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Resumo

ARAUJO, Vinicius Albano, M.S., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2005.
Morfofisiologia dos ductos deferentes durante a maturagdo sexual e
aspectos da espermiogénese em machos de Scaptotrigona xanthotricha
Moure 1950 (Hymenoptera, Apidae, Meliponini). Orientador: José Lino Neto.
Conselheiros: Cldvis Andrade Neves e Lucio Antdnio de Oliveira Campos.

Poucos estudos enfatizam os sistemas reprodutores em insetos. Isto resulta em
uma caréncia de informac6es que possibilitariam estabelecer padrbes e relagbes entre
0s grupos. Os caracteres morfolégicos do sistema reprodutor interno em machos se
mostram promissores para estudos taxondmicos e filogenéticos. Além disso, apesar
dos Meliponini serem bastante estudados, algumas questdes, como as conseqiiéncias
da auséncia das glandulas acessérias no trato reprodutivo masculino, precisam ser
esclarecidas. Nesta tese, descrevemos aspectos estruturais e ultra-estruturais do
epitélio dos ductos deferentes de Scaptotrigona xanthotricha a fim de identificarmos as
principais modificacdes morfofisioldgicas ocorridas nestes ductos durante o processo
de maturagdo sexual dos machos. Para isto, utilizamos técnicas de microscopia de luz
e microscopia de eletrbnica de transmissdo. Os resultados contribuiram para
discussdo de importantes questdes sobre a biologia reprodutiva dos Meliponini, como
a formacdo das espermatides atipicas e a compensacao fisioldgica da auséncia das

glandulas acessorias.
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Abstract

ARAUJO, Vinicius Albano, M.S., Universidade Federal de Vigosa, July 2005.
Morphophysiology of the deferents ducts during sexual maturation and
aspects of the spermiogenesis in Scaptotrigona xanthotricha Moure 1950
(Hymenoptera, Apidae, Meliponini). Adviser: José Lino Neto. Committee
members: Cldvis Andrade Neves and Lucio Antdnio de Oliveira Campos.

Few studies emphasize the reproductive systems in insects. This results in an
caréncia of information that could make possible the establishment of patterns and
relationships between groups. The morphological characters of the internal
reproductive systems in males are promising to taxonomic and phylogenetic studies.
Besides, although the Meliponini be a lot studied, some questions stay without answer
as the absence of accessory glands in the male reproductive system. In this work we
described the structural and ultrastructural features of the epithelium of the deferents
ducts of Scaptotrigona xanthotricha in order to understand the main morphological
modifications of the deferent ducts during the process of sexual maturation. For this we
used techniques of light and electron transmission microscopy. The results contributed
to the discussion of important questions about the reproductive biology of Meliponini,
like the formation of atypical spermatides and the compensacéo fisioldgica da auséncia

das glandulas acessorias.



1. Introducéo Geral

A ordem Hymenoptera possui mais de 115.000 espécies descritas, constituindo
uma das quatro maiores ordens de insetos. E dividida nas subordens Symphyta e
Apocrita (LaSalle & Gauld, 1992), sendo a primeira considerada a mais basal. Os
Apocrita compreendem a grande maioria das espécies e se dividem em Aculeata e
Parasitica. Recentemente Mello (1999) incluiu, além das abelhas, quatro grandes
grupos de vespas como pertencentes aos Apoidea: Heterogynaidae, Ampulicidae,
Sphecidae s. str. e Crabronidae. Sendo esta ultima familia considerada grupo-irmao
das abelhas. A familia Apidae se divide em trés subfamilias: Xylocopinae, Nomadinae
e Apinae. Esta ultima compreende 19 tribos, sendo que quatro destas tribos (Apini,
Bombini, Euglossini e Meliponini) sdo representadas pelas abelhas que possuem
corbicula, um alargamento na superficie externa da tibia posterior das operarias
(Michener, 2000).

Dentre as abelhas corbiculadas, a tribo Meliponini constitui o grupo mais diverso
com 27 géneros (Silveira et al.,, 2002) e centenas de espécies. O numero exato de
espécies permanece indefinido devido, principalmente, ao grande nimero de espécies
cripticas (Michener, 2000).

As abelhas Meliponini do género Scaptotrigona apresentam grande diversidade de
formas e possuem ampla distribuicdo na regido Neotropical. No Brasil existem 8
espécies descritas, havendo ainda um grande namero de espécies nao descritas em
todas as regibes brasileiras (Silveira et al.,, 2002). A espécie Scaptotrigona
xanthotricha tem ocorréncia registrada na regido sudeste e no estado da Bahia,
estando ameacada de extingdo no estado de Sdo Paulo (Mendonga & Lins, 2002).

Apesar das importantes contribuicdes fornecidas pelos dados morfoldgicos,
comportamentais e moleculares (Alexander, 1991, 1992; Brothers, 1999; Carpenter &
Wheller, 1999; Dowton & Austin, 1994, 1999; Melo, 1999; Ronquist, 1999; Noll, 2002),
ainda existem controvérsias sobre as relagbes filogenéticas nos Hymenoptera. A
subfamilia Apinae é considerada um grupo bastante derivado dentro dos Apoidea
(Melo, 1999), sendo a tribo Meliponini posicionada como a mais derivada dentro desta
subfamilia. As relacdes entre as quatro tribos corbiculadas ainda néo foram totalmente
esclarecidas (Michener, 1990; Winston & Michener, 1977; Kimsey, 1984; Plant &
Paulus, 1987; Sheppard & MacPheron, 1991; Cameron, 1991, 1993; Prentice, 1991;
Roig-Alsina & Michener, 1993; Chavarria & Carpenter, 1994; Mardulyn & Cameron,
1999; Koulianos et al., 1999; Cameron & Mardulyn, 2001; Silveira et al., 2002; Noll,
2002). Acredita-se que muitas questdes filogenéticas poderdo ser resolvidas com

analise conjunta de dados moleculares e morfoldgicos. E importante a inclusdo de



novos caracteres como, por exemplo, agueles do sistema reprodutor interno e dos
espermatozoéides, 0s quais possuem nhatureza mais conservativa por serem menos

susceptiveis as condicdes ambientais.

1.1. Importancia Econémica e Ecoldgica dos Meliponini

A tribo Meliponini possui centenas de espécies amplamente distribuidas nas
regides tropicais do mundo e subtropicais do hemisfério sul (Michener, 2000; Silveira
et al., 2002). A maioria das espécies nidifica em cavidades pré-existentes, como 0cos
de arvores, ninhos abandonados de cupins e formigas, frestas no solo e rochas,
entretanto, existem meliponideos que constroem seus ninhos expostos (Silveira et al.,
2002).

Atualmente existe um grande interesse econdmico focado, principalmente, no uso
de diversas espécies de Meliponini para a pratica da meliponicultura. Além disso,
estas abelhas muitas vezes sao polinizadoras especificas de muitas faner6gamas
tropicais (Bawa et al., 1985), sendo consideradas de extrema importancia para a
manutencdo de espécies vegetais nativas (Neff & Simpson, 1993). Diversos estudos
tém sido feitos buscando estabelecer relacdes entre a polinizagdo realizada pelos
meliponideos e a melhoria na produtividade das culturas agricolas (Michelbacher et
al., 1971; Wille, 1976; Wille et al., 1983; O'Toole, 1993).

Varias espécies de Meliponini estdo sob risco de extingdo ou réapida reducédo de
suas populagbes naturais (Mendonga & Lins, 2002), sendo apontadas como as
principais causas: 1) a introdugdo e expansdo da espécie Apis mellifera, a qual
compete com grande eficiéncia por alimento com as espécies nativas (Roubik, 1978,
1980, 1982); 2) reducdo de habitas naturais, principalmente pela acdo do
desmatamento desordenado, levando a perda de locais de nidificacdo e de fontes de
alimento (Silveira et al., 2002); e a 3) acdo de meleiros que na busca de mel silvestre
destroem as colbnias de Meliponini, especialmente de espécies que armazenam maior

quantidade de mel em seus ninhos.

1.2. O Sistema Reprodutor Masculino

Devido a grande variedade de histérias de vida e padrdes ecoldgicos, 0s insetos
apresentam grande diversidade nos comportamentos de cépula, regulagdo enddcrina,
producédo de feromdnios e nas estruturas anatémicas associadas a reproducao (Borror
et al.,, 1992; Chapmam, 1998). Com isso, variagdes interespecificas nos sistemas

reprodutores podem ocorrer no tamanho ou nimero das estruturas, na auséncia de



alguma delas ou na posi¢cdo das mesmas ao longo do trato reprodutivo (Adiyodi &
Adiyodi, 1975; Grassé, 1982; Chapman, 1998).

