MARCELO SILVA BARCELLOS

ESTRUTURA E ULTRA-ESTRUTURA DOS ESPERMATOZOIDES DE
Diaphorina citri (HEMIPTERA, STERNORRYNCHA, LIVIIDAE)

VICOSA

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Biologia Celular e

Estrutural, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

MINAS GERAIS — BRASIL

2014



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vicosa - Campus Vicosa

T
Barcellos, Marcelo Silva, 1980-
B242e Estrutura e ultra-estrutura dos espermatozoides de
2014 Diaphorina citri (Hemiptera, Sternorryncha, Liviidae) / Marcelo

Silva Barcellos. — Vigosa, MG, 2014.
viii, 19f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: José Lino Neto.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vicosa.
Referéncias bibliograficas: f.15-19.

1. Diaphorina citri. 2. Cigarra - Espermatozoides.
3. Cigarra - Doencas e pragas. I. Universidade Federal de
Vigosa. Departamento de Biologia Geral. Programa de
P6s-graduagdo em Biologia Celular e Estrutural. II. Titulo.

CDD 22. ed. 595.752




MARCELO SILVA BARCELLOS

ESTRUTURA E ULTRA-ESTRUTURA DOS ESPERMATOZOIDES DE
Diaphorina citri (HEMIPTERA, STERNORRYNCHA, LIVIIDAE)

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-
graduacdo em Biologia Celular e

Estrutural, para obtencdo do titulo de
Maagister Scientiae.

APROVADA: 19 de fevereiro de 2014

Vinicius Albano Araujo Claudia Vania Miranda de Oliveir:

José Lino-Neto
(Orientador)



“Nédo é o nascimento, o casamento ou a
morte, mas €& a gastrulacdo que €
verdadeiramente a parte mais importante
de nossa vida.

LEWIS WOLKPERT (1986)



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Universidade Federal de Vicosa e ao Progrditdogia

Celular e Estrutural pelo ensino de qualidade.

Agradeco a FAPEMIG (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do estado deGdnaés),
pela bolsa concedida.

Ao Prof. Lino que além de orientador, € meu grande amigo, pela oportunidade de
crescimento. Agradeco pelas horas dedicadas a minha formacédo acagélogaonselhos,
pelos “puxdes de orelha”, pela orientagdo e por ter acreditado em mim. Nao ha palavras que

demonstre toda a minha imensa gratificagéo.

A minha orientadora na graduacao Marla Piumbini Rocha por me colocar no cainho
pos-graduacédo em Biologia Celular e Estrutural e pelos ensinamentmsgacdh minha vida

académica, a essa pessoa eu sou imensamente grato!

Ao prof. Serrdo pelos varios conselhos durante o tempo de mestrado aléamdia g

amizade.

Ao meu amigo Rémulo por todo apoio na minha chegada aqui em Vigosa. A prof.
Reggiane Vilela pela ajuda a me encaminhar para UFV. Aos coliegéaboratério: Jamile
(companheira de jornada no laboratorio), Aline, André, Helen, Deia, Glenda, Bdagner,
Dihego, Kenner, Débora, Dodora, Patricia, Luiza, Mari. Muito obrigado!

A coordenacédo do Programa de Po6s-Graduagdo em Biologia Celular e Esttatural

UFV. A Elizabeth Alves Pena (Beth), pelo profissionalismo e competéncia.

Ao Nucleo de Microscopia e Microandlise da UFV, em especiabKRritheiro, Gilmar

Valente, pela atencéo e ajuda sempre que solicitadas.

Ao Prof. Dr. Vinicius Albano Araujo, a Dra. Claudia Vania M. de Olivgita aceitar

participar da banca. Muito obrigado!

No ambito familiar, agradeco aos meus irmdos Marcio, Paula e Fernande guea
forma ou de outra, sempre estiveram presentes na minha vida e mastirmdaram, mesmo

sem saber ao certo do que se tratava a minha pesquisa.



Agradeco a minha mae Tereza que foi mae e pai a0 mesmo tempoaedeixou faltar

nada, além da educagdo que passou para nés ‘minha mae ¢ uma guerreira’.

Agradeco a minha esposa Chaiane por estar sempre do meu lado me apuiaundin e

essa vitéria também é sua, meu amor!

Aos meus filhos Patrick e Gabriel que sdo em grande parte a iaspita¢udo na minha

vida.
Agradeco meus sogros Luiz e Sénia por todo apoio na minha caminhada!

Aos meus amigos de Pelotas-RS, meu amigo e cunhado Elton, awoGpstas
inimeros churrascos que fizemos ao meu grande amigo José Henrique (paséojpperestar

disposto em me apoiar e todos os colegas da Biologia UFPEL.



BIOGRAFIA

Marcelo Silva Barcellos, filho de Tereza de Jesus Silva Barcelld®do Damacir
Martins de Martins, nasceu em Pelotas, Rio Grande do Sul, em 09 de novembro de 1980.
Concluiu o Ensino Médio em dezembro de 2004 em colégio publico. Em abril de 2007
iniciou o curso de graduacdo em Ciéncias Bioldgicas na UniversidadealFddePelotas
(UFPEL), Pelotas RS, concluindo em 20 de janeiro de 2012. Durante a graduadpasidta
dos programas PIBID pelo MEC e Novos Talentos pela CAPEs, além demahintario das
disciplinas de Biologia Celular e Histologia. Em marco de 2012 ingress curso de mestrado
em Biologia Celular e Estrutural pela Universidade Federal de VitéiS¥), defendendo a
dissertacdo em fevereiro de 2014. Ja em dezembro de 2013 foi aprovado no Bunsimicdelo

também em Biologia Celular e EstruturdUFV.



