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RESUMO

Moreira, Jane Carla Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2007.
Morfologia do sistema reprodutor masculino e dos espermatozoides de duas
espécies de Ichneumonidae (Hymenoptera: Ichneumonoidea). Orientador: José
Lino Neto. Co-Orientadores: Clovis Andrade Neves, Lucio Anténio de Oliveira
Campos e Sonia Nair Bao.

O sistema reprodutor masculino de Lymeon dieloceri, parasitdide do Symphyta
Digelasinus diversipes e do parasitoide do Vespidac Myschocyttarus atramentarius ¢é
formado por um par de testiculos com um foliculo cada, um par de glandulas acessorias,
um par de ductos deferentes e um ducto ejaculatério. Os ductos deferentes sdo finos,
longos, sem dilatagdo caracteristica de vesicula seminal, e se enovelam na base do
foliculo testicular. As glandulas acessorias desembocam nos ductos deferentes e, em
Lymeon dieloceri elas sdo ovaladas e no parasitoide de M. atramentarius, esférica. Os
espermatozdides desses dois Ichneumonidae sdo semelhantes aqueles descritos para os
demais Hymenoptera, apresentando: (1) o acrossomo formado pela vesicula acrossomica
revestindo o perforatorium, o qual tem sua base inserida em uma cavidade na ponta do
nucleo; (2) nacleo fino, longo e de cromatina eletrondensa; (3) um adjunto do centriolo
eletrondenso e localizado entre o nacleo e um dos dois derivados mitocondriais; (4)
axonema com arranjo 9 + 9 + 2 microtibulos; (5) dois derivados mitocondriais longos
com cristas periféricas e; (6) dois corpos acessorios localizados entre os dois derivados
mitocondriais € o axonema. Os espermatozoides também apresentam caracteristicas
estruturais comuns apenas as vespas parasiticas, como uma camada de material
extracelular envolvendo o acrossomo e parte do nicleo e os microtiibulos acessorios do
axonema terminado antes dos demais. Entretanto, tanto o sistema reprodutor como os
espermatozodides apresentaram caracteristicas morfologicas que permitiram diferencia-las
entre si, como a forma das glandulas acessorias e dos derivados mitocondriais. Onde em
L. dieloceri as glandulas sdo ovaladas e os derivados mitocondriais sdo simétricos, ja no
parasitéide de M. atramentarius as glandulas sdo esféricas e os derivados assimétricos.
Portanto, esse trabalho confirma que, em Hymenoptera, tanto o sistema reprodutor
masculino como os espermatozdides fornecem caracteres morfologicos que podem ser

usados em andlises filogenéticas em diferentes niveis taxonomicos.
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ABSTRACT

Moreira, Jane Carla Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July of 2007. Male
reproductive system and sperm morphology in two Ichneumonidae
(Hymenoptera: Parasitic). Adviser: Jose Lino Neto. Co-Advisers: Clovis Andrade
Neves, Lucio Antonio de Oliveira Campos and Sonia Nair Béo.

The male reproductive system of the Lymeon dieloceri and Myschocyttarus
atramentarius parasitoids is formed by a pair of testes with one folicles each, a pair of
accessory glands, a pair of vasa deferentia and one ejaculatory duct. The vasa deferentia
are thin, long, without characteristic dilatation of the seminal vesicle, and they get in the
base of the testicular lobule. The accessory glands open in the vas deferens and, in
Lymeon dieloceri they are oval shape and in M. atramentarius parasitoid, they are
spherical. In both Ichneumonidae the spermatozoa are similar to those ones described for
other Hymenoptera, with : (1) the acrosome formed by the acrosomal vesicle covering
the perforatorium, which has its base inserted in a gap located in the nucleus point; (2)
thin and long nucleus with a electron-dense chromatin; (3) an electron-dense centriole
adjunct located between the nucleus and one of the two mitochondrial derivatives; (4)
axoneme with 9+9+2 microtubes arrangement; (5) two long mitochondrial derivatives
with peripheral cristae and; (6) two accessory bodies located between the two
mitochondrial derivatives and the axoneme. They also present structural characteristics
only common to the parasitic wasps, as a layer of extracellular material involving the
acrosome and one region of the nucleus and the axoneme accessory microtubes ending
before the other ones. However, the male reproductive system and the sperm presented
morphologic characteristics that allowed differentiating themselves, as the form of the
accessory glands and the mitochondrial derivatives. In L. dieloceri, the glands have an
oval shape and the mitochondrial derivatives are symmetrical, no longer, in the M.
atramentarius parasitoid, the glands have a spherical shape and asymmetrical
derivatives. Therefore, this work shows that, in Hymenoptera, the male reproductive
system and the spermatozoa supply morphologic characters that can be used in

phylogenetic analyses in different taxonomic levels.
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1. INTRODUCAO

1.1. A ordem Hymenoptera

Os Hymenoptera, com cerca de 250.000 espécies estimadas constituem uma das
maiores ordens de insetos, excedendo em numero de espécies os Lepidoptera e os
Diptera e equivalendo aos Coleoptera (Gauld & Hanson 1995). Além disto, esta ordem
compreende o grupo de insetos com a maior diversidade biologica e o maior numero de
espécies de importancia econdmica (Gaston 1991; Gauld 1995). Seus representantes
podem ser fitofagos, predadores, parasiticos ou uma combinagdo de ambos. Dessa forma,
eles vém sendo muito utilizados no controle bioldgico de pragas agricolas e florestais.
Entre os membros fitofagos da ordem, as abelhas constituem o grupo mais importante de
polinizadores, sendo essenciais & manutenc¢do da diversidade das angiospermas (Hanson
1995). Com a polinizagdo de espécies cultivadas elas contribuem com aproximadamente
30% da producdo de espécies vegetais utilizadas na alimentagdo humana (O’Toole
1993). Os Hymenoptera também podem causar grandes prejuizos econdémicos, como por
exemplo, as formigas cortadeiras, que devastam grandes extensdes de pastagens e
florestas (Cherrett 1986; Hanson 1995).