Nos insetos o sistema reprodutor dos machos, em geral, é formado por um par de
testiculos, vasos deferentes, vesiculas seminais, glandulas acessérias e ducto
ejaculatério (Chapman, 1998). Os testiculos, como nos demais animais, sdo o local de
producdo dos espermatozoides. Cada testiculo consiste de foliculos, onde ocorre o
processo espermatogénico. Nos insetos em geral o numero de foliculos varia entre um
e quatro, mas em alguns casos por chegar a 200 por testiculo, como na abelha Apis
mellifera. O nimero de foliculos testiculares constitui uma caracteristica que pode, as
vezes, separar familias dentro da ordem Hymenoptera (Ferreira et al., 2004). Os vasos
deferentes ligam os testiculos ao ducto ejaculatério. As vesiculas seminais sdo, na
grande maioria dos insetos, regifes dilatadas e modificadas dos vasos deferentes e
consistem no local onde os espermatozdides ficam estocados antes de serem
transferidos para as fémeas. As glandulas acessérias tornam-se funcionais no
principio da vida adulta dos insetos e suas secre¢cfes estdo associadas a diversas
fungbes, como por exemplo: maturacdo e ativagdo dos espermatozoides, inducdo e
aceleracdo da oviposicdo nas fémeas e a formacdo do espermatoforo e do “plug” de
copula (Chen, 1984; Gillot, 1988; Raina et al., 1994; Gillot, 2003). No entanto, as
glandulas acessoérias, presentes na grande maioria dos insetos, estdo ausentes nos
Meliponini (Kerr, 1948; Dallacqua & Cruz-Landim, 2003).

Estudos histoldgicos e histoquimicos dos ductos deferentes dos Meliponini podem
evidenciar estruturas que possam eventualmente produzir secre¢des que tenham
funcdo semelhante & das glandulas acessorias. Em todas as espécies de insetos, as
secregcOes produzidas pelas células epiteliais ao longo do sistema reprodutor séo

misturadas aos espermatozoides para formar o sémem (Gillot, 1988).



1.3. A Espermatogénese em Abelhas

Nos insetos, a extremidade mais distal de cada foliculo é o germario, local onde
as células germinativas se dividem para formar espermatogbnias. Estas células
germinativas indiferenciadas, conhecidas como espermatogbnias primarias sofrem
varias mitoses dando origem a um grupo de espermatogdnias secundarias. Este grupo
de células é entdo encapsulado por uma célula somatica, a célula cistica. As células
cisticas secretam o envelope para a formacao do cisto, os espermatocistos, dentro dos
guais a espermatogénese ocorre (Bao & Dolder, 1991). Os cistos sdo formados por
clones de células germinativas revestidas por uma camada de células epiteliais ndo
germinativas (Baccetti & Bairati, 1964). As espermatog6nias secundarias ap6s duas
divisbes meiédticas dao originem as espermatides (Lindsley & Tokuyasu, 1980; Oguma
& Kurokawa, 1984; Cruz-Landim, 2001). O numero de espermatides por cisto &
caracteristico para cada espécie e pode ser expresso como 2" onde “n” é usualmente
iguala 5, 6, 7 ou 8.

Nos Hymenoptera os machos séo originados de ovos néo fertilizados, portanto,
sao hapldéides e as fémeas séo dipléides, ja que estas se originam de ovos fertilizados.
Nestes insetos a primeira divisdo meiotica é abortiva, ndo ocorrendo formagéo do fuso
(Cruz-Landim & Beig, 1980a, b) e nem a separacdo de material genético. Portanto, o
namero de cromossomos nos machos de Hymenoptera ndo muda durante a “meiose”
(Kerr, 1969). A segunda divisdo meidtica ocorre normalmente, gerando duas
espermatides hapléides com nimero igual de cromossomos (Cruz-Landim, 2001). Em
abelhas, o conteddo citoplasmatico é distribuido de forma desigual entre as duas
espermatides. Uma delas recebe quase todo o citoplasma, ficando a outra apenas
com o0 nulcleo e uma quantidade muito reduzida de citoplasma, contendo somente
alguns ribossomos (Cruz-Landim & Beig, 1980a, b; Cruz-Landim et al. 1980).

Vérios trabalhos tém descrito aspectos da espermatogénese nos Hymenoptera
(Meves, 1903, 1907; Meves & Duesberg, 1908; Sanderson & Hall, 1948; Sharma,
1961; Woyke & Skowronek, 1974; Hogge & King, 1975; Cruz-Landim & Silva de
Moraes, 1980; Cruz-Landim & Beig, 1980b; Cruz-Landim, 2001). Entretanto, ainda
permanece incerto o destino das espermatides com pouco citoplasma originadas na

segunda divisao meidtica (Cruz-Landim, 2001).



1.4. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho consiste em contribuir para o conhecimento da
biologia reprodutiva dos Meliponini, gerando dados que possam esclarecer a
espermatogénese e elucidar o funcionamento do sistema reprodutor masculino dessas
abelhas na auséncia das glandulas acessoérias. Acredita-se, ainda, que esses dados
possam ser usados em estudos taxonémicos e filogenéticos das abelhas bem como

dos Hymenoptera em geral.

Os objetivos especificos deste trabalho consistiram em:

1. Durante a espermatogenénese metade das espermatides formadas possuem uma
guantidade muito reduzida de citoplasma, sendo consideradas atipicas. Com isso,
pretendemos observar o destino e a viabilidade destas esperméatides atipicas

durante a espermiogénese em Scaptotrigona xanthotricha;

2. Descrever as principais diferengas estruturais dos ductos deferentes de
Scaptotrigona xanthotricha em machos de diferentes idades, afim de estabelecer

relagBes entre a morfofisiologia destes ductos e o processo de maturacao sexual;

3. Estudar a morfologia, a ultraestrutura e a histoquimica da parede das vesiculas
seminais de machos maduros de Scaptotrigona xanthotricha, procurando

evidenciar sinais de atividade secretora.
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Destino das espermatides atipicas durante a espermatogénese em

Scaptotrigona xanthotricha (Hymenoptera, Apidae).

Vinicius Albano Aradjo' & José Lino-Neto?

Resumo. Em abelhas, o conteldo citoplasmatico das espermatides, no final da meiose, é
distribuido de forma desigual, sendo que em uma delas o citoplasma é muito reduzido, com
poucos ribossomos. Neste trabalho usamos a microscopia de luz para buscar evidéncias que
demonstrem o destino destas células atipicas durante a espermatogénese de Scaptotrigona
xanthotricha. Os nucleos das espermatides com pouco citoplasma ndo acompanharam o
alongamento dos nucleos das espermétides normais. As esperméatides atipicas migram para a
periferia dos feixes e sdo eliminadas durante a espermiogénese juntamente com 0S restos
citoplasmaticos das células que se transformaram em espermatozoéides. Técnicas de coloragéo
com DAPI e hematoxilina-eosina demonstraram que as espermatides atipicas séo
provavelmente fagocitadas pelas células cisticas. Sendo assim, metade das espermatides
formadas durante o processo espermatogenético ndo é viavel para formacdo de
espermatozoides.

Palavras-chave: espermatogénese, Hymenoptera, abelhas sem ferréo.

In viability of the spermatids with little cytoplasm in bees (Hymenoptera, Apidae).

Abstract. In bees the cytoplasmatic content of the spermatids at the end of meiosis, is
distributed in an irregular way and one of they is formed with a much reduced cytoplasm
composed only by the nucleus and few ribosomes. In this work we used the light microscopy to
look for evidences that demonstrate the destiny of these atypical cells during the
spermiogenesis in Scaptotrigona xanthotricha. Nuclei of the spermatides with little cytoplasm
don’t accompanied the elongation of the nuclei of normal cells. The atypical spermatids were
migrating to the bundles periphery and were being eliminating during the spermiogenesis
together with the cytoplasmatic rests of the cells that were transformed in spermatozoa.
Coloration techniques with DAPI and hematoxilina-eosina demonstrated that the atypical
spermatids are phagocyted by the cystic cells. Then, half of the spermatids formed during the
spermatogenic process aren't viable to be transformed in spermatozoa.

Keywords: Spermatogenesis, Hymenoptera, stingless bee
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Introducéo

Nos insetos, em geral, as divisdes e o desenvolvimento das células germinativas
masculinas ocorrem em grupos denominados de cistos. Estes se encontram dentro
dos foliculos testiculares (B4o & Dolder, 1991) e séo formados por clones de células
germinativas revestidos por uma camada de células epiteliais ndo germinativas
(Baccetti & Bairati, 1964).

Durante a espermatogénese, as espermatogOnias sofrem divisbes mitéticas
gerando um numero de células constante em cada cisto. Estas células, apos duas
divisbes meidticas originam as espermatides (Lindsley & Tokuyasu, 1980; Oguma &
Kurokawa, 1984; Cruz-Landim, 2001). O numero de espermatides por cisto é
caracteristico para cada espécie e pode ser expresso como 2" onde “n” é usualmente
iguala 5, 6, 7 ou 8.

Nos Hymenoptera os machos séo originados de ovos nao fertilizados, portanto,
sao hapldéides e as fémeas séo dipléides, ja que estas se originam de ovos fertilizados.
Nestes insetos a primeira divisdo meiotica é abortiva, ndo ocorrendo formagéo do fuso
(Cruz-Landim & Beig, 1980a, b) e nem a separacdo de material genético. Portanto, o
namero de cromossomos nos machos de Hymenoptera hdo muda durante a “meiose”
(Kerr, 1969). A segunda divisdo meidtica ocorre normalmente, gerando duas
espermatides hapléides com nimero igual de cromossomos (Cruz-Landim, 2001). Em
abelhas, o conteddo citoplasmatico é distribuido de forma desigual entre as duas
espermatides. Uma delas recebe quase todo o citoplasma, ficando a outra apenas
com o nlcleo e uma quantidade muito reduzida de citoplasma, contendo somente
alguns ribossomos (Cruz-Landim & Beig, 1980a, b; Cruz-Landim et al. 1980).

