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Resumo

FRAGA, Felipe Bertoldi, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, mar¢co de
2010. Espermatozodides de Evania appendigaster (Linnaeus, 1758)
com consideracoes filogenéticas para Evaniidae (Hymenoptera).
Orientador José Lino Neto. Co-Orientadores: Clovis Andrade Neves e
José Eduardo Serrao.

A filogenia de Hymenoptera ainda permanece incipiente, havendo muitas
duvidas sobre as relagbes de diversas familias dentro da ordem, sendo que o
registro de novos caracteres pode auxiliar a elucidar algumas dessas relagdes.
Atualmente, o conhecimento da ultra-estrutura dos espermatozéides tem
contribuido para o estudo filogenético de diversos grupos de animais, incluindo
os insetos. Este estudo -caracterizou os espermatozbides de Evania
appendigaster (Hymenoptera: Evaniidae). Nesta espécie, os espermatozoéides
estdo organizados em feixes (espermatodesmata) nas vesiculas seminais,
sendo o primeiro registro deste arranjo em Hymenoptera ndo pertencente a
“Symphyta” ou Aculeata. Os espermatozéides de E. appendigaster sao
delgados e tém comprimento aproximado de 100 um, dos quais 35 um
corresponde ao nucleo. Eles sdo caracterizados ultra-estruturalmente por
apresentarem: (1) acrossomo, formado pela vesicula acrossomal e o
perforatorium inserido em uma cavidade do apice do nucleo; (2) nucleo com
formato bacilar e cromatina compactada; (3) adjunto do centriolo assimétrico;
(4) dois derivados mitocondriais assimétricos; (5) corpos acessorios entre o
axonema e os derivados mitocondriais; (6) axonema com padrdao de 9 + 9 + 2
microtubulos; (7) extremidade posterior do axonema com microtubulos
acessorios terminando por ultimo, antecedidos pelo desaparecimento dos
centrais e duplas periférica, respectivamente. A retencao do estado agregado
dos espermatozéides de Evaniidae, uma familia de “Parasitica”, reforca a
hipotese de que Apocrita (“Parasitica” + Aculeata) possui um ancestral comum
a “Symphyta” e a perda desse estado agregado seja mais recente. A
semelhanca entre a ultra-estrutura dos espermatozoides de E. appendigaster e
membros de Aculeata, sugere que no futuro, estudos cladisticos possam

demonstrar essa proximidade entre Evaniidae e Aculeata.
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Abstract

FRAGA, Felipe Bertoldi, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, March of
2010. Sperm of Evania appendigaster (Linnaeus, 1758), with
phylogenetic considerations for Evaniidae (Hymenoptera). Advisor:
José Lino Neto. Co-advisors: Clovis Andrade Neves and José Eduardo
Serrao.

The phylogeny of Hymenoptera is still at the beginning, with many open
questions about the relationships of several families within the order. Use of
new characters may be usefull for the understanding of phylogenetic
relationships. Current knowledge of the ultrastructure of sperm has contributed
to the phylogenetic analysis of several animals, including insects. This study
characterized the spermatozoa of Evania appendigaster (Hymenoptera:
Evaniidae). The spermatozoa of this species are arranged in bundles
(spermatodesmata) in to the seminal vesicles, this being the first record of
spermatodesmata in Hymenoptera other than "Symphyta" or Aculeata.
Spermatozoa of E. appendigaster are slender and has length of approximately
100 um, 35 um of which corresponds to the nucleus. They are characterized
ultrastructurally by presenting: (1) acrosome, formed by the acrosomal vesicle
and perforatorium inserted into a cavity of the apex of the nucleus; (2) nucleus
with bacillary-shaped and chromatin compacted; (3) centriolar adjunct
asymmetric; (4) two mitochondrial derivatives asymmetric; (5) bodies
accessories between axoneme and mitochondrial derivatives; (6) axoneme with
standard 9 + 9 + 2 microtubules; (7) the end of the axoneme with accessory
microtubules finishing last, preceded by the end of central and peripheral pairs,
respectively. The retention of sperm in the aggregate state of Evaniidae, a
family of "Parasitica", reinforces the hypothesis that Apocrita ("Parasitica” +
Aculeata) has a recent common ancestor to "Symphyta" and that the loss of
aggregate state is more recent. The similarity between the ultrastructure of
spermatozoa of E. appendigaster and members of Aculeata, suggests that
future cladistic studies can demonstrate that proximity between Evaniidae and

Aculeata.



