibilidade de reconhecer um centriolo pela imagem negativa, pre-
cisando sua forma, suas relacdes com a membrana nuclear e com os axostilos,
néo-formado,s nos impede de decidir com certeza sdbre a existéncia de tal
organela nos nossos flagelados, e consequentemente sdbre seu comportamento
tal como é descrito.

E’ certo contudo que a formacdo dos novos axostilos esta indubitavel-
mente relacionada com a figura mitética. CoNNELL (loc. cit.) estudando
Oxymonas dimorfa, ndo se pronuncia de modo claro e definitivo sébre a origem
do sistema neuromotor e nega que estas organelas sejam formadas as custas
de uma porgao extranuclear da centrodesmose (= fuso central) como pensava
JANICKI ou de qualquer granulo extra ou intranuclear.

Sequndo CONNELL, o sistema neuromotor aparentemente se férma numa
zona clara e mais refractil quando examinada em fundo negro e que envolve
a figura mitdtica.
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Mais adiante no “Sumario” se expressa mais decisivamente: “6) The
axostyle does not arise as an extranuclear remnante of the centrodesmose, but
trom fused rostellar fibrillae which seem to arise from the nuclear membrane’’.

Ora, no estudo da mitose de Metasaccinobaculus tivemos a ocasiio de
nos referir a impressdo da existéncia de um envélucro hialino em certas figu-
ras mitdticas, e relacionados com os novos axostilos. Tal concidéncia é tanto
mais interessante se atentarmos que esta interpretacio de CONNELL era des-

conhecida quando examinamos as figuras mitéticas em questio.

Em conclusdo, as pesquisas de CLEVELAND em Oxymonas grandis afir-
mam a existéncia de um centriolo primitivamente intranuclear, e que adquire
posteriormente duas porg¢des, uma intranuclear, formadora do fuso central e
outra extranuclear formadora dos axostilos e outras organelas. Embora esta
interpretagao forneca uma explicacdo para os fendmenos, nio pode ser con-
siderada como definitiva, dada a contradi¢io de CONNIEL e a nossa incapaci-

dade de comprova-la.

5) Validade do género Metasaccinobaculus.

Este género apresenta relagbes estreitas com dois géneros ja cria-
dos: Saccinobaculus CLEVELAND, HALL, SANDERs e COLLIER, 1934, e Oxy-
monas (JANICcK1, 1915) Koroip & Swezy, 1926, EMEND.

A possibilidade da inclusdo dos flagelados acima descritos no primeiro
dos géneros ¢é afastada a primeira vista. A existéncia de um axostilo ondulante
em ambos 0s géneros assim como a existéncia de uma mitose intranuclear es-
tabelecem relacdes filogenéticas, mas ndo suportam nem superficialmente a
hipétese da inclusdo do mesmo género. Resta portanto o género Oxymonas.

Pondo de lado as grandes dimensdes de Metasaccinobaculus, a sua se-
melhanca com Oxymonas é a primeira vista perfeita. Contudo, ha certos pontos
fundamentais que estabelecem as bases para criacio do novo género e sua
distingdo do género Oxymonas.

1.°)  Oxymonas possiie flagelos durante toda a vida (exceto O. dimorfa
que o possue na fase mével), Metasaccinobaculus nao possiie flagelos em

nenhuma fase da vida.

Se autoridades como KirBY acham que a exemplo do que ocorre com o
género ITrichomonas, a existéncia de mais um tlagelo é suficiente para o des-
dobramento do género Oxymonas colocando as espécies com quatro flagelos
num geénero a parte, é evidente que a auséncia definitiva dos flagelos com todas
as alteragbes do componente cinético dela decorrentes, constituem um argu-
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mento incomparavelmente mais forte, e por si sé suficiente para a instituicio
deste novo género.

2.°) Em Oxymonas (exceto O. grandis) o axostilo é rudimentar e nio
posstie qualquer fungdo na locomocgdo do protozoario.