Hymenoptera ¢ composta por 18 superfamilias divididas nas subordens Symphyta e
Apocrita (Gauld & Hanson 1995). Os Symphyta sdo considerados um grupo basal,
contendo pouco mais que 5% das espécies descritas. Os Apocrita constituem a grande
maioria das espécies e tem sido tradicionalmente divididos em Aculeata e Parasitica. Os
Aculeata compreendem as abelhas, formigas e vespas. Este grupo ¢ considerado o mais
derivado dentre os Hymenoptera, por apresentarem fémeas com ferrao originado de
modificagdes do ovopositor. O grupo Parasitica ¢ constituido por todos os Apocrita que
ndo tiveram o ovopositor modificado em ferrdo. A maioria das espécies exibe
comportamento parasitéide, entretanto existem espécies fitéfagas, galhadoras ou
predadoras. Este ¢ o maior grupo de Hymenoptera contendo 48 familias em 10
superfamilias (LaSalle & Gauld 1992). Metade das espécies, descritas para a ordem,
estdo classificadas como Parasitica, sendo a maioria delas distribuidas nas superfamilias
Chalcidoidea e Ichneumonoidea (LaSalle & Gauld 1992). As relagdes filogenéticas entre
as vespas parasiticas sao menos entendidas do que aquelas propostas para Symphyta ou
Aculeata apesar de existir algumas superfamilias bem estabilizadas como Chalcidoidea,

Platygastroidea, Cynipoidea, Ceraphronoidea e Ichneumonoidea (Ronquist 1999).



A superfamilia Ichneumonoidea inclui o maior grupo, sendo estimadas 100.000
espécies em todo o mundo (Gauld & Hanson 1995). Os parasitoides dessa superfamilia
atacam preferencialmente os imaturos de Lepidoptera e Hymenoptera da subordem
Symphyta (Gauld & Bolton 1988; Wahl & Sharkey 1993). Em Ichneumonoidea os
individuos variam de aproximadamente, 1 mm a 6 cm de comprimento (podendo ser
maior se incluir o ovipositor).

Numa revisdo cladistica de Ichneumonoidea, Sharkey & Wahl (1992) descrevem as
trés hipoteses filogenéticas proposta para a superfamilia baseadas em caracteres
morfoldgicos tradicionais: (1) Rasnitsyn (1988) sugere que Aculeata (Vespomorpha) ¢
grupo irmao de Ichnemonoidea; (2) Zessin (1985) sugere que Ichneumonoidea ¢ grupo
irmdo de um Apocrita atual e; (3) Rasnitsyn (1980), suportada por Johnson (1988),
sugere que Ichneumonoidea, Chalcidoidea, Cynipoidea, Proctocuroidea S.I. sdo um grupo
monofilético de Ichneumonomorpha. Segundo Sharkey & Wahl (1992), a hipdtese mais
parcimoniosa em relagdo aos caracteres usados € a proposta por Rasnitsyn (1988), a qual
sugere Ichneumonoidea como grupo irmdo de Aculeata. Ainda para estes autores, esta
superfamilia, contém além das familias Braconidae e Ichneumonidae, uma familia fossil
(Eoichneumonidae) e um género fossil (Tanychora) de relagdo incerta com as outras
familias (Sharkey & Wahl 1992). O estudo da filogenia de Ichnemonoidea tem
desprendido mais esfor¢os do que o de outras superfamilias de vespas parasiticas. As
subfamilias tém sido identificadas como monofilética (Gauld 1985; Wahl & Sharkey
1993; Wahl & Gauld 1998), mas as relagdes entre elas sdo ainda incertas e alguns grupos

sdo controversos (Sharkey & Wahl 1992, Ronquist 1999; Quicke et al. 1997).

1.2. A Familia Ichneumonidae

Os Ichneumonidae sao definidos como um grupo monofilético para os Hymenoptera
parasitoides (Sharkey & Wahl 1992). Eles constituem a familia com maior riqueza em
espécies (Hanson & Gauld 1995), com cerca de 60.000 espécies estimadas, das quais
20.000 ocorram na regido Neotropical (Porter 1975). A maioria desses insetos ¢ terrestre
e habita regides temperada e tropical imida (Gauld & Bolton 1988; Wahl & Sharkey
1993). Sao parasitdides de formas imaturas de insetos holometabolos (Coleoptera,
Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Raphidioptera e Trichoptera) e de Chelicerata
(ovos, em Araneae ¢ Pseudoscorpionida, e adultos em Araneae) (Wahl & Sharkey 1993).

O parasitismo mais freqiiente ocorre em larvas de Lepidoptera e Hymenoptera



(subordem Symphyta). Quando as larvas dos Ichneumonidae atingem a maturidade,
tecem um casulo de seda, no interior ou fora do corpo do hospedeiro, e dentro dele
metamorfoseiam-se em pupas. O ciclo evolutivo dos Ichneumonidae ¢ geralmente curto,
com duracdo de aproximadamente um més, o que permite a ocorréncia de varias
geracdes anuais.

