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“O que diferia nos tecidos, segundo Herminia, era a

natureza do fio e a qualidade da trama. O fio tinha a

marca do que havia, do que era dado, do inexoravel e de

deus. A trama, por outro lado, revelava a ordem humana,

era o retrato da vontade do homem. Homem e deus

brindavam no que era tecido, isso quando havia harmonia

nas formas, quando havia beleza. A beleza nascia do

consentimento silencioso entre o inexoravel do fio e a

nova ordem proposta pela trama. Quando o fio ndo se rende a trama,

0 resultado é um campo de batalha sem vitorias.”

Viviane Mosé

(Trecho do poema “Herminia”, do livro Toda Palavra)
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RESUMO

COELHO, Patrizia Mello, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2007.
Morfologia dos espermatozdides do parasitdide Apanteles galleriae Wilkinson,
1932(Hymenoptera: Ichneumonoidea: Braconidae). Orientador: José Lino Neto.
Co-orientadores: Lucio Anténio de Oliveira Campos e Uyra dos Santos Zama.

Os Braconidae representam a segunda maior familia de Hymenoptera e por serem
vespas parasiticas de outros insetos sdo potencialmente importantes para o controle
biolégico. Como em outras familias de Hymenoptera, nos Braconidae ainda ha
controvérsias em relacdo a sistematica de suas subfamilias, bem como entre eles e as
outras familias da superfamilia Ichneumonoidea. A caracterizacdo ultra-estrutural tem
contribuido para o estudo filogenético de muitos grupos de animais, incluindo os insetos.
Assim, neste trabalho descrevemos a estrutura e ultra-estrutura dos espermatozdéides do
parasitoide Apanteles galleriae, utilizando as microscopias de luz e eletrénica de
transmissdo. Os espermatozoides de A. galleriae sdo semelhantes aqueles descritos para
os demais Braconidae ndo-ciclostomos por: (1) se encontrarem entre 0S menores
espermatozdides, medindo 12 pum de comprimento; (2) apresentarem axonema com
arranjo 9 + 9 + 1 microtubulos; (3) os dois derivados mitocondriais ndo apresentarem
cristas e terem os diametros iguais e bem menores do que aquele do axonema e (4)
possuirem 0s dois corpos acessorios de formato indefinido. Eles também apresentam
caracteristicas estruturais comuns apenas as vespas parasiticas, como uma camada
espessa na membrana plasmatica envolvendo o acrossomo e parte do nucleo e os
microtubulos acessorios do axonema terminando antes dos demais, mas ndo foi
identificada qualquer estrutura que se assemelhe ao adjunto do centriolo. Entretanto, os
espermatozdides desta espécie apresentaram caracteristicas apomorficas como (1)
acrossomo constituido apenas pela vesicula acrossomal e (2) filamentos de cromatina
condensada na periferia lateral do nucleo. Portanto, esses dados confirmam que, em
Hymenoptera, os espermatozoides fornecem caracteres morfolégicos que podem ser

usados em analises filogenéticas de diferentes niveis taxonémicos.
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ABSTRACT

COELHO, Patrizia Mello, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, December of 2007.
Morphology of spermatozoa of the parasite Apanteles galleriae Wilkinson, 1932
(Hymenoptera: Ichneumonidae: Braconidae). Adviser: Jose Lino Neto. Co-
advisers: Lucio Antonio de Oliveira Campos and Uyra dos Santos Zama.

Braconidae represents the second largest family of Hymenoptera and, being parasitic
wasps of other insects, are potentially important for the biological control. As other
families of Hymenoptera, there is still controversy over the systematic of the Braconidae
subfamilies, as well as between them and the other families of the Ichneumonidae
superfamily. The ultra-structural characterization has contributed to the phylogenetic
study of many groups of animals, including insects. Thus, this present work describes
the structure and ultra-structure of the parasitoid Apanteles galleriae sperm, using light
and transmission electron microscopy. A. galleriae sperms are similar to those described
for other non-cyclostomes Braconidae: (1) they are the minors sperm, measuring 12 um
length, (2) axonemes with a 9 + 1 + 1 microtubules configuration, (3) the two
mitochondrial derived products do not present cristae and have the same diameter,
smaller than that of the axoneme and (4) two accessory bodies with a indefinite format.
They also have structural features only common to parasitic wasps, as a thick layer in
the plasmatic membrane that covers the acrosome and part of the nucleus and the
axoneme microtubules accessories finishing before the others, but no other structure that
approaches to the centriolar adjunct was identified. Although, sperms of this species
have apomorphic characteristic as (1) the acrosome made only by the acrosomal vesicle
and (2) condensed chromatin filaments in the periphery of the nucleus. Therefore, these
data confirm that, in Hymenoptera, the sperms provide morphological characters that
can be used in phylogenetic analysis at different taxonomic levels.