Em Metasaccinobaculus o axostilo é hipertrofiado, laminado, dotado de

intensos movimentos que determinam a progressio do protozoario, e com es-
truturas comparaveis as de Saccinobaculus, se bem que diferentes.

)

3.°) Com excegdo da chamada Oxymonas grandis em nenhum flage-
lado oximonadideo existem fibrilas croméfobas dispostas em feixe indepen-
dentes, constituindo as fibrilas chamadas improprizmente de retracteis por

Korolp & Swezy as tinicas estruturas que poderiam ser consideradas homo-
logas destas. |

4°) Em Oxymonas como nos demais géneros da familia Oxymonadi-

dae o ntcleo possie (exceto O. grandis) cariosoma. Em Mesaccinobaculus

nao é possivel evidenciar um cariosoma.

5.°)  Em Oxymonas ndo ha nenhuma estrutura anologa ao disco fixador

que se encontra na extremidade anterior do rostelo do género que aqui des-
crevemos.

6.°) Em Oxymonas a camada superficial do corpo é delgada, em Meta-
sadcinobaculus é espessa. Nao atribuimos contudo importancia fundamental
a éste carater. O fato do Oxymonas grandis contrariar um grande ntmero
de caracteristicas do género, nos conduz a necessidade de salientar as diferen-
¢as entre O. grandis e o género aqui creado. Acreditamos que o fato de Oxy-
monas grandis apresentar flagelos em tdédas as fases do ciclo e Metasaccino-
baculus ndo os apresentar nunca, constitii um argumento mais que suficienie
em protozoologia para a criacdo de um novo género. Além deste carater outros
menos importantes sdo dignos de nota; assim, enquanto que O. grandis posste
uma estrutura de fixacdo muito rudimentar na extremidade do rostelo, o novo
género a posstie muito desenvolvida e em forma de disco.

Nio pode escapar na analise que fizemos dos elementos de diferenciacao,
o fato de Oxymonas grandis fazer excecdo ao um grande ntimero dos carac-
teres do género. Seria talvez mais prciso colocar O. grandis num género
a parte e esta idéia é mesmo admitida em parte pelo préprio creador da espéciz
na introdugdo do artigo egn que é apresentada.
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Tal assunto devera ser tratado separadamente, pois sai dos limites déste
trabalho.

Em relacdo ao género Kirbyella incompletamente descrito por ZELIFF
(1930 a), apezar de possuir relacdes estreitas com o géenero aqui descrito,
acreditamos que o simples fato da presenca de multiplos axostilos assim como

a de um cariosoma, torna inutil qualquer discussio sébre a possivel idénti-
dade destes dois géneros.

Relacées filogenéticas

Os caracteres do género Metasaccinobaculus vem dar uma consideravel
precisao as idéias de CLEVELAND sébre as relacoes filogenéticas entre as fami-
lias Dinenymphidae e Oxymonadidae, baseadas largamente no tipo mitético e

mais precisamente no método de formagdo das organelas cinéticas.

Como Saccinobaculus — um dineninfideo — o género que ¢ aqui estudado
apresenta um axostilo ondulante dotado de movimentos como em Dinenympha

e Pyrsonympha. Apresenta ainda do género Saccinobaculus a estrutura estria-
da caracteristica, na extremidade do axostilo.

Das Oxymonas tipicas, éle possiie o rostelo e em todos os detalhes co-
nhecidos, absoluta semelhanc¢a no processo de divisdo, da mitose e da fos-

magao das novas organelas.

Pode ser interpretado como um flagelado com caracteres da familin
Oxymonadidae, altamente adaptado a vida fixa, perdendo definitivamente

os flagelos e mantendo o axostilo ondulante dos dinenfideos.

Metasaccinobaculus e seu mais préximo relacionado Oxymonas gran-
dis, mostram com notavel clareza como um grupo evolie para outro, quando

os tipos extremos sao abgolutamente diferentes.
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SUMARIO

1) O A. descreve, no presente trabalhc duas novas espécies de um
novo género de flagelados (Metasaacinobaculus), colocado entre os Oxymo-
nadidae.