SUMARIO

RESUMIO. ...ttt e oo oottt e e e e e e et b e e e e e et ba e e e e e e aaaa e e e e eenbn e e eeeeneaans vii
Y 01511 = X SO OPPPPPPPPPPPPPRPPPPPPI viii
IR [ 011 (o To [1 o> Lo TR PPPSPRRRPN 1
1.0, A Ordem HEMIPLEIA: ....ciiiiiiiieeee ettt e e e e e e e e e e e e e s s e r e e et e e e e eeeeas 1
1.2. Subordem Sternorryncha: Diaphorina citri Kuwayama ............cccceeeeeiiieeeeeieeeeeeeeiiiiiieenn 1
1.3. Morfologia Geral dos Espermatozoides em INSELOS.........c.uuiiiiiiiiiiiiiieeeeeiie e eeaans 3
Y2 © Lo = 110 TSP TP PPPPPPRPP 4
3. Material € METOUOS. ....ceiiiiiiiieee ettt e e e e e e e e e e e e e e bbbttt ettt e e e e e e e e e eaaeeeaas 4

3.1. Insetos
3.2. Suspenséao de espermatozoides para microscopia de luz

3.3. Microscopia eletroniCa de VAarr€AUIA .........ccoeeeiiieeeeeieeeeeeeeie e s e e e e e e e e 5

3.4. Microscopia Eletronica de TranSMISSEO ......cccoiveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e e e 5
=TS 01 r= o [ 1 5
L B o 01T Lo S PP PPPPPPRRPUPPPR 12
G 0] o] [0 17= Lo YRS 14
7. Referéncias BIblIOGrafiCas. .........uuuiiiiii i 15

Vi



RESUMO

BARCELLOS, Marcelo Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevecs 2014.
Estrutura e ultra-estrutura dos espermatozoides de Diaphorinaciti (Hemiptera,
Sternorryncha, Liviidae). Orientador: José Lino-Neto

A ordem Hemiptera compreende um grupo diversificado de insetos com dzr89.000
espécies descritas e distribuidas por todo o mundo. Atualmente quatro suberHiensigtera

sé@o reconhecidas: Heteroptera, Sternorryncha, Coleorryncha e Auchenorryncha. A subordem
Sternorryncha forma um grupo monofilético com aproximadamente 16 mil espécietmases
distribuidas em quatro superfamilias: Aleyrodoidea, Aphidoidea, Coccoideayl®idea
Algumas espécies dessa subordem estdo entre as principais pragasultura mundial. Um
exemplo é a Diaphorina citri Kuwayama (Liviidae), popularmente citdo@omo cigarrinha-
dodimao, que hoje € uma das mais importantes e devastadoras pragas dlaucitrioundial
Considerando que conhecer a biologia reprodutiva, bem como a sistematica, potaircontri
para 0 manejo de espécies-praga, neste trabalho descrevemos a estiitarastrutura dos
espermatozoides dB. citri. Para isso foram utilizadas microscopias de luz e elea$rie
transmissao e varredura. Nesta espécie observamos que os espermatozoidesroederb2®

um de comprimento, estdo livres na vesicula seminal e ndo apresentam polimorfiSomo
observado em outros Psylloidea, o espermatozoide, quando manipulado, senathoes e
filamentos, onde um deles em sua extremidade anterior esta presoesmoendaabutro livre. Ao
longo de todo o flagelo existemrojecdes laterais com cerca de 2 um de comprimento,
caracteristica descrita para outros Psylloidea e, tambénrodtaglea. Ainda, na extremidade
final da cauda sdo obseremdirés apéndices de aproximadamentem?, os qu& foram
observados até o momento apeeasD. citri. A regido da cabeca é formada pelo nicleo com
cromatina bastante compa&g@or uma estrutura composta de material de densidade eletronica
mediana que se estende cerca2deum de comprimento a frente do nucle® flagelo é
constituido pelo axonema (9 + 9 + 2), dois derivados mitocondriais e dois cogpeéraxs. A
presenca de projecdes laterais € uma caracteristica companpitralsylloidea e Aleirodoidea,

ja os epermatozoides se abrindo em dois filamentos quando manipulados ocorre apenas em
Psylloidea e, a presenca dos trés apéndices no final do flageloguksD. citri das demais

espécies de Psylloidea estudadas.
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ABSTRACT

BARCELLOS, Marcelo Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, Febrizdrl4
Structure and ultrastructure of Diaphorina citri spermatozoa (Hemiptera, Sternorryncha,
Liviidae). Adviser: Jose Lino Neto.