1. INTRODUCAO

1.1. A ordem Hymenoptera

Os Hymenoptera, com cerca de 250.000 espécies estimadas e aproximadamente 120
mil destas descritas (Gallo et al., 2002), constituem uma das quatro maiores ordens de
insetos. Embora haja divergéncia, atualmente sdo reconhecidas por volta de 80 familias,
divididas nas subordens Symphyta e Apocrita (Gauld & Hanson, 1995). Os Symphyta,
considerados um grupo basal, correspondem a aproximadamente 5% das espécies ja
descritas. Os Apocrita contém a grande maioria das espécies e sdo, ainda, divididos em
Aculeata e ndo-Aculeata (Parasitica). Os Aculeata compreendem as abelhas, formigas e
vespas. Este grupo representa pouco mais de 45% das espécies descritas, distribuidas
entre as superfamilias Chrysidoidea, Vespoidea e Apoidea. E considerado 0 grupo mais
derivado dentre os Hymenoptera por apresentar fémeas com ferrdo (LaSalle & Gauld,
1992). O grupo Parasitica é definido como sendo formado por todos os Apocrita que nao
tiveram o ovopositor modificado em ferrdo. Este é o maior grupo de Hymenoptera e suas
especies sdo classificadas em 48 familias, distribuidas em 11 superfamilias (Mason &
Huber, 1993), sendo a maioria delas pertencentes as superfamilias Ichneumonoidea e
Chalcidoidea (LaSalle & Gauld, 1992).

A ordem Hymenoptera, além de ser uma das mais ricas em especies, é também uma
das que apresentam maior diversidade biologica (Gaston, 1991). Foi nesta ordem que o
comportamento social alcangou seu auge. Nos insetos, com excecdo dos Isoptera, a
eusociabilidade estd presente apenas nos Hymenoptera. Existem grupos (abelhas e
vespas) que exibem todas as gradaces de organizagdo social, de solitaria a eusocial
avancada.

Segundo Hanson (1995), os Hymenoptera contém espécies de grande importancia
ambiental e econémica. Entre os membros fitofagos da ordem, as abelhas constituem o
grupo mais importante de polinizadores, sendo essenciais & manutencéo da diversidade
das angiospermas. Além da polinizacéo, as abelhas apresentam estimado valor comercial
com a producéo de mel, pdlen, propolis e cera (Kerr, 2001).

Muitos himendpteros parasitdides sdo utilizados com sucesso em programas de
controle biolégico e integrado de pragas. Dentre eles, as familias Ichneumonidae,

Braconidae, Chalcididae, Encyrtidae, Trichogrammatidae, Scelionidae e Bethylidae



apresentam espécies que sdo 0s mais importantes agentes de controle bioldgico (Gauld &
Bolton, 1988; La Salle & Gauld, 1992).

Devido a importancia econémica e ecoldgica dos Hymenoptera, sdo necessarios
estudos que contribuam para a identificacdo e classificagdo adequadas das espécies. A
maioria das propostas filogenéticas dos grupos se baseia em caracteres comportamentais,
moleculares e, fundamentalmente, morfologicos externos (Rasnitsyn, 1980; Gauld &
Bolton, 1988; Dowton & Austin, 1994; Dowton et al., 1997; Ronquist et al., 1999).
Entretanto, ainda existem muitas incertezas sobre as relagdes evolutivas desta ordem de
insetos, devido a sua consideravel diversidade, ao seu grande numero de espécies e ao
pequeno tamanho da maioria dos himendpteros parasitoides, o que dificulta sua
classificacdo (Dowton & Austin, 1994; Dowton et al., 1997). Além dos dados
anatdmicos tradicionais e moleculares, a analise filogenética usando caracteristicas
morfoldgicas dos espermatozoides vem ganhando o interesse dos biologistas celulares e
sistematas. Estas células fornecem uma fonte de dados ndo tradicional, tendo seus
caracteres uma natureza mais conservativa que os caracteres morfolégicos usados
costumeiramente. Por isso sua ultra-estrutura vem sendo largamente usada em estudos
taxondmicos e filogenéticos de varios grupos animais, incluindo os insetos (Baccetti,
1972; Jamieson et al., 1999).