1. Introducao

Os insetos da ordem Hymenoptera sdo uma das formas dominantes
sobre a terra, tanto em numero de espécies quanto em diversidade de estilos
de vida dentro do grupo (Austin & Dowton, 2000). S&o conhecidas de 115.000
(Triplehorn & Johnson, 2005) a 199.000 (Nieves-Aldrey & Fontal-Cazalla, 1999)
espécies de himenodpteros, e algumas estimativas podem aumentar esse
namero de 600.000 a 1.200.000 (Grimaldi & Engel, 2005) de espécies
existentes. Os himenopteros contém a vasta maioria dos insetos sociais e
parasitbides, tais como a grande variedade de predadores e herbivoros
especialista. Eles tém aparecido como 0 grupo mais especioso em muitos
estudos sobre biodiversidade terrestre e possuem grande importdncia como
agentes de controle biol6gico de insetos praga (Austin & Dowton, 2000).

Para uma melhor compreensdo do grupo, tradicionalmente os
Hymenoptera foram divididos nas subordens, “Symphyta” e Apocrita
(Fernandez & Sharkey, 2006). A compilacao de dados feita por Sharkey (2007)
deixa claro que os “Symphyta” s&o parafiléticos e menos derivado em
Hymenoptera. Mesmo assim, o nome ainda é usado para representar todos o0s
himendpteros que ndao possuem constricdo (“cintura”) entre o primeiro € o
segundo segmento abdominal. Os Apocrita sdo, ainda, divididos em dois
agrupamentos, “Parasitica” e Aculeata. Os Aculeata incluem todos os
himendpteros pertencentes as superfamilias Chrysidoidea, Apoidea (abelhas) e
Vespoidea (vespas e formigas). O ovipositor das fémeas de Aculeata se
modificou em um 6rgao especializado que pode tanto inocular veneno (ferrdo)
quanto ovipositar. O agrupamento “Parasitica”, assim como “Symphyta”, é
parafilético e é reconhecido por ser o mais rico em espécies da ordem e com a
maioria das espécies de inseto com habito parasitéide. Ao grupo pertencem 47
familias distribuidas em 12 superfamilias: Megalyroidea, Trigonalioidea,
Stephanoidea, Cynipoidea, Proctotrupoidea, Diaprioidea, Evanioidea,
Chalcidoidea, Mymarommatoidea, Platygastroidea, Ichneumonoidea e
Ceraphronoidea (Sharkey, 2007).

Dentre estes "Parasitica”, os Evaniidae (Evanioidea) sdo conhecidos
como vespa-bandeira ou vespa-machadinha. Até o inicio da década de 90,
existiam poucos estudos sobre essa familia, mas, a partir desta década,

estudos taxonémicos (Deans, 2005; Deans & Huben, 2003; Deans et al., 2006),
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fésseis (Engel, 2006; Deans et al., 2004; Basibuyuk et al., 2000a; 2000b; 2002),
de criacdo (Fox & Bressan-Nascimento, 2006; Hwang & Chen, 2004), busca
por hospedeiro (Yeh & Mu, 1994; Yeh et al.,, 2000) e revisdo de espécies
(Kawada & Azevedo, 2007) atualizaram o conhecimento sobre a familia.
Evaniidae possui 20 géneros e cerca de 450 espécies descritas (Fernandez &
Sharkey, 2006). As larvas de Evaniidae sdo predadoras de ootecas de barata
(Roth & Willis, 1960; Cameron, 1957), que dessa forma atuam como
controladoras naturais de populagées de baratas. Os estudos visando o
controle biologico sao realizados com a espécie Evania appendigaster, que
ataca a espécie Periplaneta americana (Dictoptera, Blataria), barata com
distribuicdo associada a presenga humana.

Em Hymenoptera, as células germinativas masculinas se desenvolvem
(espermatogénese) em grupos, revestidos por células ndo germinativas,
denominados cistos foliculares. No final da espermiogénese, 0s cistos se
rompem, e 0s espermatozoéides que formavam cada cisto sdo transferidos em
grupos, agora denominados feixes ou espermatodesmatas, para as vesiculas
seminais. Na vesicula seminal, os espermatozdides podem se manter em feixe
até serem transferidos paras as fémeas ou se individualizarem durante a
maturacao sexual (Lino-Neto et al., 2008b).