2) Morfolégicamente, caracterizam-se pela existéncia de um rostelo
que juntamente com o aspecto geral e as esferas endoplasmaticas os aproexi-
ma dos oximonadideos, e pela presenca de um axostilo ondulante dotado de

movimentos enérgicos, Unicos responsaveis pela locomogao do protozoario.
Os flagelos foram definitivamente perdidos.

3) No seu ciclo evolutivo o protozoario apresenta duas férmas per-

feitamente distintas: uma férma jovem que nada livremente no fluido intes-

tinal do termita e uma férma adulta, fixa pelo rostelo na parede do tubo di-
gestivo do hospedeiro.

F 4

A forma adulta é sacciforme, com um longo rostelo em cuja extremi-

dade anterior existe um disco de fixacao. O ectoplasma é espesso sobretudo
na extremidade posterior, e o endoplasma cheio de esferas pardas. O com-

»

ponente cinético extranuclear é constituido por um axostilo ondulante muito

cromélilo, por vézes franjados nos bordos e préso a parede do corpo por uma
estrutura tubular. Além desta organela, observa-se ainda dois sistema fibri-

r

lares. O primeiro é constituido de fibras rostelares e que ligam a porcac

-

ondulante do axostilo a extremidade do rostelo. O outro que denominamos

fibrilas croméfobas independentes, nascem na extremidade do rostelo, per-

correndo-o lateralmente em téda a sua extensdao e atingindo o corpo, onde sc
resolvem em feixes secundarios que se espalham em todas as diregdes.

O niicleo é formado de traves grosseiras de cromatina, formando um ra2-

ticulo muito irregular.

rF g

A forma jovem é muito menor, com rostelo e fibrilas croméiobas rudi-
mentares. O axostilo ondulante relativamente muito slesenvolvido, se fixa na
extremidade posterior. Com o crescimento, este ponto vai-se deslocando em

dire¢cdo a regiao anterior do corpo.

Nota-se perto do ponto de insercdo, uma bainha de filamentos finissi-
mos envolvendo a porc¢io tubular posterior do axostilo, bastante semelhante
ao de Saccinobaculus.
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O endoplasma é fortemente croméfilo, mas sem esferas.

O niicleo a principio formado de granulos muito finos de cromatina e
uniformemente dispersos, apresenta uma ou mais estruturas envolvidas por
um halo claro, com a aparéncia de cariosoma. Cédo porém desaparecem.

4) Antes da mitose, que é muito semelhante & de O. grandis, o ntcleo
desprende-se e cai na por¢do posterior do corpo, por degeneracio de tddas
as organelas cinéticas extranucleares.

A membrana nuclear persiste. Forma-se um fuso central muito desen-
volvido. Os cromosomas sdo em nimero imenso, muito finos e irrequlares.
No lugar onde deveriam estar presentes os centriolos, vé-se um espaco claro
circular na superficie do qual se inserem as fibrilas do fuso.

Os novos axostilos ondulantes e demais organelas se formam nos polos
da figura mitética, a partir dos centriolos perceptiveis pela sua imagem ne-
gativa, ou por uma estrutura hialina que envolve a figura mitética, como é
sugerido pelo exame de certas preparagdes (v. texto desenvolvido).

De extremidade hialina em férma colar dos novos axostilos, formem-se
as fibrilas croméfobas.

5) Séo descritas duas espécies novas: M. oxymonoides e M. clevelandi,
facilmente distinguiveis pelas dimensées do corpo, tamanhos das esferas,
morfologia do rostelo e axostilo. Certamente had uma terceira espécie, menor
que as demais.

6) O novo género se distingue de Saccinobaculus (Dinenymphidae)
principalmente pela auséncia de flagelos, presenca de um rostelo e sistema
tibrilas croméfobas independentes. Os elementos componentes da mitose
também sdo diferentes embora apresente o novo género, o mesmo esquema
mitético. Do género Oxymonas se distingue pela auséncia de flagelos, pela
disposicao das fibrilas croméfobas, axostilo ondulante e auséncia de cario-
soma.