Apesar da grande diversidade dos Ichneumonidae, pouco se conhece sobre sua
distribuicdo, taxonomia e biologia (Porter 1980; Kumagai 1984; 1999; Gongalves 1991,
1995; Guerra 1993, 1999; Ruiz 1995). Até 1940 eram reconhecidas apenas 5
subfamilias: Cryptinae, Ichneumoninae, Tryphoninae, Pimplinae e Ophioninae (Wahl &
Gauld 1998). Numa ampla descrigdo da historia taxondmica desta familias Townes
(1969, 1970a,b, 1971) reconhece 25 subfamilias. Wahl e Sharkey (1993) sugerem
algumas modifica¢cdes aumentando para 35 subfamilias e na mais recente revisdo do

grupo, os Ichneumonidae foram distribuidos em 36 subfamilias (Hanson & Gauld 1995).

1.3. Morfologia do sistema reprodutor masculino em Hymenoptera

O sistema reprodutor masculino nos Hymenoptera é constituido, na maioria das espécies
onde foi estudado, por dois testiculos, um par de ductos deferentes e um par de glandulas
acessorias. O testiculo € o local onde ocorre o processo espermatogénico e a forma pode
variar de esférica a fusiforme. Nos adultos jovens, os testiculos sdo bastante
desenvolvidos, sofrendo, em geral, degeneracdo gradativa até a completa regressao no
final da maturidade sexual. Os testiculos sdo constituidos por foliculos, os quais podem
variar em numero, forma e tamanho nos diferentes grupos taxondmicos. Por exemplo,
em todas as espécies de vespas parasiticas ja observadas os testiculos possuem apenas
um foliculo (Lino-Neto, informacdo pessoal). Em Vespidae e na maioria dos Apoidea
tém sido observados trés foliculos, entretanto em Formicidae ja foi observado variando
de um (p.ex., Gnamptogenys striatula; Lino-Neto, informagdo pessoal) a onze (Wheller
& Krutzsch 1992) e a familia Apidae geralmente tem quatro foliculos testiculares (Roig-
Alsina & Michener 1993). Apesar do nimero de foliculos ser bastante constante dentro
do mesmo grupo, existem espécies com numero bem diferente, como por exemplo, em
Apis mellifera (Apidae) que possui 200 ou mais foliculos e Hypanthidium rubriventris
(Megachilidae) que possui 54 (Lino-Neto, informagdo pessoal). Assim o niimero de
foliculos testiculares constitui uma caracteristica que pode, as vezes, separar familias

dentro da ordem Hymenoptera (Ferreira et al. 2004).



Os espermatozoides, apos deixarem os testiculos, ficam armazenados em uma
regido diferenciada do ducto deferente denominada de vesicula seminal. Na maioria das
espécies de Apidae machos jovens apresentam espermatozdides liberados em feixes a
partir do testiculo alcangando a vesicula seminal ainda desta forma. Durante a maturagao
sexual os feixes sdo desfeitos e nos machos sexualmente maduros os espermatozoides
estdo individualizados dentro da vesicula seminal (Moreira et al. 2004). A presenca de
feixes na vesicula seminal também foi observada nos machos sexualmente maduros de
Symphyta (Quicke et al., 1992). Nos Hymenoptera, a vesicula seminal pode
compreender quase todo o ducto deferente ou restringir a uma determinada regido
dilatada do ducto. As glandulas acessorias, assim como as demais regioes do sistema
reprodutor, apresentam grande diversidade morfologica. Ainda, nas abelhas sem ferrdo

(Meliponini) as glandulas acessorias estdo ausentes.

1.4. Ultra-Estrutura dos Espermatozoides em Hymenoptera

A morfologia dos espermatozoides em Hymenoptera foi descrita em detalhes em:
Symphyta (Quicke et al. 1992; Newman & Quicke 1999a); Apocrita Aculeata: Apidae
(Hoage & Kessel 1968; Cruz-Hofling et al. 1970; Lensky et al. 1979; Peng et al. 1992,
1993; Lino-Neto et al. 2000b; Zama et al., 2001; 2004; 2005a; Bao et al. 2004; Aratjo et
al 2005; Conte et al 2005); Halictidae (Fiorillo et al. 2005a); Anthophoridae (Fiorillo et
al. 2005b); Formicidae (Thompson & Blum 1967; Caetano 1980; Wheeler et al. 1990;
Lino-Neto & Dolder 2002; Moya et al. 2007); Vespidae (Mancini et al. 2006);
Sphecidae (Zama et al. 2005b, 2007) Apocrita Parasiticas: Eucoilidae (Newman &
Quicke 1999b); Eurytomidae (Lino-Neto et al 1999); Megalyridae (Newman & Quicke
2000), Scelionidae (Lino-Neto & Dolder 2001a), Trichogrammatidae (Lino-Neto et al.
2000a, Lino-Neto & Dolder 2001b) e Braconidae (Quicke et al 1992; Newman &
Quicke 1998). Em Ichenumonidae estudos foram realizados com Diadormus pulchellus
da subfamilia Ichneumoninae (Chauvin et al. 1988), Amblyeteles sp., Lissonota sp. e
Exochus sp. das subfamilias Ichneumoninae, Branchinae, ¢ Metopiinae respectivamente
(Quicke et al. 1992).

Os espermatozoides em Hymenoptera sdo células filiformes que medem de 8 um
em Meteorus sp. (Braconidae) (Quicke et al. 1992) a 1.500 um em Euglossa

mandibularis (Apidae) (Zama et al. 2005). De modo geral, podem ser descritos como



possuindo uma regido anterior, composta pelo nicleo e acrossomo, € uma regiao
posterior, ou flagelar, composta pelo axonema, dois derivados mitocondriais, um adjunto
do centriolo e dois corpos acessorios.