Varios trabalhos tém descrito aspectos da espermatogénese nos Hymenoptera
(Meves, 1903, 1907; Meves & Duesberg, 1908; Sanderson & Hall, 1948; Sharma,
1961; Woyke & Skowronek, 1974; Hogge & King, 1975; Cruz-Landim & Silva de
Moraes, 1980; Cruz-Landim & Beig, 1980b; Cruz-Landim, 2001). Entretanto, ainda
permanece incerto o destino das espermatides com pouco citoplasma originadas na
segunda divisdo meiética (Cruz-Landim, 2001). Hachiohe & Onishi (1952) propuseram
gue as espermatides carentes de citoplasma séo inviaveis. Também foi sugerido que
estas células poderiam fundir-se para formar trofocitos (Wensler & Rempel, 1962). Ja
Kerr & Silveira (1974), considerando o nimero de espermatozoéides por cisto,

propuseram que estas espermatides também se desenvolvem em espermatozdides.
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Neste trabalho demonstramos que, durante a espermiogénese em Scaptotrigona
xanthotricha, as espermatides atipicas séo eliminadas, ndo contribuindo na produgéo

dos espermatozadides.

Material e Métodos

Pupas machos de Scaptotrigona xanthotricha, com olho-r6seo, olho-marrom e
olho preto, foram obtidas de colénias mantidas no Apiario central da Universidade
Federal de Vigcosa, MG, Brasil.

As pupas foram dissecadas e os testiculos foram fixados em paraformaldeido
2.5% em tampdo cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.2. O material foi desidratado em
série alcodlica e embebido em Historesin®. Cortes semifinos foram corados com
hematoxilina-eosina. Algumas destas seccbes foram coradas por 15 min. com 0.2
ng/ml 4,6-diamino-2-fenilindole (DAPI) em tampéao fosfato, e examinadas em um
microscopio de epifluorescéncia (Olympus, BX-60), equipados com filtro de excita¢do
BP360-370 nm.

Alguns testiculos foram dissecados em tampéo fosfato de sodio e transferidos
para uma solugdo corante de orceina-acética (orceina 2% em acido acético 55%).
Apobs 20 min, os foliculos foram colocados sobre laminas histolégicas com uma gota
do corante, dissociados com o auxilio de estiletes e cobertos com laminula, seguindo-

se analise em fotomicroscépio Olympus BX-60.

Resultados

A espermatogénese ocorre dentro dos cistos, 0s quais se encontram dentro dos
foliculos testiculares. O processo de maturacdo dos espermatozéides é sincronizado
dentro do mesmo cisto. No entanto, ap6s a segunda divisdo meiética, metade das
espermatides apresentam pouco citoplasma e nao acompanham o alongamento das
espermatides normais.

Em pupas de olho réseo foram observadas espermatides jovens, logo apés a
segunda divisdo meiotica (Fig. 1A). Nesta fase, os nlcleos mostram-se esféricos,
havendo consideravel assimetria entre as espermatides normais, com muito
citoplasma e as atipicas (Fig. 1A). Nesta fase ¢é possivel observar pontes
citoplasmaticas entre duas espermatides originadas do mesmo espermatocito I, sendo
que somente na espermatide com citoplasma ocorre o alongamento citoplasmatico e

formacéo do axonema e do complexo mitocondrial (Nebenker) (Fig. 1B).

13



Além disso, cada cisto possui células cisticas, que nesta fase tém seu nucleo
facilmente distinguido dos nulcleos das espermatides (Fig. 1C). Nas pupas de olho
marrom ja é possivel diferenciar os ndcleos dos dois tipos celulares, os das
espermatides normais localizam em um pélo do cisto, comecam a se alongar e
apresentam uma regido clara central maior do que aquela presente nas células
atipicas (Fig. 1C). Os nucleos das espermatides atipicas sdo menores, mais esféricos
e se distribuem pela regido mediana do cisto. Em um estagio mais avangado, ainda
nestas pupas, os nucleos das espermatides normais estdo mais alongados assumindo
um formato fusiforme, entretanto ndo ocorreram mudancas nos nucleos das
espermatides atipicas (Fig. 1D). Em seguida, os nucleos das espermatides normais
estdo ainda mais fusiformes e os das espermatides atipicas se tornam levemente
ovalados (Fig. 1E).

Em pupas de olho preto e corpo ndo pigmentado os ndcleos das espermatides
normais estdo alongados e ndo apresentam mais a area clara observada nas fases
anteriores. Enquanto os nucleos das espermatides atipicas apresentam-se fusiformes,
mas alguns estédo ovalados, demonstrando que nestes o processo de alongamento
nao é sincronizado (Fig. 2A). Em cistos de pupas mais velhas, os nucleos das células
atipicas apresentam formatos variados, entretanto nenhum deles se alongaram além
de fusiformes (Fig. 2B). Em pupas com olhos pretos e broto alar ndo pigmentado, os
ndcleos das espermatides atipicas se encontram préximos a regido posterior do cisto e
a frente das vesiculas citoplasmaticas que serdo eliminadas na extremidade posterior
dos flagelos (Fig. 2C). SeccOes transversais dos testiculos nesta fase, corados com
hematoxilina-eosina (Fig. 2D) e com DAPI (Fig. 2E), evidenciaram a presenc¢a dos
ndcleos das espermatides atipicas ou fragmentos destes dentro de vesiculas nas
células cisticas. Estes nlcleos possuem as mesmas caracteristicas dos nucleos das
espermatides normais, 0s quais também foram corados com as mesmas técnicas
quando ainda estavam associados aos cistos. Nesta fase, corte transversais dos
testiculos demonstram que os nucleos das células cisticas ndo sao facilmente
distinguidos devido a formacao de varias vesiculas (Fig. D-E).

Em pupas de olhos pretos, corpo e broto alar pigmentados, os nucleos das
espermatides normais jA se encontram em seu comprimento final e aqueles das
espermatides atipicas ndo sdo mais observados, apenas vesiculas de natureza acida
na extremidade posterior do cisto, possivelmente representando fragmentos daqueles
ndcleos no citoplasma de células cisticas (Fig. 3A) e as vesiculas citoplasmaticas de
células normais também desaparecem nesta fase (Fig. 3B). Cortes longitudinais dos
cistos nesta idade, corados com hematoxilina e eosina, demonstra que as vesiculas

anteriormente numerosas nas células cisticas desaparecem e ndo ha mais qualquer
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vestigio das espermatides atipicas (Fig. 3c). Nesta fase, o0s cistos apresentam apenas
as células cisticas e o0s espermatozdéides jA completaram o alongamento e se

transformaram em espermatozdéides organizados em feixes (Fig. 3C).

Discussao

A formacdo de esperméatides com pouco citoplasma apés a segunda divisdo
meidtica j& havia sido documentada em varias publica¢cbes (Cruz-Landim & Beig
1980a, b; Cruz-Landim & Silva de Moraes 1980; Cruz-Landim et al, 1980). Estes
trabalhos demonstraram que estas espermatides atipicas possuem somente o nucleo
e uma pequena quantidade de citoplasma sem qualquer das organelas membranosas
comumente encontradas nas células eucarioticas.

Existiam controvérsias quanto a possibilidade das espermatides atipicas
formarem espermatozdéides viaveis e quanto ao seu destino. Wensler & Rempel,
(1962) sugiram que estas células podiam fundir-se-iam formando trofécitos. Kerr &
Silveira (1974), contando o nimero de espermatozéides por cistos, propuseram que
tanto as espermatides normais quanto as atipicas se desenvolveriam em
espermatozéides. No entanto, a perda da maioria das organelas citoplasmaticas, é
forte evidéncia de que as esperméatides atipicas ndo sdo viaveis na formacdo de
espermatozdides. Isto porque, alguns constituintes obrigatérios dos flagelos, como os
derivados mitocondriais e acrosomos nao seriam formados, ja que se formam a partir
das mitocdndrias e do complexo de Golgi, respectivamente (Cruz-Hoéfling et al., 1970;
Hoage & Kessel, 1968; Kerr & Silveira, 1974; Lino-Neto & Dolder, 2000; Woyke &
Skowronek, 1974). Isto é corroborado pelo fato dos pares de espermatides jovens
observadas (uma normal e uma atipica) possuirem somente um complexo
mitocondrial. Além disso, a observacao da sequéncia destas células durante a
espermatogénese ndo deixam duvidas de que as espermatides atipicas nao
conseguem acompanhar o alongamento nuclear das normais. Assim como foi
demonstrado, outros autores também acreditavam que as espermatides atipicas
fossem inviaveis na formacédo de espermatozéides (Hachiohe & Onishi 1952; Cruz-
Landim 2001). Entretanto, esta Ultima autora ndo acredita na possibilidade das
espermatides atipicas serem fagocitadas por células cisticas.

As coloragbes com DAPI e Hematoxilina-eosina, utilizadas para evidenciar
ndcleos, comprovaram que 0s nlcleos das espermatides atipicas, ou fragmentos
destes, apos terem migrado para a periferia dos feixes, eram vistos dentro de

vesiculas no citoplasma das células cisticas. Isto sugere que as células cisticas
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fagocitam, juntamente com os restos citoplasmaticos das espermatides normais
(Jamieson et al., 1999), as espermatides atipicas.