The Hemiptera comprises a diverse group of insects with approxin2@e0 described
species and distributed throughout the world. Currently, four suborders of Hemiptera are
recognized: Heteroptera, Sternorryncha, Coleorryncha and Auchenorryncha. The suborder
Sternorryncha form a monophyletic group with approximately 16,000 described species,
distributed in four superfamilies: Aleyrodoidea, Aphidoidea, Coccoidea and dRsyldsome
species of this suborder are among the major pests of agriculture worldwielex@mple is
Diaphorina citri Kuwayama (Liviidae), popularly known as the leafhopperciwtuday is one

of the most important and devastating citrus pest worldwide. Considering kigewdédut the
reproductive biology as well as systematic may contribute to treagement of pest, in this
paper we describe the structure and ultrastructure of spermatozoa wf. Bocithis, were used

light, transmission and scanning electronic microscopy. In this spesiesbserved that the
sperm measure about 525 um in length, are free in the semindevastt do not show
polymorphism. As observed in other Psyloidea, the sperm when manipulatedirtpetvgo
filaments, one in which its anterior end is attached to the nuudeire other free. Through the
flagellum there are lateral projections with about 2 um in lerigth,characteristic is reported

for another Psyloidea and Aleyrodoidea. Furthermore, at the end of theufiagiiree
appendages are observed vatiproximately 7um, which were observed so far only in D. citri.
The head region is formed by nuclei with compact chromatin and a s&rwdomprising by a
matherial with median electron density and it extends extends a2bqui in length in front of

the nuclei. The flagellum consists of an axoneme (9 + 9 + 2), two mitochbddrivatives and

two accessory bodies. The presence of lateral projections is &tehigtec shared by Psyloidea

and Aleirodoidea, already the sperm opening in two filaments when maabolecurs only in
Psyloidea, and the presence of the three appendices at the end ofealhenflagstinguishes D.

citri from the other Psyloidea species studied.
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1. Introducao

1.1. A ordem Hemiptera:
A ordem Hemiptera compreende um grupo diversificado de insetos que variam

consideravelmente em tamanho, nas formas do corpo, das asas e das @otenb de vida e
no habito alimentar. Atualmente sdo conhecidas cerca de 89.000 espéchsgdistpor todo o
mundo (Rafael et al., 2012). Os Hemiptera sdo um grupo monofilético que esgudistios
outros insetos por possuirem pecas bucais adaptadas a perfuracdo e suadas, etojuma
longa tromba ou bico, tanto na fase adulta como nas ninfas (Schuh & Slater, 1995).

Atualmente sao reconhecidas quatro subordens de Hemiptera: Heteroptera,
Sternorryncha, Coleorryncha e Auchenorryncha, sendo as trés primeiras consideradas
monofiléticas e a Ultima parafilética (Bourgoin et al., 1997). A didade da ordem esta
relacionada a radiacdo das angiospermas, e a eficiéncia na alimemegkntas se da gracas a
estruturas das pecas bucais, que também possuem algumas pré-aipptacaepredacdo. A
maioria das espécies alimenta-se de seiva ou outros fluidos prodegideplantas (fitéfagas)
Entretanto existem outras espécies que se alimentam de Sdeguatdéfagas) ou que sao
predadoras de outros insetos (entomofagas) (Triplehorn & Jonhson, 2005), caractesgzando e

ordemcomo de importancia econdémica e de saude publica para o homem.

1.2. Subordem Sternorryncha: Diaphorina citri Kuwayama
Etimologicamente a palavraSternorryncha” vem do grego, onde sternon significa

esterno, peito; e rynchos significa tromba, rostro, al gmerge aparentemente do esterno entre

as coxas do par de pernas anteriores. Os insetos dessa subordem $&s terpequenos,
variando de menos de 1 mm até cerca de 5 mm de comprimento. Elefistabuicdo
cosmopolita, com aproximadamente 16 mil espécies descritas em todo (Rarfidel et al.,

2012), com apenas algumas delas popularmente conhecidas, como moscas-brancas
(aleirodoideos), pulgdes (afidoideos) e cochonilhas (cocoideos).

A subordem Sternorryncha forma um grupo monofilético e esta dividida em quatro
superfamilias: Aleyrodoidea, Aphidoidea, Coccoidea e Psyloidea (Carver, €@98al). Os
esternorrincos fitéfagos apresentam importancia econdéraioanivel agrondmico, pois
geralmente transmitem, a partir da saliva, substancias téxicdisoeius patogénicos que
causam danos as plantas hospedeiras (Costa Lima, 1942). E a esse gmgetodeque

pertencem algumas das maiores pragas da agricultura mundial.



A cigarrinha-do-liméo Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Sternorrhyncha
Liviidae) (Burckhardt & Ouvrard 2012) é hoje uma das mais importardesastadoras pragas
da citricultura mundial. Sua ocorréncia foi primeiramente relatadaagéwam no ano de 1907, e
hoje se encontra espalhada no sul da Asia, em regides do Oriente vVidalisul dos Estados
Unidos, América Central, Caribe e América do Sul (Halbert & Manjunath, 2008rasil, D.
citri foi descrita pela primeira vez por Costa Lima (1942).