Segundo Cholodkovsky (1913), a agregagcdo de espermatozoides para
formar feixes € uma estratégia comum na reproducao dos insetos. A agregacao
de espermatozéides foi observada pela primeira vez em 1843 por Dr. von
Siebold em gafanhotos (Ballowitz, 1916) e exemplos sdo abundantes em
Odonata, Lepidoptera, Megaloptera, Orthoptera, Coleoptera e Hymenoptera.
Acredita-se que a agregacdo dos espermatozdides em feixes esteja
relacionada com a competicao espermatica, onde espermatozéides em pares
ou em grupos cooperam, combinando suas forcas propulsivas, a fim de
aumentar sua mobilidade dentro do trato reprodutivo da fémea (Simmons,
2001).

Ainda sdo poucos os estudos que descrevem a morfologia dos feixes de
espermatozéides em Hymenoptera, mas em “Symphyta” (Quicke et al., 1992;
Newman & Quicke, 1999a; Lino-Neto et al., 2008a) e Aculeta (Moreira et al.,
2004; Zama et al., 2001) foi observado que os espermatozéides sdo mantidos
no feixe pela porcdo anterior da cabeca que fica inserida em uma matriz

extracelular.



3

Ha cerca de 30 anos, a morfologia dos espermatozdides de insetos €
descrita como uma importante ferramenta taxondmica que permite a
caracterizagdo de familias, géneros e, até mesmo, espécies (Baccetti, 1970;
Phillips, 1970; Dallai, 1974; Jamieson, 1987; Dallai & Afzelius, 1993; Jamieson
et al., 1999; Lino-Neto et al., 2008a). Em Hymenoptera o primeiro estudo
comparando morfologia de espermatozoides foi realizado por Quicke et al.
(1992). Desde entdo, podemos encontrar estudos para os grupos: “Symphyta”
(Quicke et al., 1992; Newman & Quicke, 1999a, Lino-Neto et al., 2008a);
“Parasitica”. Megalyridae (Newman & Quicke, 2000), Eucoilidae (Newman &
Quicke, 1999b), Agaonidae (Fiorillo et al., 2008), Eulophidae (Brito et al., 2009;
Wilkes & Lee, 1965), Eurytomidae (Lino-Neto et al., 1999), Trichogrammatidae
(Lino-Neto et al., 2000a, Lino-Neto & Dolder, 2001b), Scelionidae (Lino-Neto &
Dolder, 2001a), Braconidae (Quicke et al., 1992; Newman & Quicke, 1998) e
Ichenumonidae (Chauvin et al., 1988; Quicke et al., 1992); Aculeata: Apidae
(Rothschild, 1955; Hoage & Kessel, 1968; Cruz-Hoéfling et al., 1970; Lensky et
al., 1979; Peng et al., 1992 e 1993; Lino-Neto et al., 2000b; Zama et al., 2001;
2004 e 2005a; Bao et al., 2004; Araujo et al., 2005; Conte et al., 2005; Fiorillo et
al., 2005b), Halictidae (Fiorillo et al., 2005a), Formicidae (Thompson & Blum,
1967; Caetano, 1980; Wheeler et al., 1990; Lino-Neto & Dolder, 2002; Moya et
al., 2007), Vespidae (Mancini et al., 2006 e 2009) e Sphecidae (Zama et al.,
2005b e 2007). Entretanto, muitas familias de Hymenoptera permanecem sem

se conhecer absolutamente nada da morfologia dos espermatozoides.