1.2 A familia Braconidae

Os Braconidae sdo considerados um grupo monofilético (Sharkey & Wahl, 1992) e,
junto com os Ichneumonidae, formam uma das maiores superfamilias (Ichneumonoidea)
de organismos vivos, com aproximadamente 100.000 espécies descritas. E a segunda
maior familia de Hymenoptera, com pelo menos 40.000 espécies distribuidas por todo o
mundo (Newman & Quicke, 1998). Os braconideos ocorrem em todas as areas,
parecendo ndo mostrar forte preferéncia seja por regides temperadas ou tropicais, seja
por habitats imidos ou secos (Sharkey, 1993). Sdo insetos pequenos e ativos, a maioria
de coloragdo preta, castanha ou alaranjada e, como os demais parasitoides, apresentam
estagios larvais que se desenvolvem sobre ou no interior de outros artropodes,
geralmente insetos (Sharkey, 1993). A maior parte das espécies de Braconidae consiste
de parasitdides primarios de outros insetos, embora existam registros de espécies
fitéfagas. Os hospedeiros mais comuns pertencem as ordens Coleoptera, Diptera e

Lepidoptera (Wharton et al., 1997). Muitos sdo parasitoides solitarios, mas o gregarismo



também pode ser observado em algumas subfamilias (Matthews, 1974). Apesar da
grande diversidade dos Braconidae, pouco se conhece sobre sua taxonomia. Varias
espécies foram descritas muitas vezes incompletamente, sem ilustracbes ou qualquer
informacdo da biologia (Achterberg, 1988). Eles sdo divididos em dois grupos, 0s
cicléstomos e os ndo-ciclostomos (Shaw & Huddleston, 1991).

A maioria dos Braconidae cicléstomos constitui-se de ectoparasitdides idiobiontes
de larvas de Lepidoptera e Coleoptera, porém muitos sdo endoparasitoides coinobiontes
de Diptera, Homoptera, Lepidoptera, Isoptera e Embioptera (Sharkey, 1993). As fémeas
normalmente tém reservatorio de veneno com musculatura bem desenvolvida e usam o
veneno para paralisar seu hospedeiro pelo menos temporariamente. O desenvolvimento
do parasitoide normalmente comeca de imediato, com efeito pequeno, ou pelo menos
ndo visivel, no desenvolvimento do hospedeiro, que é rapidamente consumido. As
subfamilias pertencentes a este grupo sdo: Alysiinae, Aphidiinae, Opiinae, Rogadinae,
Apozyginae, Braconinae, Doryctinae e Gnamptodontinae (Sharkey, 1993).

Os Braconidae ndo-ciclostomos sdo todos endoparasitoides e a maioria €
coinobionte, mas alguns podem ter passado secundariamente ao parasitoidismo
idiobionte. As glandulas de veneno tém usualmente musculatura reduzida, sugerindo que
pouco veneno € utilizado. Os hospedeiros mais comuns sdo larvas de Lepidoptera e
Coleoptera. Normalmente o hospedeiro é parasitado num estagio inicial e o
desenvolvimento do parasitéide prolonga-se até que a larva ja tenha quase completado
seu desenvolvimento. Neste estagio, o parasitdide se desenvolve rapidamente e consome
0 hospedeiro. As subfamilias que pertencem a este grupo sdo: Adeliinae, Agathidinae,
Amicrocentrinae, Cardiochilinae, Cheloninae, Dirrhopinae, Euphorinae, Helconinae,
Homolobinae, Ichneutinae, Knoikhoiinae, Macrocentrinae, Meteorideinae, Meteorinae,
Microgastrinae, Miracinae, Neoneurinae, Orgilinae, Sigalphinae, Trachypetinae e
Xiphozelinae (Sharkey, 1993).

Além da riqueza em espécies, 0s Braconidae sdo frequentemente empregados em
programas de controle bioldgico, para a regulacdo de populagdes de pragas na
agricultura, bem como na regulacdo de populagdes naturais de espécies fitdfagas (La
Salle & Gauld, 1992).

Um dos exemplos da utilizacdo no controle biolégico ocorre em apiarios. As tracas
Galleria mellonella (Lepidoptera) e Achroia grisella (Lepidoptera) sdo consideradas
pragas de apiarios comerciais em regifes de clima subtropical ou temperado,

constituindo-se fator de prejuizo econdmico (Bambara & Ambrose, 1981). As fémeas de



G. mellonella depositam seus ovos nas células dos favos das colmeéias, €, apos a ecloséo,
as lagartas comecam a se alimentar do mel e, posteriormente, da cera dos favos. No
intuito de controlé-la sem prejudicar 0 meio ambiente, inimigos naturais sdo utilizados.
Apesar dessa praga possuir Varios inimigos naturais, o principal deles é o
endoparasitoide Apanteles galleriae Wilkinson, 1932 (Hymenoptera: Braconidae:
Microgastrinae), cuja ocorréncia no Brasil foi registrada por De Santis (1964). Apos a
eclosdo no interior da lagarta, a larva do parasitoide alimenta-se de seus tecidos e,
quando atinge o estdgio de pré-pupa, emerge do hospedeiro causando sua morte.
Transforma-se, entdo, em pupa dando origem em seguida a outra geracao de vespas.