Edes insetos sdo sugadores de plantas citricas e possuem peragsaoieds
modificadas para saltar. As ninfas possuem cor amarelada, medem de 0,25 H&
comprimento e passam por cinco estagios ninfais no periodo de 11 a 15 diag,(CafO;
Gravena, 2005; Nava et al., 2007). Os adultos medem de 2 a 4 mnoeoéepo manchadoed
marrom, cabeca marrom claro, asa dianteira alargada da miiamlé@gice, antena com apice
preto e com duas pequenas manchas marrons claras no meio dos segatémtode
apresentarem secrecdo cerosa na forma de um pé (Aubert, 1987; Gallaa&t2jl. Sdo muito
ageis e quando perturbados saltam a curtas distancias, mas quando senerguntepouso,
flexionam o primeiro par de pernas formando um angulo de 30° em relacdo ecrupeadise
encontram (Costa Lima, 1942; Tsai & Liu, 2000; Fernandez, 2003). O tempo de vidatdo adul
pode chegar a seis meses, mas em media é datdgssmeses (Aubert, 1987; Gravena, 2005).

A cigarrinha-do-liméao D. citri assume grande importancia econopaia,ao sugar os
fluidos da planta hospedeira, pode transmitir a bactéria restrita amafld@andidatus
Liberibacter spp., causadora da doenca Huanglongbing (HLB) ou greening (Garailer
1984). A HLB é uma doenca destrutiva para as plantas citricas que prowtmaasi
generalizados de deficiéncia nutricional causando o amarelecimento dos ramos, secalesnorte
ponteiros, reducdo no tamanho, deformacgéo e queda dos frutos (Bove, 2006).

Apesar de ter sido descrita pela primeira vez no Brasil em 1942 rD(Costa Lima,
1942) vinha ocorrendo sem causar danos severos a citricultura. Entretanto;centlen2004
foi constatada pela primeira vez a ocorréncia da HLB nos pomares da regido centealaldesst
Sao Paulo, sendo diagnosticada a forma americana da doenca (CandiBetusadier
Americanus) ndo vista antes, além da forma asiatica (Candidéeisbacter Asiaticus) e a
forma africana (Candidatus Liberibacter Africanus) (Coletta Filho et al., 200<kirEeet al.,
2005).

Diaphorina citri apresenta maior ocorréncia de ovos e ninfas quanduhdaacia de
brotagbes nas plantas, o que acontece em condigOes de altas teagpergiracipitacao,on
entanto, tem-se observado adultos de D. citri durante praticamente tmum onesmo em

periodos secos e frios. Como a coloracdo amarelada das folhas sintoatédicaste inseto,
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estes podem migrar para estas folhas para se alimentar, crescendo a chance de adduidr a bact
e a disseminacao da doenga (Yamamoto, 2008).

De acordo com a FUNDECITROS (2012), de 2004 a 2012 a disseminacédo do HLB foi
bastante rapida e atingiu todas as regifes, passando de 3,4% para 64,1%ddesd&a
laranjeiras contaminados no estado de S&o Paulo. A incidéncia de glamisgintomas saltou
de 0,58%, em 2008, para 6,91%, em 2012. Originando, assim, prejuizos significativos para
setor da citricultura brasileira o qual é responsavel por muitos empregos no setor de insumos que
movimenta anualmente mais de nove bilhdes de eggasa mais de 400 mil empregos diretos e

indiretos (Belasque Junior et al., 2009).

1.3. Morfologia Geral dos Espermatozoides em Insetos
Os espermatozoides de insetos sdo, em geral, muito longos e finos, quevandene

1,7 um de comprimento, como no térmita Reticulitermes lucifugus (Baceteti., 1981), a
58.000um, como em Drosophila bifurca (Pitnick et al., 1995). Geralmente évpbdgtinguir

a regido da cabecaado flagelo, as qais exibem aproximadamente o mesmo diametro. A
regido de cabeca compreende, na maioria das vezes, 0 acrossomdéee.cemgianto a regiao
de flagelo é constituida pelo axonema e comumente dois derivados mii@espnuin adjunto
do centriolo e dois corpos acessorios.

Segundo Jamieson et §1999) levando em consideracéo a diversidade celular presente
nos insetos, o espermatozoide €, certamente, o mais diversificado. Rocaissueristicas
estruturais e ultraestruturais dessas célulam sendo amplamente utilizadas em diversos
trabalhos taxondmicos e filogenéticos de varios grupos animais, incluirideetss (Dallai e
Afzelius, 1990 e 1995; Jamieson et al., 1999; Lino-Neto e Dolder, 2001; Balia, 2002 e
2004; Alves et al., 2006; Mancini et al., 2006 e 2009), pois 0s espermatoafadssem um
conjunto de dados nédo tradicionais, tendo seus caracteres, dentro detemméndda espécie,
uma natureza mais conservada que os demais caracteres morfologicam#iatknte usados
(Baccetti, 1970; Jamieson, 1987).

Na ordem Hemiptera,temse alguns estudos envolvendo a ultraestrutura dos
espermatozoides nas subordens: Heteroptera (Philips, 1970; Trandaburu, 1973; éfzdlius
1976 e 1985; Dallai & Afzelius, 1980; Lee, 1991; Lee & Lee, 1992; Bao & DeSa9g4,;
Dolder, 1998; Fernandes & Bao, 1998; Marceti et al.,, 2009; Araujo et al., 2011 e 2012),
Auchenorrhyncha (Folliot e Maillet, 1970; Cruz-Landim e Kitajima, 1972; Kuigoet al,
2003; Chawaniji et al., 2005 e 2006; Araujo et al., 2010; Zhang & Dai, 2012).