Lino-Neto et al. (2008b) descreveram que os espermatozéides de
Hymenoptera apresentam, de maneira geral, morfologia semelhante aquela
considerada tipica para os Pterigotos (Baccetti, 1970; Jamieson et al., 1999), a
saber: 0 acrossomo, localizado na extremidade anterior, € composto por uma
vesicula acrossomal e um perforatorium. A vesicula acrossomal, responsavel
pelo armazenamento das enzimas hidroliticas, € formada durante o inicio da
espermiogénese pelo complexo de Golgi. Ela se assemelha a um cilindro, que
reveste totalmente o perforatorium, com a extremidade anterior fechada e a
base justaposta a extremidade anterior nuclear. O perforatorium é um bastao
eletrondenso, as vezes, paracristalino, que tem sua base inserida em uma
cavidade na extremidade anterior do nucleo. O nucleo é, geralmente, bem
longo e apresenta cromatina homogeneamente compactada e eletrondensa na

maioria das espécies. O processo de alongamento e compactagédo nuclear tem
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inicio j& nos primeiros estagios da espermiogénese. A transicao nucleo-flagelo
€ uma regido relativamente complexa, com a conexdo entre o nucleo e os
elementos do flagelo feita pelo adjunto do centriolo. Na maioria dos
Hymenoptera, essa estrutura € eletrondensa, aproximadamente cilindrica e
compacta, podendo variar de comprimento entre as espécies. Geralmente, ela
se localiza paralelamente a porcdo anterior do axonema, entre a base do
nucleo e a extremidade anterior de um (assimétrico) ou de ambos (simétrico)
os derivados mitocondriais. O flagelo, formado pelo axonema, dois derivados
mitocondriais e dois corpos acessérios, tem a organizacao mais conservada do
que as regides descritas acima. O axonema apresenta arranjo microtubular do
tipo 9 + 9 + 2: sendo 9 microtubulos acessérios simples externos, 9 duplas
periféricas e 2 tubulos centrais simples. Ele inicia abaixo da base nuclear, a
partir do centriolo, e € a ultima estrutura a se desorganizar nas porgoes finais
do flagelo. Os derivados mitocondriais sao estruturas altamente modificadas,
como na grande maioria dos insetos. Eles comegam a se formar no inicio da
espermiogénese pela fusdo das mitocdndrias e posteriores alteracoes
morfolégicas, que resultam em duas estruturas longas que se estendem
paralelamente ao lado do axonema por praticamente todo o flagelo. O
comprimento e o diametro dos dois derivados sdo bastante variaveis entre eles,
por isso sao freqientemente referidos como derivado mitocondrial maior e
menor. Ambos apresentam cristas mitocondriais restritas a periferia e, em pelo
menos um deles, ocorre uma regidao de material paracristalino. Nas por¢des
finais do flagelo, os derivados mitocondriais sempre terminam antes do
axonema e em alturas diferentes. Os corpos acessorios sao estruturas
longas, situadas entre os derivados mitocondriais e 0 axonema e, em corte
transversal, apresentam formato mais ou menos triangular. Nas porcdes finais
do flagelo, eles terminam imediatamente apds os derivados mitocondriais.



2. Objetivo
2.1. Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento sistematico de Hymenoptera.

2.2. Objetivos especificos

e Descrever e analisar a estrutura e ultra-estrutura dos espermatozéides de

Evania appendigaster;

e Contextualizar filogenéticamente Evaniidae dentro de Hymenoptera, com

base nas estruturas analisadas.



3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

Os machos de Evania appendigaster usados nesse trabalho foram
cedidos pela Dra. Suzete Bressan Nascimento do Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), onde os

foram criados em ootecas de Periplaneta americana.

3.2. Métodos

Os machos adultos tiveram seus sistemas reprodutores dissecados em
tampao fosfato de sédio e cacodilato de sédio e processados para as diferentes

técnicas de microscopia de luz e eletrénica.

3.2.1. Microscopia de luz

As vesiculas seminais foram removidas dos sistemas reprodutores e
abertas sobre laminas histolégicas. Em seguida foram fixadas com uma
solugdo de paraformaldeido 4% em tampao fosfato de sdédio, pH 7.2 por 10
minutos e lavadas em agua destilada. A seguir, amostras foram observadas e
fotografadas em microscopio de luz de campo escuro para as medidas do
comprimento total dos espermatozéides. Outras amostras de espermatozdides
foram submetidas a coloragdo por DAPI (4,6-diamino-2-phenylindol) 0.2 pg/ml
por 15 minutos no escuro, seguindo-se lavagem com agua destilada. A seguir
as amostras montadas em laminas histolégicas foram cobertas com laminula e
sacarose 50%, analisadas e fotografadas em microscépio de epifluorescéncia
com filtro de excitagdo a 360-370 nm, para medidas dos nucleos dos

espermatozéides.