Este trabalho demonstrou evidéncias de que as espermatides atipicas formadas
ap6s a segunda divisdo meiodtica ndo formam espermatozoides. Sendo que estas
células sao reabsorvidas por células cisticas juntamente com o resto citoplasmatico

das espermatides normais.
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Figura 1. Cistos testiculares de pupas de olhos réseos (A e B) e manons (C-E) de S. xanthotrichs. A-
Cistos logo apés a segunda divisio meidtica, mostrando espermélides normais, com bastante
citoplasma (cabeca de seta), e atipicas, praticamente sem citoplasma (setas). Observar, nas primeiras,
a presenca do complexo mitocondrial (cm). B- Duas espermatides, originadas do mesmo espermatdcito
II, ligadas por ponte citoplasmética, mostrando o alongamento citoplasmatico e a formagéio do axonema
em somente aquela cam citoplasma (seta). C- Cisto mostrando que, nesta fase, ja é possivel diferenciar
05 nicles dos dois tipos celulares, os das células normais (setas) estdo comegando a se alongar,
possuern uma regido clara central maior e se localizam em um pélo do cisto, ja agueles das
espermatides atipicas séo menores, mais esféricos e se distribuem pela regifo mediana do cisto
(cabeca de seta). Nicleo da célula cistica (n). D- Cisto em uma fase imediatamente apds aquela da
figura anterior. Observe que neste os nicleos das espermétides normais estdo mais alongados, mas
ainda ndo ocomeu alteragdo nos nicleos das espermatides atipicas. E- Cisto um pouco mais adiantado,
mostrando os ndcleos das espermatides normais bem mais fusiformes e os das espermatides atipicas
levemente ovalados. N = ndcleo da célula cistica; crm= complexo mitocondrial. Barras: 200pm.
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Figura 2. Cislos de pupas brancas de olho preto. A- MNesta fase os ndcleos das espermétides normais
estdo bastante longos e ndo apresentam mais a area clara observada nagueles da figura anterior, ja os
nucleos das células atipicas apresentam-se fusiformes, mas alguns ainda estio levemente ovalados. B-
Cisto e uma fase logo apos a da figura anterior. Observe que os nicleos das células atipicas apresentam
formatos variados, mas ndo foram alérn de fusiforrme. C. Nesta fase os nicleos das espermétides atipicas
se encontram proximos & regiao final do cisto, inclusive a frente das vesiculas citoplasmélicas (seta) que
serao eliminadas na extremidade posterior dos flagelos, D- Corte de testiculo corado com hematoxilina e
eosina, mostrando alguns nlcleos na regido final do cisto e varias vesiculas citoplasméticas enlre os
flagelos (seta). E- Cisto semelhante aquele da figura anterior corado com DAPI . Barras: 200pm.
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Figura 3. Cistos de pupas de olho preto e asa pigmentada. A. Os nicleos das espermatides normais Ja se
encontram em seu comprimento final (seta) e aqueles das espermatides atipicas néo séo mais
observados, apenas materiais de natureza acida na extremidade posterior do cisto {cabegas de seta). B-
Cisto ande ndo se observa mais nenhum niicleo das células atipicas, berm como vesiculas citoplasmaticas
das células normais. C- Cisto em uma fase cormespondente aquela da figura anterior, mas em corte corado
pela hemaxilina e eosina. Observe que ndo ha mais qualquer vestigio dos nicleos das espermatides
atipicas. Baras: 200pm.
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3.2. Aratjo, V. A., Zama, U., Neves, C. A., Campos, L. A. O. & Lino-Neto, J. 2005.
Modificagbes estruturais no epitélio dos ductos deferentes de Scaptotrigona

xanthotricha Moure (Hymenoptera, Apidae, Meliponini) durante a maturagcdo sexual.

(Sera submetido a Journal of Morphology).
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Modificacbes estruturais no epitélio dos ductos deferentes de Scaptotrigona
xanthotricha Moure (Hymenoptera, Apidae, Meliponini) durante a maturacao

sexual.

Vinicius Albano Araujo, Uyrd Zama, Cldvis Andrade Neves, Lucio Antdnio de Oliveira Campos e

José Lino-Neto

Resumo. A abelha sem ferrdo Scaptotrigona xanthotricha é amplamente distribuida nas
regides tropicais e subtropicais do mundo. Entretanto, esta espécie esta ameacada de extingdo
em alguns estados brasileiros, tornando importantes estudos sobre sua biologia reprodutiva. Os
ductos deferentes foram investigados através de microscopia de luz durante as fases de pupa e
em machos entre zero e 22 dias de vida. O sistema reprodutor em machos desta espécie é
formado por um par de testiculos, cada um com quatro foliculos, e por um par de ductos
deferentes. Estes possuem uma regido dilatada e modificada, as vesiculas seminais. Assim
como nos demais meliponideos, ndo existem glandulas acessérias no trato reprodutor dos
machos. Em pupas olho marrom até machos recém emergidos ocorre secrecdo pelas células
do epitélio das vesiculas seminais e dos ductos deferentes pds-vesiculares. Nesta fase o
epitélio encontra-se bastante alto composto por células prismaticas. As secre¢cdes na vesicula
se misturam aos espermatozdides que preenchem as vesiculas por volta do quinto dia de vida
apos a emergéncia, quando o epitélio da vesicula se torna baixo, com células clbicas e muitas
inclusBes na regido basal. Apés os dez dias de idade os machos podem ser considerados
sexualmente maduros, j& que as vesiculas estdo completamente cheias de espermatozdides e
os testiculos encontram-se quase completamente degenerados. Neste trabalho, foram
descritas caracteristicas estruturais do epitélio dos ductos deferentes e discutido sobre a sua
funcdo de suas secrecdes na biologia reprodutiva dos Meliponideos durante a maturacdo
sexual.

Palavras-chave: morfologia, sistema reprodutor, abelhas sem ferrdo e figuras mielinicas.

Structural modifications in the deferent ducts epithelium of xanthotricha Moure

(Hymenoptera, Apidae, Meliponini) during the sexual maturation.

Abstract. The stingless bee Scaptotrigona xanthotricha is largely distributed in the tropical and
subtropical regions of the world. This specie is threatened of extinction in some Brazilian states
doing very important studies about its reproductive biology. The deferent ducts were
investigated through light microscopy during the pupae phases until the adult life. The male
reproductive system of this specie is formed by a pair of testes, each one with four follicles, and
by a pair of deferent ducts that have an expanded and modified region, the seminal vesicles. As
well as in the other Meliponini, there are no accessory glands in the male reproductive tract. In
the pupae of brown eye until recent emerged males there is secretion in the epithelium of the
seminal vesicles and pos-vesicular deferent ducts. In this phase the epithelium is very high and

composed for prismatic cells. These secretions in the vesicle mix with the spermatozoa that fill
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out the vesicles about the fifth day of life. The vesicle epithelium becomes low, with cubic cells
and a lot of inclusions in the cell base. After ten days of life males can be considered sexually
matures because seminal vesicles are full of spermatozoa and the testes become almost
completely degenerated. In this work were described structural characteristics of the deferent
ducts epithelium and was discussed about its function in the reproductive biology of the
Meliponini during the sexual maturation.

Key words: morphology, reproductive system, stingless bees and myelinic figures.

Introducéo

A tribo Meliponini compreende as chamadas abelhas sem ferrdo, distribuidas
principalmente nas regides tropicais do mundo e subtropicais do hemisfério sul
(Michener 2000). Esta tribo compreende 27 géneros, dentre eles Scaptotrigona, o qual
apresenta 8 espécies descritas e um grande namero de espécies cripticas (Silveira et
al., 2002).

A maioria dos insetos possui glandulas acessorias no sistema reprodutor dos
machos, e suas secrecdes possuem diversas funcgdes, tais como: maturacdo e
ativacdo dos espermatozoides, formacdo do espermatoforo, inducdo e aceleracdo da
oviposicdo apds a coépula, controle da poligamia e formagédo do “plug” de coOpula
(Bishop 1920; Chen 1984; Colleman et al., 1995; Gillot, 2003; Raina et al., 1994;
Boosmam 2005). No entanto, estas glandulas estdo ausentes nos meliponideos (Kerr,
1948).

A funcéo das glandulas acessorias pode ser substituida por células secretoras ao
longo dos ductos deferentes, embora isto ainda ndo foi comprovado nos Meliponini
estudados (Aradjo et al., 2005; Dallacqua & Cruz-landim 2003). Acredita-se que a
vesicula seminal ndo seja somente um 0&rgdo passivo de estocagem que de
espermatozéides nos meliponideos. As células do seu epitélio e do epitélio de todo o
ducto deferente, podem secretar substancias que compdem parte do fluido do sémem,
no entanto, esta secre¢cdo deve ocorrer em machos antes que eles se tornem
sexualmente maduros (Dallacqua & Cruz-Landim, 2003; Araujo et al., 2005).

Muitos trabalhos tém sido feitos sobre a biologia dos meliponideos,
especialmente sobre o comportamento social e determinagdo de sexo (Moure 1951,
1960; Gauld & Bolton 1988; Roig-Alsina & Michener 1993; Michener, 1990, 2000;
Crozier & Pamilo 1996). Entretanto, ainda existem muitas questbes ndo respondidas
sobre a biologia reprodutiva deste grupo, algumas das quais poderéo ser entendidas
acompanhando o processo de maturacao sexual destes insetos.

Neste trabalho descrevemos as principais alteragbes morfoldgicas dos ductos
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deferentes ao longo da maturacéo sexual em machos de Scaptotrigona xanthotricha,
afim de fornecer dados que esclaregcam a relacdo morfofisiologica desta regido com o

processo maturagdo sexual dos Meliponini.