Em Sternorrhynchags trabalhos descrevendo a ultraestrutura de espermatozoides estao
distribuidos em algumas espécies nas superfamilias: Aleyrodoideze(Ba Dallai, 1977; Bao
et al., 1997), Aphidoidea (Mazzini, 1970), Coccoidea (Robinson, 1966; Ross e Robinson, 1969;
Robinson, 1972 ) e Psyloidea (Le Menn, 1966), a superfamilia a qual pertesgéceée aqui
estudada,. Estes trabalhostgemonstrado que nestas células ocorre uma série de modificacdes
morfoldgicas entre os diferentes grupos de Sternorrhyncha. Dessa forma, o estsirataia e
ultraestrutura dos espermatozoides de D. citri poderda fornecer dados impodaates
juntamente com daddsnorfolégicostradicionais’ € moleculares, poderdo contiibpara uma
melhor compreensdo da taxonomia e da filogenia de Psyloidea, bem coswbatdem

Sternorryncha como um todo.

2. Objetivo

Descrever a estrutura e ultraestrutura dos espermatozoides de Diaphorina citri.

3. Material e Métodos

3.1. Insetos
Machos adultos da espécie Diaphorina citri foram colstado casa de vegetacao

pertencente ao Laboratorio de Interacdes Inseto-Microrganismo, Departaledfntomologia

na Universidade Federal de Vigosa.

3.2. Suspenséao de espermatozoides para microscopiaue |
Espermatozoides extraidos da vesicula seminal de dez individua®, espalhado

sobre laminas histolégicas em presenca de tampéao fosfato de sédio 0,77 M,epftkadas com
paraformaldeido a 4% por 15-20 minutos a temperatura ambiente. Em segudidanasféram
lavadas em agua corrente, agua destilada e secas a tempendierdea Para medir o tamanho
total dos espermatozoides, algumas lamioesm coradas com Giemsa por 15 min, em seguida
lavadas em &gua corrente e secas a temperatura ambiente. A arfalisdocumentacdo dos
espermatozoidegoram feitas em um fotomicroscépio (Olympus BX-60). Para medir o
comprimento dos nucleos, algumas preparadoesmn coradas com DAPI (4,6-diamino-2-
phenylindole) 0,2 pug/ml em tampao PBS, por 20 minutos, em seguida lavadas em agua corrente

e montadas com sacarose 50%. Estas lamfoemm examinadas em microscopio de

epifluorescéncia (Olympus, BX-60), equipado com filtro BP360-370 nm. Todas asasiedid



foram feitas utilizando o programa de andlise de imagem Image I@&spoiBtalizando 50

flagelos e 50 nucleos medidos.

3.3. Microscopia eletrdnica de varredura
Gotas de suspensdo de espermatozoides, extraidos da vesicula seminmadode

individuos,foram colocadas sobre laminulas em presenca de tampao cacodilatoad@, $64i

pH 7,2 e fixadas por 24 h em glutaraldeido a 2,5%, lavados em solucadtaaponada (PBS

= phosphate buffered saline), pés-fixados em solucédo de tetroxido de 6smio a 1% por 1 h, e
seguida em &cido tanico a 1% por 1 h e, novamente, tetroxido dea48ti porl h. Apos cada
fixacdo as amostras foram lavadas em PBS e, apos a Ultima, isialsndedesidratacdo em série
crescente de etan¢B0-100%). Em seguida, as amostfasam secas no aparelho de ponto
critico (BAL-TEC - CPDO030), utilizando C@liquido. Finalmente, as laminulésram afixadas

em suportes de cobre com fita adesiva, metalizadas com umaiinaaa de ouro e analisadas

ao microscopio eletronico de varredura (Zeiss LEO VP1430).

3.4. Microscopia Eletrdonica de Transmissao
Paraa descri¢éo ultraestrutural dos espermatozoides, vesiculas seminmisamachos

adultos deD. citri foram dissecadas em tampé&o cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2, e firadas e
solucéo de glutaraldeido a 2,5%, acido picrico 0,2%, sacarose 3% £5Ca® no tampao
cacodilato de sodio. Apos 24 horas, o material foi lavado com o mesma@ctapds-fixado em
solugdo de tetroxido de 6smio a 1%, por 2 h, desidratado em série crescemtetona,
infiltrado e incluido em resina Epoxi (Epon 812). Os cortes ultrafinoanfdeitos em
ultramicrotomo automético Sorval MT2-B com navalha de diamantetados em telas de
cobre e contrastados com acetato de uranila a 3% e citrato de ch@%boAs analises e os
registros fotograficos fam feitos em microscopio eletrénico de transmisséo (Zeiss EM 109), do
Nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal deayigbgsosa, Minas

Gerais, Brasil.

4. Resultados

Tanto nos ductos quanto nas vesiculas seminais foram observados apenas
espermatozoides individualizados, ndo agrupados em feixes. Eles s&o lofifmsnees,
medindo em torno de 525 pm de comprimento (Fig. 1A). Quando manipulados, os

espermatozoides se abrem em dois filamentos onde um deles fica p@es® do nucleo e o
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outro fica livre, possivelmente ao lado da regido nuclear, (Fig. ABjagxtremidade posterior
do flagelo os dois filamentos apresentam-se unidos entre si (FeyFLEA regido da cabeca é
facilmente distinguivel daquela de flagelo (Fig. 1A-C). Na edi cabeca observa-se o nucleo
gue mede cerca de 25 um de comprimento e um filamento paralelo @, gie se estende
frente da extremidade anterior nuclear por cerca de 25 um (Fig. 1CA® Iyngo de toda a
regido do flagelo observa-se finas projecdes que irradiam de todos osdadosrca de 2 um
de comprimento, espacadasm 2 um umas das outras. (Figs. 1E, F e 2A-C). Ainda, na
extremidade final da cauda observa-se trés apéndices, cada unceomande 7 pum de
comprimento (Fig. 1E e F).