Todas as medidas foram realizadas com auxilio do programa de
computador Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics Ltd.).

3.2.2. Microscopia Eletrénica de Varredura

Vesiculas seminais dissecadas foram abertas sobre laminulas circulares
e fixadas em solucdo de glutaraldeido 2.5%, acido picrico 0.2% em tampao
fosfato de sédio 0.1 M, pH 7.2 por 24 horas a 4 °C. A seguir, foram pés-fixadas
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em tetroxido de ésmio a 1% no tampéo fosfato de sddio por 2 h, lavadas em
agua destilada e desidratadas em série crescente de etanol (30%-100%),
finalizando com a substituicdo do alcool pela acetona. As amostras foram
submetidas ao secador de ponto critico, utilizando-se CO,, metalizadas com
ouro (20 nm) e observadas em microscopico eletrébnico de varredura LEO

VP1430 no Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV.

3.2.3. Microscopia Eletrénica de Transmissao

Vesiculas seminais foram fixadas em duas solucdes: (1) solucdo de
glutaraldeido 2.5%, paraformaldeido 4% e &cido picrico 0.2% em tampao
cacodilato de sédio 0.1 M, pH 7.2, por 24 h a 4°C; e (2) solugéo de acido tanico
a 1%, gluteraldeido 2.5%, sacarose 2% em tampao fosfato de sédio 0.1 M e pH
7.2, por 24 h a 4°C. Para a solugdo (1), as amostras foram pés-fixadas em
tetréxido de ésmio a 1% no tampao cacodilato de sédio, por um periodo de 2 h
em temperatura ambiente. Para a solugéo (2), as amostras foram tratadas em
solugdo de acetato de uranila aquoso a 1% por 1 h e pés-fixadas em solucéo
de tetroxido de 6smio a 1% no tampao fosfato de sodio por 1 h a temperatura
ambiente. A desidratacao foi feita em série crescente de acetona de 30-100%,
depois infiltrados durante 3 dias em resina Epon-812 e incluidos na mesma

resina.

Cortes ultrafinos feitos com navalha de diamante foram coletados com
telas de cobre, contrastados com acetato de uranila 3% e citrato de chumbo a
1% e, finalmente, fotodocumentados nos microscépios eletrbnicos de
transmisséo do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual de Campinas
(Zeiss LEO 906) e do Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV (Zeiss EM
109).



4. Resultados

Os espermatozoides de Evaniidae estdo, em sua maioria na vesicula
seminal, agregados em feixes, chamados espermatodesmatas (Fig. 1 e 2). A
organizacdo em feixe dos espermatozdides € mantida por uma matriz
extracelular, na qual a porcédo anterior dos espermatozéides, todo o acrossomo
e parte do ndcleo, esta inserida (Fig. 3A e 3B). A insercdo dos
espermatozéides nessa matriz é caracterizada por formar uma ponta na
extremidade anterior do feixe, uma vez que, em corte transversal, os
espermatozéides de uma extremidade se encontram em niveis diferentes em

relagdo aos da outra extremidade (Fig. 3A e 4).

Os espermatozéides de E. appendigaster (Fig. 5) sao delgados,
possuem uma por¢ao ondulada e outra retilinea, e um comprimento total de
aproximadamente 100 um. A porc¢dao retilinea representa o nucleo (Fig. 5 e 6), o
qual apresenta o apice que afila gradativamente e comprimento de
aproximadamente 35 um. A porcdo ondulada representa o flagelo, que possui

espessura constante e extremidade que afila bruscamente (Fig. 5).

O acrossomo, formado pela vesicula acrossomal e o perforatorium,
mede aproximadamente 2 um (Fig. 3A e 3B) e, em corte transversal a vesicula
acrossomal varia de alongada e estreita no apice a arredondada e larga
proximo ao nucleo, enquanto que o perforatorium possui forma circular por toda
sua extensao (Fig. 4). No apice da vesicula acrossomal, em corte longitudinal,
€ possivel observar uma fina projecdo mais eletrondensa que o resto da
vesicula acrossomal (Fig. 3B). O perforatorium mede aproximadamente 1.4 um
e se encaixa em uma cavidade no apice do nucleo de aproximadamente 0.6
um (Fig. 3A e 3B).