Material e Métodos
Insetos

Favos de cria foram retirados de colonias de Scaptotrigona xanthotricha mantidas
no apiario central da Universidade Federal de Vigcosa, MG, Brasil. As pupas foram
retiradas abrindo as células de cria pela extremidade inferior e os machos foram
identificados pela presenca do par de gonostilus. A idade das pupas e imagos jovens
foi determinada de acordo com o padrdo de coloracdo dos olhos e pigmentacdo do
corpo, foram estabelecidas cinco classes: 1) pupa de olho réseo (OR); 2) pupa de olho
marrom (OM); 3) pupa de olho preto e corpo sem pigmentacdo (OPCB); 4) imago com
olho preto, corpo pigmentado e asa sem pigmentacdo (OPAS); e 5) imago com olho
preto, corpo e asa pigmentada (OPAP). Para obtencéo de adultos, favos de cria foram
acondicionados em placas de Petri e colocados em estufa B.O.D a 29°C. As células de
cria mais escuras e geralmente mais centrais no favo eram desoperculadas
diariamente, para que as abelhas pudessem emergir. Os machos recém emergidos
foram marcados com tinta ndo toxica para controlar a idade de cada individuo. Estes
machos foram colocados em uma caixa de madeira contendo operarias de diferentes
idades (para alimentar os individuos jovens), resina e favos de cria contendo larvas
jovens (para serem manipuladas pelas operéarias) além de pélen e xarope de sacarose
em agua 1:1 (para servirem de alimento). As caixas foram mantidas em estufa B.O.D a
29°C. Foram dissecados machos das cinco fases de pupa assinalados e adultos
diariamente nas idades entre zero (recém-emergidos) e 22 dias (idade maxima de

sobrevivéncia nas condigbes experimentais).

Microscopia de Luz

Os ductos deferentes foram fixados em gluteraldeido 2.5% em tampéo cacodilato
de sddio 0.1 M, pH 7.2, e p6s-fixados em OsO,4 1%. Em seguida, foram desidratados e
embebidos em Historesina®. Cortes semifinos foram corados com azul de toluidina e

fotografados em um microscépico Olympus CX 31.
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Histoquimica

Os ductos deferentes foram fixados em paraformaldeido 2.5% em tampéo
cacodilato de sédio 0.1 M, pH 7.2, e embebidos em Historesina®.

Cortes semifinos foram submetidos aos testes histoquimicos para detecg¢édo de
proteinas: Mercurio de Bromofenol [Pearse 1985], polissacarideos: PAS [Jungueira e
Jungueira 1993] e fosfatases: 4cida e basica [Bancroft and Stevens, 1996]. Todos os
testes foram acompanhados de grupo controle positivo (intestino médio de Bombus

terrestris).

Resultados

Sistema reprodutor masculino: anatomia geral

O sistema reprodutor de machos de S. xanthotricha é formado por um par de
testiculos, cada um contendo quatro foliculos. Durante as fases de pupa até o quinto
dia de idade adulta o processo espermatogénico é finalizado e os testiculos ainda
estdo bastante volumosos. De cada foliculo testicular desemboca um ducto eferente e
estes se fundem formando o ducto deferente. Os ductos deferentes possuem uma
regido dilatada e modificada, a vesicula seminal. Os ductos deferentes pds-vesiculares
se fundem formando o ducto ejaculatério (Fig. 1A). Os espermatozéides deixam 0s
testiculos em feixes e quando alcancam as vesiculas estes sdo desorganizados e
somente espermatozéides livres sdo vistos no lumen das mesmas. Apds 0s
espermatozoéides migrarem para as vesiculas seminais, onde ficardo estocados até o
momento de copula, se inicia o processo de degeneracao testicular (Fig. 1B). Portanto,

a producédo de espermatozéides durante uma fase da vida.

Diferencas morfolégicas no epitélio dos ductos deferentes ao longo da maturacao
sexual

Em pupas de olho rosa e olho marrom as vesiculas seminais estdo com o limen
vazio (Fig. 1C). O epitélio € composto por células prismaticas, e os nucleos sdo
grandes, ocupando a porcdo mediana das células (Fig. 1D). Os nucleos possuem
predominio de cromatina descondensada. Os ductos deferentes pds-vesiculares
nestas pupas ainda ndo apresentam secre¢des no limen. No entanto, nas pupas de
olho marrom nota-se a presencga de grandes estruturas tipo-vesicula na base das

células, e de pequenos granulos de secrec¢do no apice (Fig. 1D). As pupas de olho
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preto e corpo ndo pigmentado e pupas de olho preto e broto alar ndo pigmentado
apresentam estas mesmas caracteristicas, entretanto os lumens dos ductos
deferentes pos-vesiculares e das vesiculas seminais apresentam secrec¢des (Figs. 1E
eF).

Em pupas de olho preto e broto alar pigmentado até individuos com dois dias de
vida apresentam o epitélio vesicular composto por células prismaticas de nucleos
medianos e regulares (Fig. 2A). As estruturas tipo-vesicula, anteriormente presentes
na base das células, agora também ocupam o apice das mesmas formando borbulhas
gue sdo destacadas da membrana e secretadas de forma apdécrina (Fig. 2A). Estas
secrecOes tipo-vesicula possuem numerosos granulos em seu interior corados pelo
azul de toluidina e preenchem todo o limen da vesicula seminal e dos ductos
deferentes (Fig. 2A).

Machos com trés e quatro dias de vida ap6s a emersdo das células de cria
possuem o epitélio da vesicula ainda composto por células prismaticas altas,
entretanto os nucleos destas células sao mais esféricos e menores do que os das
fases anteriores (Fig. 2B). As estruturas tipo-vesicula voltam a ocupar a regido basal
das células com trés dias e com quatro dias estas estruturas sdo substituidas por
pequenas inclusGes 6smio-positivas (Fig. 2B). O limen da vesicula seminal e dos
ductos deferentes pés-vesiculares séo totalmente preenchidos por granulos corados
pelo azul de toluidina (Fig. 2C).

Os espermatozoides alcangam as vesiculas seminais em machos com cinco dias.
Nesta fase o epitélio vesicular se encontra mais baixo que nas fases anteriores, sendo
composto por células cubicas com ndcleos irregulares ocupando o terco basal (Fig.
2D). O apice apresenta secrecéo tipo apocrina (Fig. 3A). Com seis e sete dias de vida,
as vesiculas seminais ja estdo completamente preenchidas por espermatozoéides (Fig.
3B). O epitélio € baixo e composto por células cubicas com nucleos esféricos
ocupando a por¢cdo mediana das células. Nesta fase a base das células possui
numerosas e pequenas inclusdes tipo-vesicula (Fig. 3B). Os ductos deferentes pos-
vesiculares permanecem cheios de secrecdo (Fig. 3C). Os ductos deferentes pré-
vesiculares contém espermatozoides no lumen, evidenciando que o processo de
migracao para as vesiculas seminais ainda ndo esta completo (Fig. 3D).

Machos entre oito e dez dias apresentam os nucleos das células epiteliais da
vesicula seminal com formato irregular e, as vezes, espremidos por grandes inclusdes
tipo-vesicula (Figs. 3E e F). Estas inclusdes nesta fase sdo muito numerosas na base
da célula (Fig. 3F). Muitos espermatozoides mantém contato com a borda do epitélio.
Os ductos deferentes a partir desta idade mantém um padrdo semelhante, sendo os

machos, considerados sexualmente maduros. Isto porque os espermatozoéides ja
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migraram para as vesiculas seminais e o0s testiculos ja se encontram em processo de
degeneracdo. Nesta fase o epitélio € baixo, 0s nicleos estdo ainda mais espremidos
pelas inclusdes tipo-vesicula e, as vezes, parece que sao englobados pelas mesmas
(Fig. 4A). Alguns feixes de espermatozéides entram em contato com a parede do
epitélio, formando profundas inser¢bes (Fig. 4C). A quantidade e o tamanho das
inclusdes tipo-vesicula ndo se mantém constantes ao longo da maturagdo sexual, mas
a partir do 10° dia sua ocorréncia foi sempre observada. Apés o 20° dia observa-se um
aumento no numero de inclusdes tipo-vesicula e muitos espermatozéides em contato
com o epitélio (Figs. 4C-D). Os ductos deferentes pés-vesiculares ainda apresentam
secrecdes nos machos sexualmente maduros, como visto em machos com 22 dias
(Fig. 4B).

Os testes histoquimicos realizados para evidenciar proteinas (azul de bromofenol)
foram negativos para todas as idades. O teste para PAS foi positivo nas fases de
pupas olho rosa a pupa de olho preto e broto alar pigmentado, evidenciando a
presenca de glicogénio na forma de pequenos granulos de secrecdo no apice das
vesiculas seminais (Fig. 4E). A natureza dessa secrecdo foi comprovada pela reagéo
positiva com a enzima amilase. A atividade da fosfatase &cida nao foi detectada,
entretanto em pupas OM, OPCB e OPAS foi evidenciada a atividade da fosfatase
alcalina no apice do epitélio das vesiculas seminais. A atividade da fosfatase alcalina

coincide com a mesma fase de secrecao dos gréos de glicogénio.