O acrossomo ¢ uma organela longa, situada anterior ao nucleo e formada por duas
estruturas: a vesicula acrossomal e o perforatorium (Wheeler et al. 1990; Jamieson et al.
1999; Newman & Quicke 1999a; Zama et al. 2001; Lino-Neto & Dolder 2002).
Entretanto, nos espermatozéides da maioria das vespas parasiticas ocorre uma terceira
camada extracelular que recobre o acrossomo e parte anterior do nicleo (Quicke et al.
1992; Newman & Quicke 1998, 1999b; Lino-Neto et al. 1999, 2000a; Lino-Neto &
Dolder 2001a).

Em geral em Hymenoptera o nucleo ¢ alongado possuindo cromatina compacta,
homogénea eletrondensa. Entretanto na formiga Solenopsis invicta (Lino-Neto & Dolder
2002) e Halictidae (Fiorillo et al. 2005a) e em Xylocopini (Fiorillo 2005b) o nucleo
possue areas electron lucidas. O comprimento do nucleo varia muito entre as espécies,
medindo de 4 um (Quicke et al. 1992) a 105 um (Lino-Neto et al. 1999). Em alguns
grupos o nucleo assume forma espiralada (Quicke et al. 1992; Quicke 1997; Lino-Neto
et al. 1999, 2000a; Lino-Neto & Dolder 2001a, 2001b, Zama et al. 2007).

O adjunto do centriolo é uma estrutura eletrondensa e alongada, localizada
paralelamente ao axonema, entre a base do nucleo e a extremidade anterior de um dos
derivados mitocondriais (Newman & Quicke 1998, 1999b, 2000; Lino-Neto et al.,
2000b; Zama et al. 2001). Nos espermatozoides de formigas (Caetano, 1980; Wheeler et
al. 1990; Lino-Neto & Dolder 2002) ¢ de alguns outros grupos (Newman & Quicke
1999a; Lino-Neto et al. 1999, 2000a), o adjunto de centriolo se localiza na extremidade
anterior de ambos os derivados mitocondriais. A origem e funcdo dessa estrutura ainda
ndo foram completamente elucidadas, no entanto, andlises citoquimicas demonstraram
que tais estruturas apresentam proteinas basicas (Lino-Neto et al. 2000b).

O axonema apresenta o arranjo padrio para insetos, 9+9+2, com nove
microtibulos acessorios simples externos, nove duplas de microtubulos periféricos e dois
microtubulos centrais. Tem sua extremidade anterior localizada na base do nucleo e se
estende até a extremidade posterior do flagelo. Nessa regido os microtubulos do
axonema apresentam seqiiéncias de terminagdo que variam entre os grupos (Wheeler et
al. 1990; Peng et al. 1993; Newman & Quicke 1998; Lino-Neto et al, 1999; Lino-Neto &

Dolder 2000a, 2001b; Zama et al. 2001). Assim como o nucleo, o axonema de algumas



espécies apresenta um padrao espiralado (Quicke et al., 1992; Quicke, 1997; Lino-Neto
etal., 1999, 2000a; Lino-Neto & Dolder, 2001a, 2001b).

Os corpos acessorios sdo estruturas alongadas, de formato triangular em corte
transversal e localizadas paralelamente entre os derivados mitocondriais € o axonema
(Peng et al. 1993; Newman & Quicke 1999a; Lino-Neto et al. 2000b). Em alguns grupos
esta estrutura é bastante reduzida (Lino-Neto et al. 1999, 2000a; Lino-Neto & Dolder
2001a, 2001b). Sua origem e fungdo permanecem desconhecidas.

Os derivados mitocondriais s3o mitocondrias modificadas que possuem cristas e
apresentam algumas variagdes entre os Hymenoptera (Quicke et al. 1992). Em alguns
grupos, apresentam material paracristalino (Caetano 1980; Wheeler et al, 1990; Peng et
al. 1993; Lino-Neto et al. 2000b; Lino-Neto & Dolder 2001a, 2002; Zama et al., 2001)
e podem variar em didmetro (Newman & Quicke 1999a, 1999b, 2000; Lino-Neto et al.
2000b; Zama et al. 2001) ou possuirem didmetro semelhante (Newman & Quicke,
1999a; Lino-Neto et al. 1999, 2000a; Lino-Neto & Dolder 2001b, 2002). Podem
também, variar em comprimento (Wheeler et al. 1990; Lino-Neto et al. 1999, 2000a;
Lino-Neto & Dolder 2001b; Zama et al. 2001).

A ultra-estrutura dos espermatozodides tem levantado um numero grande de

caracteres que serao de grande utilidade em analises filogenéticas.



1.5. OBJETIVOS

Considerando a grande diversidade morfologica do sistema reprodutor masculino e
dos espermatozoides em Hymenoptera, a importincia dessas informacdes para a
sistematica e a escassez de conhecimento em Ichneumonidae, este trabalho tem por
objetivos:

- Descrever a anatomia e a histologia do sistema reprodutor masculino das espécies

Lymenon dieloceri e do parasitoide de Myschocyttarus atramentarius;

- Caracterizar a estrutura e ultra-estrutura dos espermatozoides destes insetos

- Comparar os dados anatomicos obtidos com os existentes na literatura,

procurando caracteres consistentes que possam contribuir para futuras analises

filogenéticas.