1.3 Morfologia geral dos espermatozoides de Hymenoptera

A descricdo da morfologia dos espermatozéides de Hymenoptera na literatura inclui:
espécies do grupo basal, Symphyta (Quicke et al., 1992; Newman & Quicke, 1999a), do
grupo Aculeata, representado por 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; Araujo et al., 2005; Conte et al., 2005; Fiorillo et
al., 2005b), Halictidae (Fiorillo et al., 2005a), Sphecidae (Zama et al., 2005b, 2007),
Formicidae (Thompson & Blum, 1967; Caetano, 1980; Wheeler et al., 1990; Lino-Neto
& Dolder, 2002; Moya et al., 2007), Vespidae (Mancini et al., 2006), do grupo
Parasitica, representado por Eucoilidae (Newman & Quicke, 1999b); Eurytomidae
(Lino-Neto et al., 1999), Megalyridae (Newman & Quicke, 2000), Scelionidae (Lino-
Neto & Dolder, 2001a), Ichneumonidae (Chauvin et al,. 1988; Quicke et al., 1992),
Trichogrammatidae (Lino-Neto et al., 2000a; Lino-Neto & Dolder, 2001b) e
Braconidae (Quicke et al., 1992; Newman & Quicke, 1998).

Os espermatozdides dos Hymenoptera sdo, em geral, muito longos e finos,
possuindo as regides de cabeca e de flagelo. A cabeca compreende o acrossomo e o
nacleo. Em geral, o acrossomo é formado por uma vesicula acrossomal e um
perforatorium, cuja base esta inserida em uma invaginacdo na extremidade anterior do
nicleo. O ndcleo € bastante alongado, com cromatina geralmente compacta e
eletrondensa. Ele é conectado aos elementos do flagelo através do adjunto do centriolo,
uma estrutura eletrondensa, cilindrica e compacta.

Na grande maioria dos Hymenoptera, o flagelo é formado pelo axonema, dois

derivados mitocondriais e dois corpos acessorios. Em geral, 0 axonema possui 0 arranjo



padrdo de 9 + 9 + 2 microtubulos, com nove microtubulos 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 microtibulos do axonema apresentam sequéncias
de terminacdo 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 at. 2001). Os dois derivados mitocondriais sdo estruturas longas e paralelas ao
axonema, podem conter ou ndo inclusdes paracristalinas e, geralmente, um excede 0
outro em comprimento e, as vezes, em diametro.

Os outros dois componentes do flagelo, denominados de corpos acessorios (Baccetti
1972), sdo estruturas também longas, com seccao transversal triangular e situadas entre o
axonema e o0s derivados mitocondriais. Sua origem e fungdo ainda ndo foram

determinadas.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo especifico estudar a estrutura e ultra-
estrutura dos espermatozdides da vespa parasitica Apanteles galleriae (Hymenoptera:
Braconidae: Microgastrinae).

Como objetivo geral pretende ampliar o conhecimento da estrutura e ultra-estrutura
dos espermatozoéides dos Braconidae, uma vez que a morfologia destas células, como na
maioria dos Hymenoptera, tem-se mostrado bastante variada, o que nos leva a supor que
estas informagdes serdo relevantes em estudos taxondmicos e filogenéticos desse grupo

de vespas parasiticas.



3. MATERIAL E METODOS

Machos adultos de Apanteles galleriae foram coletados a partir de lagartas do
género Achroia que vivem em colméias do Apiario Central da Universidade Federal de
Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Esses individuos foram mantidos separados e alimentados
com mel por cinco dias e, entdo, dissecados, com seus testiculos e vesiculas seminais
retirados e processados para as microscopias de luz e eletrénica de transmissdo de acordo

com os protocolos abaixo.

3.1. MICROSCOPIA DE LUZ
3.1.1. Medicdo total e nuclear dos espermatozoides

Machos adultos foram dissecados e tiveram suas vesiculas seminais removidas e
abertas sobre laminas histoldgicas para o espalhamento dos espermatozdides. Estes
foram fixados em solucgéo de glutaraldeido a 2,5% em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M,
pH 7,2, por cerca de 15 minutos. Apos lavagem em &gua destilada e secagem a
temperatura ambiente, o0s espermatozdides foram observados e fotografados em
fotomicroscopio (Olympus BX-50) equipado com contraste de fase. As medidas foram

feitas usando o programa para analise de imagem Image Pro-Plus.