Discussao

Segundo Ferreira et al.,, (2004) o sistema reprodutor de S. xanthotricha
corresponde ao padrao observado em outros Meliponini, 0s quais apresentam quatro
foliculos testiculares encapsulados juntamente com as vesiculas seminais, e nao
possuem glandulas acessérias. O impacto da auséncia destas glandulas constitui um
das questdes nao respondidas da biologia reprodutiva das abelhas sem ferrdo. Em
Meliponini sdo escassos trabalhos descrevendo as principais modificacbes
morfofisiol6gicas dos sistemas reprodutores ao longo do processo de maturacao
sexual. Os espermatozéides em S. xanthotricha, assim como ocorre nos demais
Apocrita, sao liberados em feixes dos testiculos e estes sdo desorganizados quando
alcancam as vesiculas seminais (Moreira et al., 2004).

Assim como na maioria das abelhas (Dumser, 1980; Heinze & Holldobler 1993;
Holldobler, 1985; Boosmam, 2005), em S. xanthotricha a espermatogénese ocorre

durante a fase de pupa e os machos produzem espermatozdides apenas uma vez
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durante a vida. Quando as vesiculas seminais se enchem de espermatozéides os
testiculos entram em processo de degeneracéo e os machos podem ser considerados
sexualmente maduros (Cruz-Landim & Dallacqua 2002; Araujo et al., 2005). Na
espécie aqui estudada, os espermatozoéides alcancaram as vesiculas seminais por
volta do quinto dia ap6s a emergéncia e os testiculos estavam quase totalmente
degenerados por volta do décimo dia.

A idade na qual os machos de abelhas se encontram sexualmente maduros varia
interespecificamente. De acordo com Camargo (1984) em machos haploides de
Melipona quadrifasciata os espermatozéides alcangcam as vesiculas seminais no
sétimo dia, mais cedo que em machos dipléides da mesma espécie, nos quais a
migragdo se inicia por volta do nono dia. Os zangdes de Apis mellifera tornan-se
maduros doze dias ap0s a emergéncia, quando os espermatozoides ja migraram para
para as vesiculas seminais (Snodgrass, 1978). Em Bombus terrestris foi verificado que
0s machos atigem a maturidade sexual, em média, com doze dias (Tasei et al., 1998).
Os espermatozoides de S. xanthotricha comecam a migrar para as vesiculas seminais
por volta do quinto dia, semelhante ao encontrado em Melipona mondury, onde a
migragcdo dos espermatozéides se inicia no quarto dia (Maria Augusta Lima Siqueira,
informacé&o pessoal).

Algumas caracteristicas relacionadas ao sucesso de cOpula tém sido estudadas
em insetos sociais machos (Boomsma, 1996; Bourke & Franks, 1995; Crozier & Page.
1985; Eberhard. 1985; Fjerdingstad. 1997; Holldobler. 1985; Starr. 1984). Em
Hymenoptera eussocias os machos tém vida curta e normalmente morrem ap6s uma
ou poucas copulas (Boosmam et al., 2005). Comumente muitos Hymenoptera utilizam
as secrecdes das glandulas acessorias para assegurar fidelidade de cépula da fémea.
As abelhas Meliponini ndo possuem glandulas acessorias no trato reprodutor dos
machos. Entretanto, segundo Araujo et al., (2005) parte do aparelho reprodutor é
mantido no trato da fémea ap6s a coépula, impedindo cépulas subseqientes,
mecanismo similar ao “plug” de cépula usado por machos de meliponideos (Starr,
1984; Thornhill, 1983; Boosmam et al., 2005).

Em machos maduros as secre¢des ndo foram observadas na vesicula seminal,
apenas nos ductos deferentes poés-vesiculares. Acredita-se que a composi¢cdo e
viscosidade das secrecbes, em conjunto, permitem o deslocamento dos
espermatozéides através dos ductos (Happ, 1992). Substéancias desta natureza foram
também encontradas nas glandulas acessorias de outras abelhas (Blum, 1962; 1967).
Provavelmente as secre¢fes ao longo dos ductos deferentes de S. xanthotricha
tenham func@o apenas de nutricdo e manutencdo dos espermatozoides viaveis até

cobpula, como encontrado para A. mellifera (Cruz-Landim & Cruz-Hofling, 1969). Isto
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porque a fung¢do quimica de interferir no comportamento reprodutivo da fémea seria
possivelmente, substituida pelo “plug” formado pela retencdo do aparelho reprodutor
do macho no trato da fémea apds a copula (Aradjo et al., 2005).

Acredita-se que as inclusdes ésmio-positivas presentes na base das células
epiteliais dos ductos deferentes a partir do oitavo dia ndo sejam granulos de secrecao
devido sua posicdo e natureza. Segundo Araujo et al., (2005) estas inclusdes sao
figuras mielinicas e podem evidenciar funcdo de espermiofagia pelo epitélio das
vesiculas seminais, assim como encontrado em individuos maduros de S. xanthotricha
(Aravjo et al., 2005), em Melipona bicolor (Dallacqua & Cruz Landim, 2003) e na
formiga Camponotus spp. (Wheleer, 1992). Machos com mais de vinte dias,
apresentam os nucleos das células das vesiculas seminais com aspecto apoptético,
sugerindo que sugere que este machos podem se tornar incapazes de fecundar apos
esta idade, possuindo idade mais propicia para tal comportamento entre dez e dezoito
dias de idade.

Este trabalho demonstrou que machos de S. xanthotricha apresentam grandes
modificagdes morfolégicas no epitélio dos ductos deferentes ao longo do processo de
maturacdo sexual. Além disso, permitiu relacionar a idade destes individuos com os
eventos de espermatogénese, degeneragdo testicular e maturidade sexual. Como
descrito acima, sugerimos que os machos de S. xanthotricha atingem a maturidade
sexual apds o décimo dia de emergéncia, quando estardo aptos a abandonarem as
colénias para possivel copula. Portanto, tentativas de acasalamentos em condi¢cdes

controladas devem ser realizadas com machos a partir dessa idade.
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Figura 1. Microscopia de luz dos ductos deferentes de 5. xantholricha. Sistemas reprodutores em
A- Macho maduro mostrando os testiculos ja degenerados (T), vesiculas seminais {vs), ductos
deferentes (dd) e ducto ejaculatério (de). B- Pupa de olho preto, nota-se os testiculos
desenvolvidos (T) e as vesiculas seminas vazias (vs). C. Em pupa de olho rosa, mostrando o
limen da vesicula seminal vazio (L), em D observa-se o epitélio composto por células prismaticas
e altas e secrecdo apécrina (seta). E- Em pupas de olhos pretos e corpo ndo pigmentado nota-se
secrecdo no ldmen dos ductas deferentes pés-vesiculares (seta) e em F nas vesiculas seminais
(seta). G- Pupas de olho prete e corpo pigmentado, mostrando a presenga de diferentes
secrecdes nos ductos deferentes pas-vesiculares (setas). T = testiculo; vs = vesicula seminal; did
= ductos deferentes; de = ducte ejaculatério; L = lomen; Mu = camada muscular, ep = epitélio.
Barras: A e C-G = 800 g, B = 50 gm.
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Figura 2. Microscopia de luz, mostrando cortes transversais das vesiculas seminais e dos ductos
deferentes pas-vesiculares de S. xanthoticha. A- Pupa de olho preto e copo pigmentado,
mostrando o sapneho da vesicula seminal (ep) composto por células prismaticas altas e o apice
liberanda secregGes tipo apdciina (seta). B- Machos com trés dias de vida, mostrando que nesta
fase comeca a aparecer inclusdes na base do epitélio (in). C- Secrecbes ocupando todo o ldmen
dos ductos deferentes pds-vesiculares (seta). D- Machos com cinco dias de vida, observa-se que o
“epitélio toma-se mais baixo composte por células cdbicas, os nicleos ocupam o tergo basal (seta)
e microvilosidades na borda do epitélio (cabeca de seta). Ep= epitélio; in = inclusfes; Mu =
musculo; L = ldmen. Barras = 500 gm.
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Figura 3. Microscopia de luz, mostrando cortes transversais dos ductos deferentes de S.
xanthotricha. A- Wachos com cinco dias, nota-se presenga de espermatozdides na vesicula
seminal {spz) e de secrecéo tipo apdcrina no apice do seu epitélio (cabega de sela) e os
ntcleos (seta) e as inclusdes (in) na base, em B a vesicula ja preenchida par espermatozdides
(spz), o epitélio tora-se ainda mais baixo, com nicleos esféricos (cabeca de seta) e varias
inclusdes ocupam a regido basal {in). C- Ductos deferentes pés-vesiculares mostrando

- secregbes na limen (cabega de seta). D- Ducto deferente pré-vesicular, mostrando a migragdo
dos espermatozéides (spz). E-D- Machos entre oito e dez dias mostrando que nesta fase os
nucleos do epitlélio das vesiculas seminais (cabecas de setas) sdo espremidos por grandes e
numerosas inclusdes (in). Ep= epitélio; in = inclusdes; Mu = masculo; L = ldmen; spz =
esparmatozdides. Barras = 500 pm.
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Figura 4. Microscopia de luz, mostrando cortes transversais dos ductes deferentes de 5.
wanthotricha. M- Machos maduros, mostrando que o epitélio da vesicula seminal € baixo (ep) e os
nicleos (cabeca de seta) parecem serem englobados por grandes inclusées (in). B- Ductos
deferentes pos-vesiculares em machos com 22 dias, mostrande que nesta idade ainda ha
secregéo no l0men dos ductos (seta) e os nicleos do epitélio estdo com aspecto de apoptose
(cabeca de seta). C- Ainda nesta fase, alguns feixes de espenmatozoides (spz) sdo wvistos
formando profundas insergdes no epitélio das vesiculas seminais {ep). D- Machos com mais de 20
dias mostrando gue os nicleos das células epiteliais dos ductos deferentes apresentam aspecto
de apoptose (cabega de seta) a regido basal do epitélio possui muitas inclusées (in). E- Pupas de
olho preto, mostrando que o teste de PAS para detecgdo de glicogénio (cabega de seta) foi
positivo no epitélio da vesicula seminal nesta fase. Ep= epitélio; in = inclusdes; Mu = misculo; spz
= espermatozoides. Barras = 500 pm.
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Ultrastructural, histological and histochemical characteristics of the epithelial
wall of the seminal vesicle of mature males of Scaptotrigona xanthotricha Moure

(Hymenoptera, Apidae, Meliponini).