2. MATERIAL E METODOS

Ninhos de Digelasinus diversipes (Hymenoptera, Argidae) e de Myschocyttarus
atramentarius (Hymenoptera, Vespidae) foram coletados na zona rural de Vigosa e
mantidos no laboratorio. Logo apds a emergéncia, parasitdides machos de Argidae,
Lymeon dieloceri, ¢ de Myschocyttarus atramentarius foram submetidos as metodologias

para microscopias de luz e eletronica de transmissao.

2.1. MICROSCOPIA DE LUZ
2.1.1. Morfologia

O sistema reprodutor de machos adultos foram dissecados em tampao cacodilato
de s6dio 0,1 M, pH 7,2 e fixados por 12 h em solugdo de glutaraldeido a 2,5% no mesmo
tampao. Em seguida, eles foram lavados em agua destilada, desidratados em uma série
alcoolica crescente e incluidos em Historesina. Cortes de 2 um, feitos em microtomo
rotativo com navalha de vidro, foram corados com azul de toluidina-borato de sodio a
1% e montados com Entelan (Merck). Para as analises anatomicas e histologicas foram
capturadas imagens com uma camera digital acoplada a um microscépio estereoscopico

Olympus SZ40 e a um microscopio Olympus CX-31, respectivamente.

2.1.2. Medigao total e nuclear dos espermatozoides

Suspensdo de espermatozoéides extraidos de vesicula seminal foram espalhadas
em laminas histologicas e fixadas com glutaraldeido 2,5% em tampado cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 7,2, a temperatura ambiente. As preparacdes foram coradas com Giemsa
por 15 min e, em seguida, lavadas em &gua corrente. Apos secas foram observadas e
fotografadas em fotomicroscopio (Olympus BX-50) equipado com contraste de fase.

Para medic¢ao nuclear, algumas das ldminas foram coradas por 15 min. com DAPI
(4,6-diamino-2-phenylindole) 0,2 pg/ml no mesmo tampao, lavadas e montadas com
sacarose 50%. Essas laminas foram examinadas em microscépio de epifluorescéncia,

Olympus, BX-50, equipado com filtro BP360-370 nm.

2.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Testiculos e ductos deferentes de adultos maduros foram dissecados e fixados por
24 horas, a 4°C, em solugdo de glutaraldeido 2,5% e éacido picrico 0,2% em tampdo
cacodilato de sédio 0,1 M e pH 7,2, acrescido de 3% de sacarose. A pos-fixagdo foi feita

com tetréxido de 6smio 1%, no mesmo tampao. A desidratacdo foi feita em uma série



alcodlica crescente (50, 70 90 e 100%) e a inclusdo em Epon. Os cortes ultrafinos foram
contrastados com solug¢do aquosa de acetato de uranila 2% e citrato de chumbo 0,2% em
solugdo de hidroxido do sédio 1 N e observados em microscopio eletronico de

transmissdo (Zeiss EM 109).



3. RESULTADOS

3.1. Morfologia Geral do Sistema reprodutor masculino

O sistema reprodutor masculino de Lymeon dieloceri, parasitdide do Symphyta
Digelasinus diversipes e do parasitdide do Vespidae Myschocyttarus atramentarius ¢é
formado por um par de testiculos com um foliculo cada, um par de glandulas acessorias,
um par de ductos deferentes e um ducto ejaculatorio (Figs. 1A, B). De cada testiculo
parte um ducto deferente fino e longo que tem sua porg¢do inicial enovelada na base dos
testiculos (Fig. 1B). Uma capsula de tecido conjuntivo envolve os dois testiculos e os
ductos deferentes até onde desembocam as glandulas acessorias, sendo que os testiculos
mais a porcao enovelada dos ductos deferentes estdo intimamente associados, formando
“uma estrutura unica” dento dessa capsula (Fig. 1A-C). Espermatozéides foram
observados sempre individualizados em toda a extensao dos ductos deferentes, mas em
maior concentracdo na regido enovelada na base dos testiculos (Fig. 1C). As glandulas
acessorias possuem formato esférico no parasitdoide do M. atramentarius e¢ ovais em L.
dielonceri (Fig. 1A). Neste, essas glandulas tém o epitélio pregueado, formado por
c¢lulas prismaticas altas com muitas vesiculas claras na regido basal (Fig. 1D). Elas sao
envolvidas externamente por células musculares e internamente o limen estreito €

preenchido por secrecdo (Fig. 1D).

3.2. Estrutura e ultra-estrutura dos espermatozoides

Os espermatozoéides de L. dieloceri e do parasitoide de M. atramentarius sao finos
e longos (Figs. 1E, 4A). Em L. dieloceri eles medem cerca de 140 pm de comprimento
(Fig. 1E). Sao formados pela regido de cabeca e uma regido de flagelo (Fig. 1E). A
cabega ¢ formada pelo acrossomo, pelo nucleo e por uma terceira camada extracelular.
Em ambas as espécies o acrossomo mede cerca de 1 um e € composto pela vesicula
acrossomal e o perforatorium (Figs. 2A-C, 4A-F). Em corte transversal, a vesicula
acrossomal ¢ circular (Fig. 4D) e, a medida que se aproxima do nucleo, torna-se ovalada
(Figs. 2B, 4E). O perforatorium ¢ recoberto pela vesicula acrossomal ¢ sua se encaixa
em uma pequena cavidade na ponta do nucleo (Figs. 2A-C, 4A-E). Uma camada de
material extracelular recobre o acrossomo e parte do nucleo e, a partir dela, se irradiam

inimeros filamentos (Figs. 2A-C, 4B-F).
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O nucleo ¢ fino e longo, medindo aproximadamente 16 um em comprimento em L.
dieloceri (Fig. 1E). Ele é oval e preenchido por cromatina muito eletrondensa e
compacta (Figs. 2A-E, 4A-F). Sua extremidade posterior ¢ afilada em forma de cone,
penetrando na extremidade anterior do axonema (Fig. 2D).