O nucleo é alongado e possui uma cromatina compacta e bastaotedeleta (Fig. 3A,
C e D). Apresenta formato circular em corte transversal (Figs)3&-em corte longitudinal, a
sua extremidade anterior termina abruptamente (Fig. 3C). A sua bfikal&, onde se associa
com um dos filamentos do flagelo (Fig. 1C e D

O filamento paralelo ao nucleo, em microscopia eletrénica de trss@mié observado
como uma estrutura composta por um material compacto, de densidadeengtvolto por
membrana plasmatica (Fig. 3A e B). Na altura do terco posterisa @ssrutura, observa-se o
inicio dos dois corpos acessorios, do axonema e de um dos derivados mitocondriais (Fig. 3D-G).

Os dois corpos acessorios iniciam aproximadamente na altura do tergéopakier
nacleo (Fig. 3F e 3G). Em corte transversal, eles sdo bem desdospapresentam formato de
bastdo e ainda sédo constituidos de um material compacto e poummdeleso. Ambos
envolvem parcialmente o axonema em lados opostos (Fig. 4A). Elemaernem altura
diferente, juntamente com inicio da desorganizacdo dos microtibulos do axoweteaco
posterior do flagelo (Fig. 4D e/ E

Os derivados mitocondriais comegam em diferentes alturas, um rmdaigior¢ao final
do nucleo logo apds a estrutura paralela ao nucleo (Epe3o outro, possivelmente, logo
abaixo da base nuclear (Fig. 1C). Em seccbes transversais elearrsdondadqgs
aproximadamente simétricos e circundatiasernamente’ por uma estrutura eletrondensa, em
forma de “ferradurd e continua com cada corpo acessorio (Fig. 4A). Entretanto, na regido do
terco final flagelar, os derivados tornam-se assimétricos, sendo que inigiaena base do
nacleo apresenta maior diametro (dml) (Fig. 4C-F). A regido centraldelogados é
homogénea e preenchida totalmente com material paracristalino4@jg. Os derivados
flanqueiam toda a extensdo do axonema ao longo de quase todo o flagelo enfenahs dois
terminam juntos, sendo esta organela, o ultimo elemento flagelar a ter fim (Fig. 4F).



O axonema inicia-se logo abaixo daquela estrutura paralela ao melaityra do terco
final nuclear (Fig. 3D, F e G). Ele possui um arranjo microtubular 9 + 2 com nove
microtUbulos acessoérios mais externos, seguidos de nove duplas e umrph(EignA). Em
corte transversal, observa-se pouco material intertubular (Fig. 4Apoi¢ao final do flagelo
ele que termina antes dos derivados mitocondriais, perde sua organizagao, cacerdrphde
microtubulos finalizando primeiro que os demais (Fig. 4D.e E
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FIGURA 1. Espermatozoides D. citri em microscopia de luz corados cARI.0JA e B) Espermatozoides com os filamentos
juntos e separados, respectivamente. A seta indica a regtéangigdo nucleo-flageldC e D) Detalhe da regido da cabeca
mostrando o filamento (asteriscos ) junto e separado do néespectivamente. A seta indica a base nucleatabeca de seta,
o apice nuclear(E e F) Detalhes do final do flagelo aberto e fechado, respectivam@fitgerve os trés apéndices na
extremidade final do filamento 2 (fl2). A seta indica a regidoni#oudos dois filamentos. (n) nucleo, (f), flagelo, (fl1)rfilento

1, (fl2) filamento 2, (pl) projecdes laterais e (a) apéndice.



FIGURA 2. Espermatozoides de D. citri em microscopia eletrbnica deduana.(A) Espermatozoides no interior
da vesicula seminal recém rompida mostrando as inUmesgs;0es lateraigB-D) Detalhe de uma regido do
flagelo mostrando que as projecdes laterais irradiamdies tos lados (setas) com espacos bastante regulaes ent

elas.




FIGURA 3. Microscopia eletronica de transmisséo de espermatozoid@sati em secc¢des longitudinais (A-D)

e transversais (E-G)A] regido da cabeca, mostrando a estrutura, inicialmerdadéefza(en), se projetando a frente
do nucleo (n) .B-D) Regides da figura anterior em maior aumento, dedacaestrutura a frente (B) e ao lado do
nucleo (C). Ainda, observe em D que a extremidade anteriarateema (ax) se posiciona ao lado do nuclge. (

G) Regido de transicao nucleo-flagelo. Observe inicialmentiicleo e a estrutura paralela (E) e, em seguida mas
ainda ao lado do nudcleo, o axonema (ax), os dois campessoOrios (ca) e o inicio de um dos derivados
mitocondriais (dm1) e do material eletrondenso (astgrigee circunda externamente o derivado.
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FIGURA 4. (A-F) Seccdes transversais do flagglé) O axonema formado por nove duplas de microtubulos (seta
maior), um par central (seta curta) e nove tUbulosades (cabeca de seta), com pouco material intertulilde

os dois derivados mitocondriais (dm1 e dm2) aproximadaméanérigos, cada um circundado externamente por
um material eletrondenso em forma de “ferradura” (asteriscos), € os corpos acessorios conectados por pontes ao
material intertubular (seta pretgB) Maior aumento dmlotalmente preenchido por material paracristalif@).
Regido mais posterior do flagelo mostramdoderivados mitocondriais ja assimétricos e as pragelgberais (pl).