Do flagelado descrito como O. grandis que também posste axostilo on-
dulante, fibrilas croméfobas em feixe e auséncia de cariosoma, distingue-se
principalmente pela auséncia de flagelos e pelo disco de fixacio na extre-
midade do rostelo.

7) Sob o ponto de vista de suas relacdes filogenéticas Metasaccinoba-
culus pode ser considerado como um Oxymonadidae altamente evoluido para
as condi¢des de vida fixa, tendo contudo mantido caracteres dos Dinenym-
phidae, o que estabelece as relacdes filogenéticas entre estas duas familias.
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SUMMARY

1 — The A. describes tv;o new species belonging to a new genus of
flagellate Protozoa from the termite Kalotermes wagneri, Desneux and
placed amongst the Oxymonadidae.

2 — They exhibit the general aspect of an oxymonad flagellate, although
possesing a more complex rostellum and a highly developed undulating
axostyle, responsible for the movement of the organism. Flagella have been
completely lost.

3 — During life-cycle, these flagellates present two forms viz. a young,
swimming form and an adult form, attached to the gut wall of the termite.

The fixed form is a flask-like organism. with a long rostellum which
possesses at its distal end an attachment disk, Ectoplasm is thick, chiefly at
posterior end of the organism. Endoplasm full of brown spheres. The ex-
tranuclear cinetic component is constituted by an undulating axostyle and
two systems of chromophobic fibrils. The axostyle is a ribbon-like structure,
vigorously undulating when living, intensily stained by iron haematein and
eosin, and fixed posteriorly to the body wall through a special tube-like stru-
cture. The system of chromophobic fibrils is contituted by rostellar fibrils
which connect the undulating portion of the axostyle to the tip of the rostellum.
The other system referred to as independent chromoprobic fibrils takes origin
at the distal end of the rosteilum perhaps in granules there found, runs back-
ward through this organelle and reaches the body, where it suffers sub-di-
visions into thinner bundles. The nucleus presents the chromatin arranged in
large, thick and irregular structures: there is no karyosome.

The young form is much smaller and its undulating axostyle is relatively
very large in relation to the size of the body. It is attached to the body
wall at posterior end. During growth, this point moves foreward. Near the
point where the tube-like structure is fastened to the surface of the body, a
sheath can be observed. constituted by a great number of very fine hyaline
strands. The endoplasm is deeply chromophile, but free from brown spheres,
which makes their appearence after the fixation of the organism. The nucleus,
at the early stages. exhibit very thin granules of chromatin with a uniform
dispersion. One or more structures surrounded by a clear halo and simulating
a karyosome can be seen at this stage; nevertheless they soon disappear.

4 — Before mitosis which is quite similar to that of Oxymonas grandis.
the nucleus migrates to the posterior end of the body, due to the degenera-
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tion of the neuromotor organellae. The nuclear membrane persists during
the whole process. A central spindle develops within the nucleus as a straight
rod, reaches the nuclear membrane assuming a convex barrel shape, and
suffering a torsion in opposite sense on each pole. At sites where centrioles
must lie, a clear circular space can be seen, the spindle fibrils being attached
to its periphery. The chromosomes are very minute structures, irreqular in
shape and in enormous number.

The new axostyles as well as the other cinetic organellae take origin
near the poles of the mitotic figure, from centrioles or from a hyaline structure
which seems to surround the mitotic figure. as suggested by the examination
of certain preparations (see developed text). New chromophobic fibrils ori-
ginate from a collar-shaped structure at the end of the young axostyles.

5 — Two new species are described here: M. oxymonoides n. gen. n. sp.
and M. clevelandi n. gen. n. sp., easily distinguishable chiefly by the size
both of the body and endoplasmic spheres as well as by the shape of the ros-
tellum and undulating axostyle. Certainly a third and smaller species is also
present.