3.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
3.2.1. Morfologia Geral

Testiculos e vesiculas seminais foram fixados por cerca de 2 h em solucdo de
glutaraldeido a 2,5% em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M e pH 7.2, acrescido de
sacarose 3%, &cido picrico 0,2% e cloreto de calcio 5 mM. Apos lava-lo por 1-2 h no
mesmo tampao, o material foi pés-fixado em tetroxido de ésmio a 1% por 1-2 h e, em
seguida, desidratado em uma série crescente alcodlica (30, 50, 70, 90 e 100%),

diafanizado em acetona e incluido em resina Epdxi (Epon 812).

3.2.2. Citoquimica para proteinas basicas (E-PTA)

Testiculos e vesiculas seminais foram fixados por cerca de 2 h em solucdo de
glutaraldeido a 2,5% em tampdo cacodilato de soédio 0,1 M e pH 7.2, acrescido de
sacarose 3%, acido picrico 0,2% e cloreto de calcio 5 mM. Apos lavagem no mesmo

tampdo, foram desidratados em uma série crescente de etanol e contrastados em solucao



de acido fosfotungstico a 1% em etanol absoluto (E-PTA), por 2 h a temperatura
ambiente. Em seguida, foram diafanizados em acetona e incluidos em resina Epoxi
(Epon 812).

Os cortes ultrafinos, exceto aqueles obtidos a partir do material submetido ao E-
PTA, foram contrastados com soluc@es de acetato de uranila a 2% e citrato de chumbo a
0,2% em solucdo de hidroxido do sodio 1 N. Todos os materiais foram observados e
fotografados em Microscopio Eletronico de Transmissdo (Zeiss EM 109), no Nucleo de

Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vicosa, MG.



4. RESULTADOS

Os espermatozoéides de Apanteles galleriae sdo lineares, finos, medem em média 12
um de comprimento e, em microscopia de contraste de fase, € possivel distinguir
facilmente a regido de cabeca da regido de flagelo (Fig 1A). A cabeca, medindo
aproximadamente 6,3 um, compreende cerca de 50% do comprimento total do
espermatozdide. Ela é formada por um acrossomo, com aproximadamente 0,7 um de
comprimento, seguido de um ndcleo, medindo em torno de 5,6 pm, sendo que o
acrossomo tem didmetro ligeiramente maior do que aquele do ndcleo (Fig. 1A).

A regido da membrana plasmatica que recobre o acrossomo e parte do nucleo
apresenta um glicocélice bastante espesso, eletrondenso (Figs. 1E, G), do qual irradiam-
se inumeros filamentos (Fig. 1G-H).

O acrossomo é constituido apenas pela vesicula acrossomal que é totalmente
preenchida por um material eletrondenso e finamente granular (Fig. 1B, C e E). Em corte
longitudinal, ele apresenta a regido mediana mais larga que a regido anterior enquanto
sua base é afilada lateralmente, sobrepondo-se & extremidade anterior do nucleo (Fig.
1B). Em corte transversal, o acrossomo é circular, embora a extremidade anterior
apresenta-se elipsoidal (Figs. 1E e F).

O nucleo é linear e preenchido por cromatina bastante eletrondensa e compacta
(Figs. 1B, C, G-H), porém se observam, na regido anterior, filamentos de cromatina
condensada e ndo compactada na sua periferia lateral (Figs. 1C, J e K). Em corte
transversal, o ndcleo apresenta formato circular (Fig. 1H). Em sua extremidade posterior,
ele é abruptamente truncado, fazendo limite com o axonema e um dos derivados
mitocondriais (Fig. 2A).

Quando submetido a técnica do E-PTA, o nlcleo, assim como 0 acrossomo, se
mostrou negativo, porém a camada de glicocalice na membrana plasmatica que circunda
estas estruturas é positiva (Fig. 1D e I).

Nenhum adjunto do centriolo foi observado na regido de transicdo nucleo-flagelo
(Figs. 2A e B). J& o flagelo é composto por um axonema, dois derivados mitocondriais e
dois corpos acessorios (Fig 2C). O axonema € do tipo 9 + 9 + 1 microtabulos, sendo
nove microtubulos acessérios simples externos, nove duplas periféricas e somente um
microtubulo central (Fig. 2C). O axonema se inicia na base do nucleo, sendo o
componente mais longo do flagelo. Posteriormente, comeca a se desorganizar, perdendo

primeiro os microttbulos acessorios e o par central (Fig. 2E). Todos os microtibulos sdo



E-PTA positivos (Fig. 2F). Nota-se o flagelo circundado por uma camada espessa de
material e, mais externamente, uma membrana mais eletrondensa (Fig. 2D, E).