Vinicius Albano Araujo, Uyra Zama, Clévis Andrade Neves, Heidi Dolder and José Lino-Neto

Abstract. The reproductive system of the Meliponini male may be distinguished from that of
other bees by the absence of accessories glands. We hypothesized that other cells of the
reproductive tract have taken over their secretory function. In this study, we investigate the
structure, ultrastructure and histochemistry of the seminal vesicle in mature males of the
stingless bee Scaptotrigona xanthotricha in search of a possible secretory activity. The simple
cubical epithelium has many vesicular inclusions in its basal region. However, these inclusions
are not typical of secretory vesicles. On the contrary, they contain membranous structures
similar to myelinic figures. Also, some spermatozoa are observed next to these inclusions and
the basal membrane, which suggests a spermiophagic activity. Despite the fact that
spermatozoa of the seminal vesicle are immersed in a diffuse material, we conclude that, the
epithelial cells of this organ of the mature male show no morphological evidence of a secretory
function.

Key words: morphology, reproductive system, stingless bees and myelinic figures.

Introduction

Generally, the male reproductive system of bees, as in most insects, is made up
of a pair of testes connected to an aedeagus by the genital ducts. These are partially
differentiated into seminal vesicles and frequently associated to accessories glands.
Despite of this model, morphophysiological studies that compare the reproductive
apparatus in different bee families including sperm ultra structure suggest that these
furnish sufficient variations to support a systematical analysis for this group
[2,4,7,12,17,19-22,25,32,34,40,43-47].

Most insects have accessories glands emptying into their reproductive tracts and
their secretions act as chemical signs that can affect the females in various ways. For
example, they can make up the spermatophore, which induces and accelerates
oviposition, controlling polygamy and forming a mating plug [8,14-15,25,27,28,37,38].
However, these glands are lacking in meliponini [25].

The seminal vesicles in bees are usually the principal sites of spermatozoa
storage after their transference from the testes as spermatodesmata bundles [34]. As

the males become sexually mature, the spermatozoa bundles are released and only
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free spermatozoa were found, completely occupying the seminal vesicle [34]. The
seminal vesicle in many insects does not appear to produce secretions. However, in
some cases, such as in Orthoptera, the epithelium has a typical secretory cell
ultrastructure, and its product substitutes that of the accessory glands [16,24].
Considering the Meliponini bees, only one species, Melipona bicolor bicolor, has been
investigated as to the details of the reproductive tract ducts (including the seminal
vesicle) [21].

In this study we examine the histology and ultrastructure of the seminal vesicle of
mature males of Scaptotrigona xanthotricha and its response to some histochemical
treatments to obtain a better understanding of the functional significance of this

structure in the reproductive biology of Meliponini bees.

Material and Methods

Eight sexually mature males of Scaptotrigona xanthotricha were used, obtained
from colonies maintained in the Central Apiary of the Federal University of Vicosa, MG,
Brazil. The males were collected from clusters formed near their colony, following the
typical behavior for its species during its reproductive period, whereby they can be

identified as sexually mature males.

Light Microscopy

The seminal vesicles were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium
cacodylate buffer, pH 7.2, and post-fixed in 1% OsQ,. The pieces were dehydrated and
embedded in Historesin®. Semi-thin sections were stained with toluidine blue and

photographed.

To reveal the nucleus, some of these preparations were stained for 15 min. with
0.2 mg/ml 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI) in sodium phosphate buffer saline. They
were examined with an epifluorescence microscope (Olympus, BX-60), with a BP360-

370nm excitation filter.

Histochemistry

The seminal vesicles were fixed in 2.5% paraformaldehyde in 0.1 M sodium

cacodylate buffer, pH 7.2, and embedded in Historesin®.
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Semi-thin sections were submitted to histochemical tests for the detection of
proteins: Mercury Bromophenol Blue [36], polysaccharides: PAS [29], alkaline and acid
phosphatase [6]: For these two last methods, sections were incubated for 6 hours in
0.32% sodium R-glicerophosphate and 2% lead nitrate in 0.05 M sodium acetate buffer
at pH 5. Next, they were treated in 1% ammonium sulfide, washed and counter stained
with hematoxylin. To test for alkaline phosphatase activity, sections were incubated for
6 hours in 0.5% sodium R-glicerophosphate, 1% lead nitrate, 0.025% manganese
cloride in 0.05% veronal buffer at pH 9.2. The sections were then treated in a 2%
cobalt nitrate solution, washed, immersed in 1% ammonium sulfide and counter stained
with hematoxylin. The methods to show phosphatase activity were adapted from

Gomori’s method [6]. A control group accompanied all the tests.

Transmission Electron Microscopy (TEM)

The seminal vesicles were fixed for 3h in a solution containing 2.5%
glutaraldehyde, 0.2% picric acid, 3% sucrose and 5 mM CaCl, in 0.1 M cacodylate
buffer, pH 7.2. The materials were post-fixed in 1% OsO,, dehydrated in acetone and
embedded in Epon 812. Ultrathin sections were stained with 0.1% uranyl acetate and
0.01% lead citrate and were observed in a Zeiss Leo 906 transmission electron

microscope.

Results

The internal reproductive system of mature males of Scaptotrigona xanthotricha is
characterized by a pair of degenerated testes extremely reduced in volume and by a
pair of deferent ducts that empty into the ejaculatory duct. In the deferent duct, a region
proximal to the testis expands to form the seminal vesicle. The seminal vesicles have a
spherical shape and measure about 450 um in diameter (Fig. 1A). The seminal vesicle
did not vary among the sample of males investigated. It is made up of an external wall
with a simple epithelium on the basement membrane, followed by a muscle sheath.

The lumen contains free swimming spermatozoa (Figs. 1 A-B).

Seminal vesicle epithelium

In mature males, the seminal vesicle epithelium is thin and composed of a
monolayer of cubical cells (Figs. 1B; 2A) on a thick basement membrane (Figs. 2C, 3A,
C). These epithelial cells are polarized and the luminal surface is differentiated into

microvilli-like projections (asterisk in Figs. 2A, 4B and arrows in Fig. 4C), frequently
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observed contacting the spermatozoa (Figs. 2A, D, 4C). This epithelium also presents
specialized junctions that are desmosome-like (square in Figs. 2C, 3A, 4B). Junctions
are more evident at the membrane interdigitations where septate junctions were
identified (Fig. 3D).

The apical third portion of the epithelial cell is especially rich in mitochondria with
an electron dense matrix and deep cristae (Figs. 2A,C,D, 4B,C). The middle and basal
third portions present the usual cellular organelles, including some mitochondria, the
nucleus and prominent inclusions (see Figs.2B, 3A,B, 4A,C,D).

The nucleus is observed in the middle portion and varies from circular to irregular
in shape, and sometimes it seems to be slightly compressed by the inclusions (Figs.
1B, 2A, C, 3C, 4B). The nuclear location and shape are clearly observed with DAPI
staining (arrowheads in the Fig. 1C). The vesicular-like inclusions occupy the middle
and the basal portions of the cell, generally below the nucleus, and can be clearly
distinguished in both light (Figs. 1A-B, 4A) and electron micrographs (2A-D, 3A-C, 4B).

The origin of these inclusions is unclear. However, the bigger inclusions seem to
increase by the association and fusion of smaller ones (asterisks in the Fig. 2C). The
inclusions vary in size (Figs. 2A, C), and sometimes occupy most of the cytoplasm
(Figs. 2D). The inclusion content also varies in aspect; light microscopy shows an
opaque heterogeneous content (Figs. 1B, 4A). TEM reveals inclusions containing loose
filaments varying to multilayer myelin-like figures (Figs. 3A-C), and frequently presents
dense corpuscles and spermatozoa (arrows in the Figs. 3A-B). The histochemical tests
applied to reveal proteins, carbohydrates and phosphatase activity were negative for
the contents of the inclusions, however this content was osmium-positive. The
histochemical test for proteins was negative for the inclusions although it stained other
cellular features such as nuclei and cytoplasm. PAS staining for carbohydrates was
positive for the brush border, for example, but did not indicate the presence of
carbohydrates in the inclusions. Acid phosphatase and DAPI staining also did not mark
these structures and only osmium gave a strong positive reaction.

The muscular sheath is thick, consisting in voluminous fibers, which can be
observed simultaneously sectioned along their longitudinal and transverse axes (Figs.
1A-B, 2A-C, 3A). Beyond the muscular sheath is a conjunctive capsule, surrounding
the organ (Figs. 2A-B).