Figuras 1-6: Micrografias de luz de espermatodesmatas (1), espermatozdides (5 e 6) e
eletrbnicas de varredura (2) e transmissao (3A, 3B e 4) de espermatodesmatas de E.
appendigaster. 1. Feixes de espermatozdides (espermatodesmatas). 2. Espermatodesmata
com indicagé@o de cabeca (c) e flagelo (f). 3A. Corte longitudinal de feixe mostrando nucleos (n)
e acrossomos (a) embebidos em uma matriz extracelular (me). 3B. Detalhe de 3A mostrando
no acrossomo, o perforatoriium (p) inserido na cavidade do nicleo (cn), vesicula acrossomal
(va) com fina projecdo (seta). 4. Corte transversal de feixe mostrando nucleos (n) e
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acrossomos, formado pelo perforatorium (p) e vesicula acrossomal (va), embebidos em uma
matriz extracelular (me). 5. Espermatozdide com seta indicando limite entre o ndcleo(n) e
flagelo (f). 6. Nucleo corado com DAPI. Barras: 1: 50 um; 2: 20 um; 3A-3B: 0.5 um; 4: 0.2 um;
5:20 um; 6: 10 um

O ndcleo possui cromatina compactada por toda extensao. Em cortes
transversais do nucleo (Fig. 7, 8 e 10), abaixo da por¢cdo de encaixe com o
perforatorium, o maior eixo do nucleo pode chegar a 7x o comprimento do
menor eixo do nucleo (Fig. 7), dando ao nucleo de E. appendigaster a forma
peculiar de “bacilo” (Fig. 7).

A conexao do nucleo aos elementos do flagelo € mantida pelo adjunto
do centriolo que se mostra eletrondenso e em cortes transversais possui forma
circular, iniciando-se ao lado da base do nucleo e um dos derivados
mitocondriais (Fig. 8 e 9) e estendendo-se paralelamente aos elementos do
flagelo até o inicio do outro derivado mitocondrial (Fig. 11-13).

Entre a base do nucleo e o inicio de um dos derivados mitocondriais,
foram observados corpos acessorios com estrutura tubular, iniciando-se em
alturas diferentes (Fig. 8 e 9). Estruturas de formato semelhante, reconhecidas
como sendo corpos acessoérios, sao observadas no resto do espermatozoide

entre os derivados mitocondriais e o axonema (Fig. 11, 14 e15).

Os derivados mitocondriais tém didmetros desiguais e comegam em
alturas diferentes. O derivado que comega ao lado da base do nucleo (Fig. 8-
10) possui forma de péra em corte transversal (Fig. 8-15), e € maior em
didmetro e comprimento que o outro derivado mitocondrial, pois o derivado
piriforme também é o ultimo derivado a terminar no flagelo (Fig. 15). O derivado
piriforme possui duas regides distintas, uma eletrondensa central envolta por
outra elétron-lucida (Fig. 12 e 13). O segundo derivado mitocondrial comeca
antes de terminar o adjunto do centriolo (Fig. 13) e possui forma eliptica, em

corte transversal (Fig. 13 e 14).

O axonema apresenta o padrédo de 9 + 9 + 2 microtubulos: sendo 9
microtUbulos acessérios simples externos, 9 duplas periféricas e 2 centrais
(Fig. 11). Os microtubulos acessoérios surgem primeiro, ao redor do nucleo (Fig.
10), enquanto que os demais microtubulos surgem posteriormente ao nucleo. O
axonema se estende por todo o flagelo, paralelamente e além dos derivados
mitocondriais (Fig. 11-16). Os microtubulos que chegam ao final do axonema

sa80 0s acessorios ja desorganizados e, antes deles, terminam os microtdbulos



11

centrais e as duplas periféricas, respectivamente (Fig. 17 e 18).