Os derivados mitocondriais se iniciam na base do nucleo, ao lado do axonema (Figs.
2A e B) e, em corte transversal, sdo simétricos, com didmetros iguais e menores do que
aquele do axonema, aproximadamente circulares, com uma linha bastante eletrondensa
na regido adjacente ao axonema (Fig. 2C). Eles apresentam eletrondensidade média,
conteddo homogéneo e ndo se observaram cristas mitocondriais (Fig. 2A-C).

Entre 0 axonema e cada um dos derivados mitocondriais se observa, em corte
transversal, um corpo acessorio de formato impreciso e com a mesma eletrondensidade

dos derivados mitocondriais(Figs. 2C e D).
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Figura 1. Morfologia do espermatozéide de Apanteles galleriae. A — Micrografia em
contraste de fase de um espermatozoide. A seta indica a regido de transicdo entre o
flagelo () e a cabeca. Nesta se observa o acrossomo (ac) e o ndcleo (n). B e C — Cortes
longitudinais mostrando a transicdo acrossomo-nuclear. Note-se a membrana plasmatica
eletrondensa (setas); em B, o acrossomo chanfrado sobre a regido anterior do nucleo e,
em C, filamentos de cromatina ndo compactados (asterisco). D — Coloragdo com EPTA,
mostrando a transicdo acrossomo-nuclear, a seta indica a regido de membrana positiva.
E-F — Cortes transversais do acrossomo, mostrando que ele é circular (E), mas elipsoidal
na regido anterior (F). G-H — Cortes transversais da regido de transicdo acrossomo-
nuclear e do nucleo, respectivamente. Note-se a membrana plasmatica eletrondensa com
filamentos de glicocalice (setas). | — Coloracdo com EPTA, mostrando a regido nuclear,
a seta indica a regido de membrana positiva. J-K — Cortes na regido nuclear, mostrando
filamentos de cromatina ndo compactados na regido periférica do nucleo e associados a
cromatina compactada (asterisco). Barras: A =1um; B, C,EeJ=0,1um; E, D, G, l e K
=0,05um; H = 0,2um.
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Figura 2. A-B — Secdo longitudinal da regido de transicao nucleo-flagelo, mostrando o
axonema (ax) e um dos derivados mitocondriais (dm) iniciando-se junto & base do
nucleo (n). C-F — Cortes transversais do flagelo. C — Observa-se 0 axonema formado
por nove microtibulos acessorios (ma), nove duplas periféricas (mp) e um unico
microtubulo central (seta branca). Ha ainda, um corpo acessdrio (circulo tracejado) e os
derivados mitocondriais (dm) com uma linha eletrondensa na regido adjacente ao
axonema (seta). D — Nota-se o flagelo circundado por uma camada espessa de material
(seta branca) e, mais externamente, uma membrana mais eletrondensa (seta preta). E-
Regido final do flagelo, mostrando que, no axonema, as duplas periféricas de
microttbulos sdo as Ultimas a terminarem. Observe-se que a camada de material em
volta dos elementos do flagelo ainda esta presente (seta). F — Coloragcdo com EPTA,
onde observa-se que a membrana espessa (seta) e todos os microtibulos do axonema
sdo E-PTA positivos. Barras: A, Ce D =0,1um; B = 0,2um; E-F = 0,05um.
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5. DISCUSSAO

A estrutura basica dos espermatozdides de Apanteles galleriae é semelhante ao
observado em subfamilias de vespas parasiticas do grupo ndo-cicléstomo de Braconidae
(Quicke et al., 1992). Eles consistem em: (1) uma espessa camada de material ao redor
do acrossomo e parte do nucleo; (2) um axonema com arranjo 9 + 9 + 1 microtubulos;
(3) dois derivados mitocondriais simétricos, com didmetro circular medindo
aproximadamente 1/3 daquele do axonema e auséncia de cristas visiveis; (4) dois corpos
acessorios de formato indefinido.

Espermatozoides lineares, como ocorrem em Apanteles galleriae, s&o comuns na
maioria dos Hymenoptera, incluindo vespas parasiticas das superfamilias
Ichneumonoidea (Quicke et al., 1992; Newman & Quicke, 1998), Cynipoidea (Newman
& Quicke, 1999) e Megalyroidea (Newman & Quicke, 2000). Porém, em Chalcidoidea
(Lino-Neto et al., 1999; 2000a; 2001b) e Scelionidae (Lino-Neto & Dolder, 2001a) os
espermatozdides sdo espiralados.