The lumen

The luminal region is full of spermatozoa (Figs. 1A-C, 4D) immersed in an electron

dense material. In the mature male, the majority of the spermatozoa is free swimming,
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and can be observed sectioned at different levels (see the numerical sequence in Fig.
4D). However, some sperm bundles can eventually been seen in depressions of the
epithelium (Figs. 4A-B). The greater thickness of the light micrograph shows the
thickness of these bundles (Fig.4A). These bundles form deep insertions that remain

external to the epithelial cell, separated by the plasma membrane (arrow, Fig. 4B).

Discussion

The male reproductive system of S. xanthotricha is similar to that observed in
other Meliponini [21,25]. According to Ferreira et al. [25], the male reproductive
apparatus in bees (51 species representing 6 families) can be classificated in at least
four patterns, i.e. Types I, II, lll and IV. The Type IV is present exclusively in the
Meliponini, and is characterized by the absence of accessory glands and by the large
seminal vesicles that have a much wider diameter than the deferent duct [25]. This type
also has four follicles (called seminiferous tubules, according to the authors) per testis
and the seminal vesicles form globular units that are encapsulated by the scrotal
membrane [25]. Within the Meliponini, the reproductive apparatuses follow a basic
pattern, but have small species-specific variations such as in the dimension of their
structures. The degenerating testis found in the specimens investigated showed that
they were sexually mature and that these species, as occurs in most social insects
[11,23], produce spermatozoa only once, during their sexual maturation.

In the insects, the accessory glands have an important role in reproductive
processes. Some functions have been attributed to their secretions, e.g. the
spermatophore formation; spermatozoa maturation and activation; induction and
acceleration of oviposition; control of polygamy and mating plug formation [1,8,14-
15,28,37]. Male bumble bees deposit mating plugs, which effectively prevent
intromission by subsequent males and demotivate queens to continue sexual activity
[3]. Similar mating plugs occur in fire ants [33] and most likely in fungus-growing ants
[5]. Since male sandflies lack male accesory reproductive glands, the plug is
presumably produced by the seminal vesicles [24]. In Meliponini, the reproductive tract
of the male, left behind after copulation, acts as a mating plug. This means that there is
no necessity of accessory glands and their secretions to impede future matings.

Various kinds of secretions are produced by the epithelial cells along the
reproductive tract and are mixed with the spermatozoa to form semen [27].
Nonetheless, the epithelial cells of the seminal vesicle in mature males of S.
xanthotricha, as in the Melipona bicolor [21], do not present the morphological features

of secretory cells. This feature has been found in some insect groups where the
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vesicular epithelium has an ultrastructure typical of a secretory cell, and its products
support functions typical of the accessory glands [13,16,18,26,30-31,38-39]. Therefore,
in S. xanthotricha, as in Melipona bicolor [21], the amorphous material in which the
spermatozoa are immersed may be produced by cells of other regions of the vas
deferens, or even by the seminal vesicle during the previous phase of sexual
maturation.

According to some researchers, an association between the mating plug and
monoandry of the queens suggests that the males control copulation [11, 41, 42].
Therefore the retaining of the male reproductive tracts by the female could be
considered a secondary development pattern for males to control mating.

The prominent inclusions observed in the Meliponini, S. xanthotricha and M.
bicolor [21] are very similar to those observed in ants Camponotus spp. [47]. However,
in these ants the inclusions are smaller and disposed at random in the cells. Various
characteristics observed indicate that these inclusions are not secretory vesicles, for
example: (1) these inclusions, specially in bees, are located at the basal region of the
cell, below the nuclear site, while secretory vesicles are smaller and, in general, occur
in larger number above the nucleus, near the cellular apices; and (2) the inclusions’
content does not respond positively the histochemical tests applied, which would reveal
proteins and carbohydrates, substances commonly found in accessory glands of other
bees [9-10]. These findings suggest that in Meliponini, the seminal vesicles of mature
males do not substitute the accessory glands but only serve to store spermatozoa until
mating occurs.

However, the inclusions were contrasted by osmium tetroxide, which revealed
their lipid composition and, at the transmission electron microscope, a membranous
organization, similar to myelin figures was found. The presence of these myelin figures
is frequently interpreted as resulting from autophagy in elderly cell and/or
spermiophagy [21,43,47]. We believe that our observations in S. xanthotricha
corroborate this hypothesis, by the presence of granular electron-dense material and
spermatozoa inside these inclusions. However, we could not detect the acid
phosphatase activity, which would be indicative of enzymatic digestion (lysosomes),
nor DAPI staining which would show the presence of sperm in larger numbers. Cruz-
Landim and Dallacqua [20] also reported the occurrence of numerous myelin figures in
the testis of M. bicolor during testicular degeneration. Since the seminal vesicle at
sexual maturity is in its final stages of activity, the presence of large deposits is not
unusual and efficient lysosomal activity is probably no longer necessary.

The abundance of mitochondria in the apical portion of the epithelium of the

seminal vesicles indicates a high metabolic activity for these cells, especially in this
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portion of the cell. This pattern was also found in M. bicolor [21], Apis mellifera [17] and
Camponotus [47] and, according to the above authors, the abundance of this organelle

this related, among other functions, to the regulation of lumen pH.

The absence of secretory activity in the seminal vesicle of sexually mature
Meliponini adults has been reported only in M. bicolor [21], a finding that was
corroborated by this research in another Meliponini, to which histochemical support for

the results has been added.
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Mo |
Figure 1: A-B. Light microscopy of seminal vesicle showing the luminal region (L) fulfilled of sperm
(arrow), the epithelium (Ep) and the muscular sheath (Mu). The astedsks indicate the epithelial
inclusions and the amowhead indicates the nucleus. Bar scale: (&) 28 pm; (8) 6.40 pm. C. Fluorescence
* Microscopy of the same region observed in Fig. B, showing the nucleus DAPI stained. See the sperm

nucleus (arrow) in lumen (L), the epithelial nucleus (arrowheads) and the nucleus (short arrow] of the
cells of the conjunctive capsule (C). (Ep) Epithelial region, Bar scale: 8.40 pm.
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Figure 2: A, The ultrastructure of the seminal vesicle. See the lumen (L) containing spem (z) next
to microvilli projections (asterisk); the epithelial cells presents the nucleus (N), some inclusions (in);
the muscular sheath is constituted by ruscular cells (f) (see their nucleus, n). (C) Conjunctive
capsule with a prominent nucleus (cn). Bar scale: 1.30 pm. B. Electron microscopy of the
conjunctive capsule. See the membrane-like structures (arrow) and the nucleus of a conjunctive cell
{cn), externally to ruscular cell (f). Bar scale; 1.56 pm. C-D. Electron microscopy of the epithelium,
The Fig. C, indicate the fusion of smaller inclusions (asterisks) to form the bigger one (in), and the
Fig. D shows these inclusions occupying most of cytoplasm. The square indicales a
heridesmosomes adjacent to basement membrane (arrow), (N} nucleus; (f) muscular cell, (L)
lumen; (z) spematozoa. Bar scale: (C)0.68 pm, (D) 0.80 pm.
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Figure 3: A-B. The ultrastructure of the epithelial inclusions (in) containing a dense structures and altered
sperm cells (armows) suggesting the spermiophagy. In A, the squares indicate the like-desrmosomes
attached to basement membrane (short arrow) and the amowhead indicates the septate junction. (N)
Nucleus; (f) muscular cell. Bar scale: (&) 0.35 pm, (8) 0.50 pm. C. The membranous content (arrow) of
the inclusion (in) as a myelin figure. (N) Mucleus, {(m) mitochondria, (thin arrow) baserment mermbrane.
Bar scale: 0.40 pm. D. The ultrastructure of the septate junction (arrow). Bar scale: 0.17 pm.
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insented between epithelial cells. Observe in fig. B, the plasmatic membrane of the epithelial cell
{arrows) and some micravilli (astensk) besides to the sperm bundle. The square indicates a like-
desmosomes. (L) Lumen; (in) inclusions; (N} nucleus. Bar scale: (&) 2.40 pm, (B) 0.80 pm. C. The
ultrastructure of the apical region showing the abundance of mitochondria (m) and the microvilli
sectioned in transverse and longitudinal orientations (arrows). (L) Lumen, (z) sperm cells. Bars
scale: 0.20 prn. D. Transverse sections at different levels of sperm cells in the luminal region. See
the acrosorme (1), the nucleus (2), the fagellurm (3) and the posterior tip of axoneme (4). Bar scale:
0.45 pm. |
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4. Conclusdes Gerais

Metade das espermatides formadas ap6s as duas divisbes somaticas apresenta
pouco citoplasma e ndo acompanham o alongamento nuclear das células normais.
Estas espermatides atipicas ndo sdo viaveis na formacédo de espermatozéides e sao

fagocitadas pelas células cisticas.

- Os machos de S. xanthotricha tornam-se sexualmente maduros por volta do décimo
dia de vida, idade na qual as vesiculas seminais ja estao cheias de espermatozoéides e

os testiculos quase totalmente degenerados.

- Os ductos deferentes pos-vesiculares apresentaram sinais morfolégicos de atividade
secretora durante a maturagdo sexual. Estas secre¢des podem substituir, em parte, as

fungbes das secrecdes das glandulas acessorias.

As vesiculas seminais de machos sexualmente maduros de S. xanthotricha ndo
apresentaram caracteristicas de atividade secretora. Essa atividade pode ser
evidenciada em fases que antecedem a maturidade sexual ou em outras regifes ao

longo dos ductos deferentes.