A regido de flagelo ¢ composta por um adjunto do centriolo, um axonema, dois
derivados mitocondriais e dois corpos acessorios (Figs. 2G, 3A-H, 5A-G). O adjunto do
centriolo ¢ eletrondenso, longo e, em corte longitudinal, circular (Figs. 3A, 5A). Ele se
inicia anteriormente ao lado da regido posterior do nucleo (Fig. 2D), segue em paralelo
ao axonema (Fig. 2D) e a um dos derivados mitocondriais (Fig. 2E) e termina a frente do
outro derivado mitocondrial (Fig. 2F).

O axonema apresenta o padrdo de 9 + 9 + 2 microtubulos, sendo nove microtibulos
acessorios simples externos, nove duplas periféricas e dois microtubulos centrais (Figs.
3B, C, 5A-C). Anteriormente, ele se inicia envolvendo a ponta posterior do nucleo (Fig.
2D) sendo o ultimo a terminar no final do flagelo (Figs. 3H, 5G). Nesta regido, a
organizagdo dos microtubulos ¢ desfeita e as duplas periféricas sdo as ultimas a
terminarem (Figs. 3E-H, 5E-G).

Os derivados mitocondriais, nas duas espécies, comegcam anteriormente em niveis
diferentes. Ao lado da base do nucleo (Figs. 2E, 4G) e o outro na base do adjunto do
centriolo (Figs. 2F, 4H). Em corte transversal, os dois derivados sdo piriformes em L.
dieloceri e no parasitoide de M. atramentarius (Figs. 3B-D, 5 B-D) um ¢ piriforme e o
outro circular. Em L. dieloceri sdo formados basicamente por duas regides bem distintas,
uma eletrondensa e outra regido eletronlucida (Figs. 3B-D). Corte transversal na regiao
eletronlucida evidenciou uma fenda em forma de V, observada somente em L. dieloceri.
Nesta espécie as cristas circundam o perimetro de ambos derivados (Figs. 3A, C, D). No
parasitoide de Myschocyttarus atramentarius os derivados sdo assimétricos em didmetro
(Figs. 5B-E).

Os corpos acessorios sdo estruturas discretas, pouco eletrondensas, de formato
indefinido em corte transversal e estdo localizados entre os derivados mitocondriais e o
axonema (Figs. 3D, 5C), mas ndo entre o axonema ¢ o adjunto do centriolo (Figs. 3A,

5A).
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Figura 1. Micrografia de luz do aparelho reprodutor (A-D) e do espermatozéide (E) de Lymeon
dieloceri. A. Anatomia do sistema reprodutivo com testiculos (t) envolvidos pela capsula testicular,
ducto deferente (dd) e glandula acessoria (seta). B. Corte longitudinal dos testiculos mostrando os
foliculos (f) envolvidos pela capsula conjuntiva (seta) e ductos deferentes (circulo tracejado). C.
Corte transversal mostrando testiculos (t), capsula testicular (seta) e ductos deferentes (dd) contendo
espermatozoides livres (cabeca de seta). D. Corte longitudinal da glandula acesséria, mostrando as
pregas do epitélio (cabeca de seta); vesiculas de secrecdo (seta) e lamen (l). E. Morfometria do
espermatozdide mostrando o limite (seta) entre nucleo (n) e flagelo(f). Barras: A=0,5mm; B=100um;
C=D=35pume E=10 pm.
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Figura 2. Electron-micrografias de corte longitudinal (A, D, E, F) e transversal (B, C, G) dos
espermatozdides de Lymeon dieloceri. A. Regido do acrossomo contendo camada extracelular
(seta), vesicula acrossomal (av), perforatorium (p) e a inserg¢éo (circulo tracejado) deste no nicleo
(n). B e C. Regido de cabeca contendo (B) a camada extracelular (seta) envolvendo a vesicula
acrossomal (av) e o perforatoruim (p) e (C) microtiibulos em cabeleira. D-F. Transig¢do nticleo
axonema mostrando (D) extremidade posterior de nucleo (seta) penetrando no axonema (ax)
ambos paralelos ao adjunto de centriolo (ac). (E) limite do nicleo (n) com adjunto de centriolo
(ac) e o derivado maior (M). (F) derivado mitocondrial menor (m) comegando apds o adjunto de
centriolo e paralelo ao derivado maior (M). (G) visdo geral das regides de nucleo e regides de
transi¢ao ntcleo-flegelo. Barras A = E=0,15um; B,C,D,F= 0,05um; G=0,2 pm.
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Figura 3. Electron-micrografias de cortes transversais da regido flagelo dos espermatozoides de
L. dieloceri mostrando (A) axonema (ax) localizado paralelamente ao adjunto de centriolo (ac) e
ao derivado mitocondrial maior (m); (B) derivados mitocondriais simétricos apresentando uma
regido electron-lucida na parte proximal (seta) e uma regido elétron densa na parte distal de ambos
(asterisco); (C) axonema (ax) formando por 9+9+2 microtibulos; (D) visdo geral da vesicula
mostrando a regido elétron lucida (seta) e a regido electron-densa (asterisco) corpos acessorios
(ab) e as cristas circundando ambos derivados (cabega de seta) em varios derivados; (E-H) regides
de terminagdo do flagelo com (E) a presenga ainda de ambos derivados (F) posteriormente apenas
um derivado acompanha a terminagdo do axonema; (G) auséncia dos derivados simples externos e
resquicio do derivado maior; (H) auséncia dos derivados centrais. Barras A-C =0,05 um;D=0,2
mm; E-H= 0,1 um.
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Figura 4. Electron-micrografias dos espermatozoéides do parasitdide de M. atramentarius. A.
regido do ducto deferente contendo acrossomo (a) e nicleo (n) de alguns espermatozdides. B-G. Secgio
longitudinal da cabec¢a mostrando (B) a camada extracelular (seta) envolvendo a vesicula acrossomal (av)
e o perforatorium (p); (C) transigéo perforatorium-nucleo. D-E. Sec¢do transversal da cabega mostrando
(D) extremidade anterior do acrossomo com vesicula acrossomal circular (av) e camada extracelular
(seta) e (E) regidao mediana do acrossomo mostrando vesicula acrossomal oval (av) e perforatorium
circular (p). (F) Secgdo transversal da regido de transi¢ao acrossomo-nucleo mostrando que a terceira
camada (seta) cobre parte do nticleo (n). (G). Secgéo longitudinal da transigdo ntcleo-flagelo mostrando
a inser¢do do derivado mitocondrial maior (M) na base do nucleo (n) e (H). Sec¢do longitudinal do
flagelo mostrando a inser¢do do derivado mitocondrial menor (m) na base do adjunto de centriolo (ac) e
estes paralelos ao derivado maior (M).
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Figura 5. Electron-micrografias de cortes transversais da regido de flagelo (A-G) do parasitoide de
M. atramentarius mostrando: (A) axonema (ax) localizado paralelamente ao adjunto de centriolo (ac) e
ao derivado mitocondrial maior (M); (B) axonema (ax) mostrando (9+9+2) microtabulos e derivado
mitocondrial maior (M) circundado por uma borda electron-licida (seta); (C) axonema (ax) formando
por 9+9+2 microtubulos, corpos acessorios (ab) e derivados mitocondriais (M ¢ m) circundados pela
borda electron-lacida (seta); (D) derivados mitocondriais assimétricos em didmetro e forma. (E-G)
Regides de terminacdo do flagelo mostrando: (E) auséncia do par de microtubulos centrais e ambos
derivados mitocondriais ainda presentes; (F) posteriormente apenas as 9 duplas de microtibulos e
resquicio de um derivado mitocondrial; (G) na extremidade posterior do axonema as nove duplas de
microttibulos.