(D e E) Regido de finalizagdo do axonema e dos corpos acessdte que o axonema se desorganiza perdendo
primeiro o par central e, dos dois corpos acess@ipgle associado ao dm2 é o ultimo a termifi@rRegido final

do flagelo onde se observa apenas os dois derivados niit@sdnA linha tracejada indica a regido flago
flagelo.
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5. Discussao

Os espermatozoides de citri medindo por volta de 525 um, esta dentro do intervalo
observado para outros Psylloidea, que varia de 30 a 1000 um de comprimento (Le M@nn, 1966

Espermatozoides individualizados na vesicula seminal é uma cstacedescrita para
a maioria das espécies de Sternorrhyncha, incluindo D. citri, todaviada® as espécies de
Auchenorryncha estudadas até o momento, essas células estdo neantféase na vesicula
seminal (Folliot e Maillet, 1970; Cruz-Landim e Kitajima, 1972; Kubo-leie al., 2003;
Chawaniji et al., 2005 e 2006; Araujo et al., 2010; Zhang & Dai, 2012).

Outra caracteristica observada B. citri, assim como em todas outras as espécies de
Sternorrhyncha estudadas, foi a presenca de apenas um tipo de espermé&aozetdeto, ns
familias de Auchenorryncha, Cicadidae e Cicadellidae, observa-se agwatkignais de um
tipo de espermatozoide no mesmo individuo (polimorfismo) (Kato, 1956; Kubd-&ie 2003;
Chawanji et al., 2005 e 2006;), caracteristica também reportada paraaslfmmilias da
subordem Heteroptera (Pentatomidae, Largidae e Pirrocorydae) (Bowen, 1922; Sehrader
Leuchtenberger, 1950; Araujo et al., 2011 e 2012).

Os espermatozoides se abrindo em dois filamentos, quando manipulados, ob=@rvado
D. citri, ocorre provavelmente porque existe pouco material conective estrelementos
flagelares. Em outros Psylloidea (Le Menn, 1966) € descrito que 0 @speoide consiste em
dois filamentos paralelos de tamanho diferente, sendo observada na extretaidag@esses
filamentos uma regido feulgen-positiva, sendo supostamente a regi&arnucbnforme o
exposto percebe-se que os resultados observados em D. citri, confirnsaspesgas de Le
Menn (1966). Pela assimetria nas espessuras entre os dois filamemtresazopia de luz
entre os dois derivados mitocondriais a microscopia eletrénica de isaaisppode se deduzir
gue cada filamento tem como principal componente um derivado mitocondrial.

A ultraestrutura dos espermatozoides de D. citri observados no presente éstudo,
semelhante aguela observada na maioria dos Pterigota, incluindo gaddgrfdamieson et al.,
1999; Rosati et al., 1976), por possuir as seguintes caracteristicas: (1) regides de cadpeloa e fl
diferenciaveis, (2) nucleo alongado e com cromatina homogénea e eletrondensa, (Ba alone
padrao 9+9+2, (4) presenca de dois derivados mitocondriais e (5) presenca derpos
acessorios. Entretanto, algumas caracteristicas sdo comuns na sulterdemh$ncha, outras
sédo compartilhadas na superfamilia Psylloidea e finalmente algumas sawvasdad. citri.

As projecdes laterais observadas @©. citri também sdo reportadas para outros
Psylloidea (Le Menn, 1966) e também Aleyrodoidea (Bacceti e DE@Y; e B4o et al., 1997)
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Em Psylloidea, elas foram descritas como espinhos e meelemde 17 um de comprimento.

J& Aleyrodoidea, foram chamadas de proje¢Bes acrossomais, pois, seguncdutesss, elas
apresentam em suas extremidades resquicios de material across@riamde 0,5 a 2 um de
comprimento, ainda em algumas espécies elas podem ser ramificattatanito Bacceti e
Dallai (1977) afirmaram que essas projecdes ndo tem a capacidadeealgare funcao
acrossmal, o papel delas seria provavelmente orientar os espermatozoides duransporte
gue é passivo em AleyrodoideamiD. Citri, pela orientacdo e ocorréncia preferencialmente no
flagelo, nos parece estar de acordo com Bacceti e Dallai (1977).