Figuras 7-18: Micrografias eletrdnicas de transmissdo em cortes transversais sequienciais de
espermatozdides de E. appendigaster. 7-10. Regiao de nlcleo (n) e transigdo de nucleo-
flagelo, mostrando o surgimento dos corpos acessérios (ca), derivado mitocondrial pirifome
(Dm), adjunto do centriolo (ac) e 9 microtibulos acessoérios (setas) ao redor do nucleo. 11-13.
Regiao anterior do flagelo, mostrando axonema (ax) com 9 microtibulos acessorios (nimeros
em sentido horario), 9 duplas (nUmeros em sentido anti-horario) e 2 centrais (1-2), derivado
mitocondrial piriforme com uma regido eletrondensa envolta por outra eletronlicida e adjunto
do centriolo alcangando o outro derivado mitocondrial (dm). 14. Regido mediana do flagelo
mostrando axonema, derivados mitocondrias e corpos acessorios. 15-18. Regido posterior do
flagelo mostrando o derivado piriforme e a perda progressiva dos microtibulos, primeiro dos
microtubulos centrais, depois as duplas e finalmente os acessérios. Barras: 7-18: 0.1um.
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5. Discussao

Esse € o primeiro estudo a se observar espermatozoides da familia
Evaniidae e o segundo a observar espermatozoides de membros da
superfamilia Evanioidea. Para essa superfamilia eram conhecidas somente
algumas caracteristicas dos espermatozoides de Gasteruption sp.
(Gasteruptiidae), vistas provavelmente em microscopia de luz (Quicke et al.,
1992). Estes autores, apesar de ndo deixarem explicito de que parte do
sistema reprodutor retiraram os espermatozéides de Gasteruption sp, o carater
“A” da tabela Il desse mesmo trabalho, deixa claro que nos vasos deferentes
de Gasteruption sp. nao foram observados espermatodesmata.

Nas vesiculas seminais, tanto de E. appendigaster quanto de espécimes
dos géneros Evaniella, Hyptia e Semaeomyia (observacado pessoal), foram
observados espermatodesmatas, ao contrario do que é observado em
“Parasitica”. A presenca desse estado agregado dos espermatozéides em
Evaniidae € o primeiro registro para himendpteros néo pertencentes aos
“Symphyta” e Aculeata, sugerindo que, dentro de Hymenoptera, muitos
Apocrita tenham perdido o estado, ao invés da hipétese de Apocrita ter perdido
o estado e somente Aculeata teve o estado revertido (homologia) ou surgido de
novo (homoplasia) (Moreira et al., 2004).

O padrédo de insercdo dos espermatozéides na matriz em E.
appendigaster (Fig.19A) é semelhante as formas encontradas em Aculeata
(Moreira et al., 2004; Araujo et al., 2005), pois nas regides de transicao de
estruturas foram observados niveis diferentes entre os lados da secao,
diferente de “Symphyta” (Newman & Quicke, 1999a; Lino-Neto et al., 2008a),
onde niveis diferentes estdo entre o centro e a periferia (Fig. 19B) e em forma
de “espiral” (Quicke et al., 1992), o que reflete em uma maneira diferente de
insercdo dos espermatozéides na matriz extracelular, sugerindo estados
diferentes de um mesmo carater. A forma de inser¢cdo em “espiral” (Quicke et
al., 1992) nao é representada por uma imagem clara, o que torna dificil a

caracterizacdo esquematica dessa estrutura.

A semelhanca na maneira de insercdo dos espermatozéides na matriz
extracelular, entre os membros de Aculeata e Evaniidae, reforca a hipétese de
que Aculeata ser grupo irmao do um grupo de “Parasitica” ao qual pertence
Evaniidae (Sharkey, 2007).
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Figura 19A e B: Esquema de cortes transversais e longitudinais de feixes de Hymenoptera. A.
Feixes em E. appendigaster e Aculeata. B. Feixes em “Symphyta”.

Por Evaniidae, que se encontra dentro do agrupamento “Parasitica”,
apresentar espermatozoéides em feixes como “Symphyta” e alguns Aculeta,
pode-se entender que a ndo agregacao dos espermatozéides em feixe seja

uma derivagao mais recente do que o proposto por Lino-Neto et al. (2008a).