Os espermatozoides de Apanteles galleriae, com aproximadamente 12 pm, tém
comprimento muito préximo aqueles de Apanteles sp. que medem 14 pum, confirmando
gue os ndo-cicléstomo tém espécies pequenas e, cujos espermatozodides variam entre 8 a
21 um e nos quais a cabeca compreende cerca de 50% do comprimento (Quicke et al.,
1992). Esta caracteristica diferencia as espécies desse grupo daquelas do grupo
cicléstomo, as quais apresentam espermatozdides medindo entre 80 a 170 um, com a
cabeca compreendendo até, no maximo, 20% do comprimento (Quicke et al. 1992).
Também o diferencia de outras familias de vespas parasiticas, nas quais foram
observados espermatozoides variando de 100 um a 620 pum de comprimento (Lino-Neto
et al., 1999; Newman & Quicke 2000; Lino-Neto & Dolder, 2001a; Lino-Neto et al.,
2000a, 2001b).

Embora Quicke et al. (1992) ndo tenham feito referéncia, as figuras apresentadas
mostram que o Braconidae ndo-cicléstomo Euphorinae, assim como A. galleriae, ndo
apresenta perforatorium no acrossomo. Entretanto, a vesicula acrossomal desse
Euphorinae, diferente de A. galleriae, apresenta uma cavidade central, semelhante ao
que ocorre na maioria dos Hymenoptera (Quicke et al., 1992; Lino-Neto et al., 2000b;
Zama et al., 2001, 2004), incluindo os Braconidae cicléstomos (Quicke et al., 1992).

Porém, nestes observa-se um perforatorium inserido nesta cavidade. E, finalmente, no
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Scelionidae Telenomus podis ndo foi observado acrossomo (Lino-Neto & Dolder,
2001a).

Em Apanteles galleriae, a camada de material extracelular recobrindo o acrossomo e
parte do nlcleo nos espermatozdides estd presente em todas as vespas parasiticas
(Quicke et al., 1992; Newman & Quicke, 1998; Lino-Neto et al., 1999, 2000a; Lino-
Neto & Dolde,r 2001b) e por isso pode ser considerada uma sinapomorfia para este
grupo de insetos. Esta camada esté ligada a face externa da membrana e provavelmente
apresenta acgucares, correspondendo a um glicocalix bastante desenvolvido, entretanto
proteinas basicas devem estar presentes, pois, tanto nesta espécie como no Chalcidoidea
Bephratelloides pomorum (Lino-Neto et al., 1999), ela é E-PTA positiva. Ainda em
Chalcidoidea acima referidos, observaram-se filamentos irradiando desta camada e,
como também ocorre em A. galleriae, € possivel sugerir que tais filamentos ocorram em
todas as espécies em que esta camada esteja presente.

Em Apanteles galleriae, 0 nucleo apresenta-se linear como em outras vespas
parasiticas, entre elas os Braconidae (Quicke et al., 1992; Newman & Quicke, 1998) e
Ichneumonidae (Chauvin et al., 1988; Quicke et al., 1992). Porém, se diferencia
daqueles que se apresentam torcidos em espiral, como em Chalcidoidea (Lino-Neto et
al., 1999, 2000a; Lino-Neto & Dolde,r 2001b) e Scelionidae (Lino-Neto & Dolder,
2001a).

Na maioria dos Hymenoptera, bem como em A. galleriae, o nucleo dos
espermatozdides apresenta a cromatina bastante eletrondensa e compacta. Entretanto, é
comum observar, em algumas espécies, areas eletronlicidas nesta cromatina em algumas
espécies, porém com caracteristicas distintas. Por exemplo, em A. galleriae, estas areas
se localizam na periferia antero-lateral do ndcleo e apresentam delgados filamentos
irradiando da cromatina compacta. J& em formigas do género Pseudomyrmex (Moya et
al., 2007) elas se localizam ao redor e ao longo de todo o nucleo, apresentando grumos
de cromatina; em Bephratelloides pomorum (Lino-Neto et al., 1999) e em Solenopsis
invicta (Lino-Neto & Dolder, 2002) elas aparecem no interior do ndcleo. Na maioria dos
Hymenoptera, bem como em A. galleriae, o nucleo é E-PTA negativo. Entretanto, em
abelhas das tribos Bombini (Zama, 2003), Meliponini (Zama et al., 2004) e Euglossini
(Zama et al., 2005a) ele apresenta areas fortemente E-PTA positivas.