16



4, Discussao

A morfologia do sistema reprodutor masculino de Lymeon dieloceri, parasitéide do
Symphyta Digelasinus diversipes, e do parasitéide de Myschocyttarus atramentarius é
semelhante aquela descrita para a maioria dos Hymenoptera, sendo formados por um par
de testiculos, dois ductos deferentes onde os espermatozdides estdo estocados, duas
glandulas acessoérias e um ducto ejaculatorio.

Todas as vespas parasiticas observadas, incluindo estas duas espécies, apresentam
um foliculo por testiculo. Isso nos leva a supor que este seja o numero padrdo para este
grupo de Hymenoptera. Pois, em Symphyta sdo observados varios foliculos por testiculo
(observacdo pessoal) e, na maioria dos Aculeata, trés ou mais. Entretanto, a formiga
Gnamptogenys striatula (Lino-Neto, informagao pessoal) apresenta apenas um foliculo
por testiculo, sendo, até 0 momento, uma exce¢ao para Aculeata.

Os espermatozoéides de L. dieloceri, medindo 140 pm, é o mais longo ja observado
em Ichneumonidae, para os quais existem relatos de variacdo de 55 pm (Alomyinae,
Quicke et al. 1992) a 100 um (Ichneumoninae, Chauvin et al. 1988).

A morfologia dos espermatozdides das duas espécies aqui estudadas é semelhante
aquela descrita para a maioria dos Hymenoptera. Eles consistem em: (1) um acrossomo
formado pela vesicula acrossdmica revestindo o perforatorium, o qual tem sua base
inserida em uma cavidade na ponta do nucleo; (2) ntcleo fino, longo e de cromatina
eletrondensa; (3) um adjunto de centriolo eletrondenso e localizado entre o nicleo e um
dos dois derivados mitocondriais; (4) um axonema com arranjo 9 + 9 + 2 microtuabulos;
(5) dois derivados mitocondriais longos com cristas periféricas e; (6) dois corpos
acessorios localizados entre os dois derivados mitocondriais e o axonema.

Os espermatozoides das duas espécies analisadas sdo lineares como ocorre em
outros os Ichneumonidae (Quicke et al. 1992) e na maioria dos Aculeata (Hoage &
Kessel, 1968; Cruz-Hofling et al., 1970; Lensky et al., 1979; Wheeler et al., 1990; Peng
et al., 1992, 1993; Lino-Neto & Dolder 2002, Zama et al., 2001, 2004, 2005; Aratjo et
al., 2005; Fiorillo et al., 2005a,b; Mancini et al., 2006). Entretanto, esta caracteristica
diferencia os Ichneumonidae de outras vespas parasiticas como Chalcidoidea (Lino-Neto
et al., 1999, 2000a) e Platygastroidea (Lino-Neto & Dolder, 2001b), as quais apresentam
espermatozodides espiralados.