Dentre os “Parasitica” que apresentam espermatozéides nao
organizados em feixe, ha aqueles que possuem a terceira camada revestindo
todo complexo acrossomal e a extremidade anterior do nucleo, Cynipoidea
(Newmam & Quicke, 1999b) e Chalcidoidea (Lee & Wilkes, 1965; Hogge &
King, 1975; Quicke et al., 1992; Lino-Neto et al., 1999; Lino-Neto et al., 2000a;
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Lino-Neto & Dolder, 2001b), e os que nao possuem, Scelionidae (Lino-Neto et
al., 2001a), Megalyroidea (Newman & Quicke, 2000) e Braconidae (Newman &
Quicke, 1998). No entanto ndo existe evidéncia que a terceira camada seja
uma estrutura homologa a matriz extracelular, que agrega os espermatozéides
em “Symphyta”, Evaniidae e alguns Aculeata (Lino-Neto et al., 2008b) e que a

auséncia da terceira camada seja um estado derivado.

Os espermatozéides de E. appendigaster sao lineares e seguem 0
padrao morfolégico de Hymenoptera (Lino-Neto et al., 2008b). O comprimento
total dos espermatozoides de 100 um em E. appendigaster estd dentro da
grande amplitude observada para Hymenoptera, que pode variar de 8 um
(Quicke et al.,1992) a 1500 um (Zama et al., 2005a). Esse comprimento total
em E. appendigaster é semelhante a Gasteruption sp. que possui 120 um de
comprimento total (Quicke et al., 1992).

O adjunto do centriolo de E. appendigaster, assim como muitos
“Symphyta” (Newman & Quicke, 1999a; Quicke et al., 1992), Apidae (Cruz-
Hofling et al., 1970; Lensky et al., 1979; Peng et al.,, 1992, 1993; Lino-Neto et
al., 2000b; Zama et al., 2001), Ichneumonoidea (Chauvin et al., 1988; Newman
& Quicke, 1998) e Megalyroidea (Newman & Quicke, 2000) é assimétrico,
diferente dos outros himendpteros que sao simétricos ou que perderam o
adjunto do centriolo (ver Zama et al., 2004).

A assimetria dos derivados mitocondriais em E. appendigaster é
caracterizada pela diferenga de comprimento, diametro, formato e composicao
dos derivados mitocondriais. A darea do derivado piriforme com maior
eletrondensidade provavelmente €& de material paracristalino, devido sua
localizacdo e conhecimento de que, em muitos Hymenoptera, pelo menos um
derivado apresenta material paracristalino (Lino-Neto et al., 2008b) como visto

em E. appendigaster.

O fato do axonema de E. appendigaster ter inicio ao lado da base
nuclear é caracteristico dos Aculeata, Apis mellifera (Lino-Neto et al., 2000b),
Xylocopa frontalis (Fiorillo et al., 2009) e Vespa crabro (Mancini et al., 2009).
Da mesma forma, o fim do axonema segue o0 padrdo encontrado apenas em
Aculeata (Lino-Neto et al, 2008b), reforcando a hip6tese defendida por
Sharkey (2007).

Os espermatozbides em feixe de Evaniidae e a ultra-estrutura dos
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mesmos em E. appendigaster, associados com os dados existentes na
literatura sobre espermatozéides de Hymenoptera, apresentam semelhancas
entre os espermatozoides de Evaniidae e aqueles de “Symphyta” e de
Aculeata, que podem ser homodlogas. Essas semelhancas corroboram a
hipotese de origem dos himendpteros com ferrdo, a partir de um grupo de
“Parasitica” e Apocrita (“Parasitica’+Aculeta) a partir de um grupo de
“Symphyta” (Sharkey, 2007), nesse caso, Evaniidae representaria um grupo
que retém algumas caracteristicas de “Symphyta” e compartilha outras com
Aculeta. Essa maior semelhancga entre as ultra-estruturas dos espermatozéides
de E. appendigaster e Aculeata sugere que no futuro, estudos cladisticos

possam demonstrar essa proximidade entre Evaniidae e Aculeata.
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6. Conclusoes
Apos o estudo morfolégico dos espermatozéides de E. appendigaster, e

observacoes dos espermatozoides de outros géneros de Evaniidae,

concluimos que:

- 0s espermatozéides de E. appendigaster possuem morfologia padrdo de
Hymenoptera;
- em Apocrita a ndo agregacao dos espermatozoides em feixe provavelmente &

um estado mais recente do que o proposto;

- a presencga de feixe em Evaniidae, entre outros caracteres, indica que o grupo
de “Parasitica” ao qual Evaniidae pertence, possa ser grupo irmao de Aculeata.
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