Apanteles galleriae, apresentando os derivados mitocondriais equivalentes em
didmetro (simétricos) € semelhante a outros Ichneumonoidea (Quicke et al., 1992) e
Chalcidoidea (Lino-Neto et al., 1999, 2000a, Lino-Neto & Dolder, 2001b). Entretanto,
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esta caracteristica é diferente para Cynipoidea (Newman & Quicke, 1999b) e
Megalyroidea (Newman & Quicke, 2000), nas quais os derivados sdo assimétricos.
Ainda em Apanteles galleriae, como em outros Braconidae ndo-cicléstomos (Quicke et
al., 1992), nos derivados mitocondriais ndo se observam cristas e, em corte transversal,
seu diametro circular mede aproximadamente 1/3 daquele do axonema. Ja os derivados
dos Braconidae ciclostomos apresentam cristas, tém diametro maior e geralmente
alongado (Quicke et al., 1992).

Na maioria dos Hymenoptera, incluindo os Braconidae ciclostomos (Quicke et
al.,1992), o axonema apresenta o arranjo padrdo 9+9+2 microtibulos, sendo 9
microtubulos acessorios externos, 9 duplas periféricas e um par central. Ja nos axonemas
dos Braconidae ndo-cicléstomos Quicke et al. (1992) sugerem que falta o par central de
microtubulos e que, em algumas secdes, foi observado apenas um material amorfo denso
nessa regidao. Entretanto, nas figuras 10B-D do ndo-cicléstomo Euphorinae (Quicke et
al., 1992) observa-se a presenca de dois microtubulos centrais. Em A. galleriae, de fato,
ndo ocorre o par central, entretanto, em vez de um material amorfo, foi observado um
microtlbulo. Assim, nos parece mais acertado supor que nos ndo-ciclostomos ha
subfamilias, como Euphorinae, que apresentam dois microttbulos centrais e subfamilias,
como Microgastrinae, que apresentam apenas um.

Na regido final do flagelo em A. galleriae, o fato dos microtabulos acessorios do
axonema terminarem antes do que as duplas periféricas, vem, cada vez mais, confirmar
essa caracteristica como sinapomorfica para vespas parasiticas (Newman and Quicke,
1998; Lino-Neto et al., 1999, 2000a; Lino-Neto & Dolder, 2001b). J& em Aculeata o0s
microtibulos acessorios ou terminam por Gltimo (Zama et al. 2001, 2004, 2005; Fiorillo
et al. 2005) ou todos terminam praticamente juntos (Lino-Neto & Dolder, 2002).

Em A. galleriae, todos os microtubulos responderam positivamente ao método de E-
PTA, diferentemente do que ocorre em Sphecidae (Zama et al., 2005d), Apini (Lino-
Neto et al., 2000b), Meliponini (Zama et al., 2004) e Euglossini (Zama et al., 2005),
onde apenas 0s microtlbulos centrais sdo E-PTA positivos. JA& em Bombini (Zama,
2003), os microtubulos acessérios e 0s centrais sdo positivos, enquanto que 0s
microtubulos das duplas sdo negativos.

Em Euphorinae e Microgastrinae, subfamilias do grupo ndo-cicléostomo de
Braconidae (Quicke et al., 1992), bem como em A. galleriae, 0s corpos acessorios nao

apresentam forma definida. Entretanto, na maioria dos Hymenoptera, bem como nos
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Braconidae cicléstomos (Quicke et al., 1992), é nitida a forma triangular dessas
estruturas.

De acordo com as informagBes acima, nota-se que na familia Braconidae, assim
como nos demais Hymenoptera, os espermatozoides apresentam diversidades estruturais
que certamente poderdo ser utilizadas para resolver incertezas sobre as relacOes
filogenéticas entre as suas subfamilias, bem como entre essa familia e as demais do

grupo Parasitica.
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6. CONCLUSAO

A morfologia dos espermatozOides de Apanteles galleriae apresenta como

caracteristicas:

1.

autapomorficas - (1) a vesicula acrossomal sem cavidade central e (2)
presenca de filamentos de cromatina condensada e ndo compactada na
periferia lateral do nucleo.

em comum com 0s Braconidae ndo-cicléstomos - (1) espermatozdides muito
pequenos; (2) axonema com arranjo 9+9+1 microtubulos; (3) dois derivados
mitocondriais sem cristas e com didmetro bem menor do que o do axonema;
(4) corpos acessorios de formato indefinido.

em comum com as vespas parasiticas - (1) a camada de glicocélice espessa
na regido da membrana plasmatica que recobre o acrossomo e parte do
nucleo, com filamentos irradiando a partir dela e (2) os microtdbulos
acessorios do axonema sendo 0s primeiros a terminarem na regido final do

flagelo.
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