Uma camada de material extracelular recobrindo o acrossomo e parte do ntcleo,

com filamentos irradiando a partir dela, também parece ser caracteristica de vespas
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parasiticas, pois, além dessas duas espécies, ja foi observada em outros Ichneumonidae
(Quicke et al. 1992), Cynipoidea (Quicke et al. 1992; Newman & Quicke 1999a) e
Chalcidoidea (Lino-Neto et al. 1999, 2000a; Lino-Neto & Dolder 2001a). Entretanto, ela
nao foi observada em parasitdides da familia Scelionidae (Lino-Neto & Dolder, 2001a),
como também ndo foi em Symphyta (Quicke et al. 1992; Newman & Quicke 1999a) e
Aculeata (Hoage & Kessel 1968; Cruz-Hofling et al. 1970; Lensky et al. 1979; Wheeler
et al. 1990; Peng et al. 1992, 1993; Lino-Neto & Dolder 2002; Zama et al. 2001, 2004,
2005; Aratjo et al. 2005; Fiorillo et al. 2005a, b; Mancini et al. 2006). Os filamentos que
irradiam desse material extracelular correspondem, provavelmente, a um glicocélice
bastante desenvolvido.

O adjunto do centriolo localizado entre o ntcleo e um dos derivados mitocondriais
(assimétrico), como ocorre nestes Ichneumonoidea, parece ser o mais comum em
Hymenoptera. Visto que também tém sido observados em outras superfamilias de
parasitéides como Megalyroidea (Newman & Quicke, 2000), em Symphyta (Newman &
Quicke 1999a) e nos Aculeata, Vespidae (Mancini et al. 2006) e Apidae (Lino Neto et
al.2000b; Zama et al. 2001, 2004, 2005). Entretanto, nos parasitoéides da superfamilia
Chalcidoidea (Lino-Neto et al. 2000a; 2001b), no Symphyta Tremex sp. (Siricoidea)
(Newman & Quicke 1999a) e em formiga (Moya et al 2006) esse estrutura se localiza a
frente dos dois derivados mitocondriais (simétrico).

Derivados mitocondriais simétricos em didmetro, como observado em L. dieloceri,
¢ uma caracteristica comum a outros Ichneumonidae (Quicke et al., 1992), em
Chalcidoidea (Quicke et al., 1992; Lino-Neto et al., 1999, 2000a, Lino-Neto & Dolder,
2001b) e algumas formigas (Wheeler et al., 1990; Wheeler & Krutzsch, 1992; Lino-Neto
& Dolder 2002, Moya et al. 2006). Derivados assimétricos, observados no parasitoide de
Myschocyttarus atramentarius, ocorrem na grande maioria dos Aculeata (Hoage &
Kessel 1968; Cruz-Hofling et al. 1970; Lensky et al.1979; Peng et al. 1992, 1993; Lino-
Neto et al. 2000b; Zama et al. 2001, 2004, 2005; Araujo et al., 2005; Fiorillo et al.
2005a, b Mancini et al. 2006). Como essa caracteristica varia com uma freqiiéncia
razoavelmente alta, ela se mostra bastante util para estudos taxondmicos e também
filogenéticos entre grupos proximos. Ela, inclusive, descrimina entre si as duas espécies
aqui estudadas.

O ntmero e o arranjo dos microtiibulos no axomena, observados nessas duas
espécies, sdo considerados padrido para os insetos. Entretanto, no final do flagelo, os

microtibulos acessorios terminando antes do que as duplas periféricas vém, cada vez
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mais, confirmar essa caracteristica como discriminatéria para as vespas parasiticas
(Lino-Neto et al. 1999, 2000a; Lino-Neto & Dolder 2001b). Pois, nos Aculeata ja
estudados esses microtibulos sdo os ultimos a terminarem (Zama et al. 2001, 2004,
2005).

Com base no acima exposto nota-se que o sistema reprodutor e os espermatozoides
de Hymenoptera apresentam diversidades estruturais que certamente poderdo ser usadas
para elucidar duvidas de taxonomia e filogenia desse grupo de insetos. Entretanto, ainda
precisa que mais espécies, representando outras familias e superfamilias, sejam

estudadas.
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5. CONCLUSAO

1. As duas espécies de parasitoides estudados se assemelham as outras espécies de
vespas parasiticas por apresentarem uma camada extracelular envolvendo o
acrossomo e diferem de Aculeata que apresentam o acrossomo nao envolvido por
este material;

2. Espermatozoides lineares agrupam estas espécies com Aculeata e os separam de
Chalcidoidea e Palstygastroidea que apresentam espermatozoéides espiralados;

3. As duas espécies de parasitdides apresentam a inser¢ao do adjunto de centriolo ao
lado da extremidade posterior do nucleo. Esta caracteristica ¢ nova para todas as
espécies ja observadas.

4. Derivados mitocondriais simétricos em didmetro como ocorrem em L dielocery é
uma caracteristica compartilhada com Chalcidoidea e todos os Ichneumonidae O
parasitoide de Myschocyttarus atramentarius como todos os outros Apidae
apresentam derivados assimétricos. Esta caracteristica serve para separar as duas
espécies de parasitdides

5. L. dieloceri apresenta uma fenda em forma de V na regido eletronlucida de
ambos derivados.

6. L. dieloceri apresenta cristas que circundam o perimetro de ambos os derivados.

7. As duplas de microtubulos do axonema terminando por ultimo na regido de
terminagdo do flagelo agrupam estas espécies com outras vespas parasiticas e as
separam de Aculeata onde os microtibulos acessorios simples sdo os ultimos a

terminarem,;
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