6 — The new genus is distinguishable from Saccinobaculus, chiefly by
the absence of flagella and presence of a rostellum. From the flagellate des-
cribed as Oxymonas grandis which also possesses an undulating axostyle.

chromophobic fibrils forming a bundle and no karyosome in the nucleus, the
genus Metasaccinobaculus is distinguished chiefly by the absence of flagelia
as well as by fixation disk.

7 — From the viewpoint of its phylogenetical relations, Metasaccino-
baculus can be considered as an oxymonad highly evoluted toward fixed life
conditions, but still mantaining characters of the dinenymphids, and providing
aditional support to Cleveland viewpoints concerning the phylogenetical re-
lationships of the families Oxymonadidae and Dinenymphidae.
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EXPLICACAO DAS ESTAMPAS

PrLaANcHA |

M. oxymonoides

Desenhos semi-esquematicos. Figs. 1 e 6 Schaud.-Mann-Dobell, as restantes Bouin-Hemat .

ferrea-ac. picrico. Aumento : 325 didmetros

Fig. 1 — Férma fixa completamente desenvolvida.

Fig. 2 — Férma fixa mostrando alongamento que precede a divisio. Observe-se o inicio
de degeneracio das organelas neuromotoras.

Fig. 3 — Férma jovem recem-destacada do corpo do individuo gerador e ainda nio per-
feitamente formada.

Fig. 4 — Férma jovem.

Fig. 5 — Férma em desenvolvimento.

Fig. 6 — Férma anomala diplozoica. Observe-se as fibrilas rostelares do individuo infe-

rior atravessando o endoplasma até atingir a extremidade distal do rostelo.

PLANCHA II

M. clevelandi

Desenhos semi-esquematicos. Figs. 7 e 10, Schaud.-Mann-Dobell, as restantes Bouin-

Fig.
Fig.
Fig.
Fiq.
Fiqg.
Fiqg.

Fiq.

Fiq.
Fiqg.
Fiqg.
Fiqg.
Fig.

Fig.
Fig.

Fig

Fig

. 20 — M.

Hemat. ferrea-ac. picrico. Aumento : 325 didzmetros

/ — Férma completamente desenvolvida, fixa.

8 — Férma alongada. Organelas neuromotoras em degeneracdo. Mitose avancada.

9 — Fase mais avancada da divisio. Individuos-filhos ainda n3o separados. Resto
alongado do corpo do individuo gerador em degeneracso.

10 — Férma jovem.

11 — Férma em desenvolvimento.

12 — Figura de divisdo multipla.

Prancua III

13 — Schaud.-Mann-Dobell; as restantes, Bouin-Hemat-ferrea-ac. picrico. (A escala
que figura nesta plancha ndo se aplica as figs. 13 e 14). Aumentos: Figs. 13
e 14: 325 diam.; as restantes 825 diametros.

13 — M. oxymonoides. Individuo adulto, fixo. Observe-se o disco de fixacdo na ex-
tremidade do rostelo.

14 — M. oxymonoides. Individuos recem-formados, ainda encerrados na porgao pos-
terior do corpo do individuo gerador, parte do qual jia em franca degeneracio.

15 — M. oxymonoides. Mitose. Profase avancada. |

16 — M. oxymonoides. Metafase. Observe-se os novos axostilos ondulantes e suas

ligagSes com a figura mitotica, possivelmente por intermédio de uma estrutura
hialina que parece envolver a fiqura mitotica.

17 — M. oxymonoides. Telofase avancada. Observe-se a origem das novas fibrilas
cromofobas.

18 — M. clevelandi. Profase avancada. Figura mitotica em posi¢do obliqua.

19 —'M. clevelandi. Metafase. Observe-se um dos novos axostilos ondulantes em

estadio muito precoce de sua formacio.
clevelandi. Telofase avancada. Observe-se a estrutura caliciforme da ex-
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tremidade dos novos axostilos, que da origem as fibrilas cromofobaf
21 — M. oxymonoides. Detalhe da extremidade posterior do axostilo ondulante no
individuo fixo. A area cromofila que envolve nZo foi representada.