Os trés apendices na extremidade final do flagelo observados eniriDé cuma
caracteristica que, até o momento, diferencia esta espécie dos detoadeRsy

A estrutura paralela ao ndcleo, é@ncitri, pode ser prolongamento de um dos corpos
acessorios ou uma estrutura distinta. Neste Ultimo caso ela gadestituir um acrossomo
“nao-tradicional”. Pois, embora acrossomo esteja ausente em outros Psylloidea (Lel®&8)n,

e em alguns Coccoidea (Robinson, 1966; Ross e Robinson, 1969; Robinson, 1972), ele esta
presente em Aphidoidea (Mazzini, 1970). Da mesma forma, todas as esf@aebordem
Auchenorryncha estudadas apresentam acrossomo (Folliot e Maillet, GABLandim e
Kitajima, 1972; Kubo-Irie et al., 2003; Chawaniji et al., 2005 e 2006; Araigb,&t010; Zhang

& Dai, 2012).

O nucleo com cromatina eletrodensa, circular em secc¢do transversgando apenas
uma pequena parte da regido anterior do espermatozoide, como observaduteng descrito
também para outros Psylloidea (Le Menn, 1966) e Aphidoidea (Mazzini, 1970)aBktttrem
Aleyrodoidea, 0 nucleo ocupa a maior parte do espermatozoide, a cromatseni@pse em
filamentos orientados longitudinalmente e, em corte transversal, edaiférme (Bacceti e
Dallai, 1977; e B&o et al., 1997). Ja em Coccoidea ele apresentdicaoet@tronopaca &m
algumas espécies, ocupa a maior parte do comprimento do espermajazideutras, apenas
a regido anterior (Robinson, 1972).

Na maioria dos insetos, incluindo os Heteroptera (Lee & Lee, 1992; Araujo et al., 2011 e
2012) e Auchenorrhyncha (Folliot e Maillet, 1970; Cruz-Landim e Kitajima, 1R@Ro-Irie et
al.,, 2003; Chawanji et al., 2005 e 2006; Araujo et al.,, 2010; Zhang & Dai, 2012) os
espermatozoides possuem, na regido de transicdo nucleo-flagelo, tumhaaegletrondensa,
com funcdo de manter unidos os elementos do flagelo com o nucleo, denondijnata éo
centriolo. Na espécie aqui estudadagsasituras eletrondensas e em forma de “ferradura” que

circundam externamente os derivados mitocondrias (observe as Figs. 3fA tenha a
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mesma funcdo do adjunto do centriolo, além de claramente mamejexdes laterais unidas
aos demais elementos do flagelo.

O axonema com arranjo microtubular 9+9+2, comum a maioria dos insetos, ocorre nos
espermatozoides dos demais Psylloidea (Le Menn, 663 Aphidoidea (Mazzini, 1970), os
quais apresentam motilidade. Em Coccoidea 0s espermatozoides taagyésentam
motilidade, entretanto o axonema € desaritmo “bizarrd’, pois os microtlbulos se arranjam
em anéis em volta de um cerne ao longo do espermatoamideal foi classificado como
aflagelados (Robinson, 1966; Ross e Robinson, 1969; Robinson, 1972k Akeyrodoidea
estudados o axonema degenera durante a espermiogénese, resultando eatoesjoEsnsem
motilidade (Bacceti e Dallai, 1977; e Bao et al., 1997). Dallai (1979)resugae, em
Sternorryncha, o axonema evoluiu a partir de Aphidoidea e Psyloidea, com arremgtubular
9+9+2 e espermatozoide movel, passando por Aleyrodoidea, com axonema degenerado e
imovel, chegando a Coccoidea, com axonemantniz espermatozoide aflagelado e mével.

Em Psylloidea (Le Menn, 1966), incluindo a espécie aqui estudada, eloAjaa
(Mazzini, 1970) os derivados mitocondriais sdo bem desenvolvidos, earthéyahidoidea eles
sejam reniformes em seccdo transversal, enquanto que nos Psyllomdedares. Em
Aleyrodoidea € reportadaa degeneracdo total dos derivados mitocondrias durante a
espermiogénese (Béao et al., 1997) ou, em algumas espécies, apenasiga [eseorpos
granulares, estruturas remanescentes dos derivaaesem qualquer atividade da citocromo-c-
oxidase (Bacceti e Dallai, 1977). E para Coccofdeseportada a auséncia de qualquer organela
no flagelo do espermatozoide maduro, incluindo os derivados mitocondriais (Robinson, 1966;
Ross e Robinson, 1969; Robinson, 1972).

6. Conclusao

- A organizagdo dos espermatozoides livres na vesicula serssial aomo a auséncia de
polimorfismo nos mesmos observadws D. citri, diferencia, pelo menos, este Sternorrhyncha,
dos Auchenorrhyncha, que nos quais 0s espermatozoides estédo organizadosrenvésiaila
seminal e em algumas familias € observado polimorfismo.

- As projecdes laterais observadas nos espermatozoides das espécidisided?sncluindo D.
citri, e em Aleyrodoidea, é uma caracteristica comum para ésaassuperfamilias, sugerindo

uma proximidade filogenética entre esses dois grupos dentro de Sternorryncha.
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- Os espermatozoides sao compostos por dois filamentos (quando manipulestrsgda em
D. citri, até o momento, € uma caracteristica comum dentro yllei®sa, uma vez que foi
observada apenas em outras espécies dessa superfamilia.
- A presenca de trés apéndices na extremidade final da cauda noa¢speide de D. citri, €
uma caracteristica que distingue, pelo menos, esta espécie dos detivéiluos dentro de
Psylloidea, bem como dentro da subordem Sternorrhyncha.
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