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Resumo

FARDER-GOMES, Cliver Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2017. Morfologia do ovario e espermateca do forideo
parasitoide Eibesfeldtphora tonhascai Brown (Diptera: Phoridae)
Orientador: José Eduardo Serrdo. Coorientadores: José Cola Zanuncio e Marco
Antonio de Oliveira.

O forideo Eibesfeldtphora tonhascai (Diptera: Phoridae) € um parasitoide das
formigas cortadeiras Atta sexdens Forel e Atta laevigata Smith (Hymenoptera:
Formicidae). Os estudos sobre este parasitoide estdo restritos ao seu
comportamento de parasitismo. Além disso, ndo ha estudos sobre a reproducéo
deste parasitoide e neste caso, a morfologia € usualmente a ferramenta mais
adequada para propor hipoteses funcionais sobre a reproducdo. Assim, o
objetivo deste trabalho foi descrever a morfologia do ovario e espermateca de E.
tonhascai. As amostras foram processadas segundo a metodologia convencional
para microscopia de Iluz e microscopia eletronica de transmissao.
Eibesfeldtphora tonhascai tem um par de ovarios do tipo meroistico politréfico e
duas espermatecas. O ovocito em estagios iniciais de desenvolvimento
apresentou formato esférico e tamanho pequeno. O tamanho de toda a camara
ovocitica aumentou como resultado do acumulo de vitelo no citoplasma do
ovocito. As células foliculares iniciaram a deposicdo das camadas do corion e
apos sua deposicao, essas células se degeneraram. Os ovOcitos maduros
possuiam formato eliptico e citoplasma repleto de granulos. A parede do
reservatorio da espermateca de E. tonhascai tem células glandulares com
citoplasma contendo abundantes ribossomos livres e reticulo endoplasmético
rugoso. O lumen da espermateca € revestido por uma fina cuticula. A secrecéo
elétron-densa das células glandulares pode ser observada dentro do limen da
espermateca, do ducto glandular e em vesiculas. A compreensdo da
organizacdo e funcdo do sistema reprodutivo feminino pode contribuir para o
entendimento dos detalhes sobre a reproducgéo de forideos. Além disso, pode
ser usado como base para futuros estudos sobre varios aspectos da biologia

reprodutiva desses inimigos naturais.



Abstract

FARDER-GOMES, Cliver Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2017. Morphology of ovary and spermatheca of the phorid
parasitoid Eibesfeldtphora tonhascai Brown (Diptera: Phoridae). Adviser:
José Eduardo Serrdo. Co-advisers: José Cola Zanuncio and Marco Antonio de
Oliveira.

The phorid Eibesfeldtphora tonhascai (Diptera: Phoridae) is a parasitoid of the
leaf cutting ants Atta sexdens Forel and Atta laevigata Smith (Hymenoptera:
Formicidae). The studies about this parasitoid are limited to its parasitism
behavior. Furthermore, there are no studies about the reproduction of this
parasitoid and in this case, morphology is usually the most adequate tool to
propose functional hypotheses about reproduction. Thus, the aim of this work
was to describe the morphology of ovary and spermatheca of E. tonhascai. The
samples were processed according to the conventional methodology for light
microscopy and transmission electron microscopy. Eibesfeldtphora tonhascai
has a pair of ovaries of meroistic-polytrophic type and two spermatheca. The
oocyte at the early stages of development had a spherical shape and small size.
The size of entire oocyte chamber increased due to the accumulation of yolk in
the oocyte cytoplasm. The follicular cells initiated the deposition of the chorion
layers and after their deposition, these cells degenerated. The mature oocytes
had an elliptical shape and cytoplasm filled with granules. The reservoir wall of
the E. tonhascai spermatheca has glandular cells with abundant free ribosomes
and rough endoplasmic reticulum. The lumen of the spermatheca is covered by
a thin cuticle. Glandular cells secretion can be observed within the lumen of
spermatheca, glandular duct and inside vesicles. Understanding the female
reproductive system organization and function can contribute to understand
details of phorids reproduction. Furthermore, it can be used as a basis for future

studies about several aspects of reproductive biology of these natural enemies.
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1. Introducéo

Os forideos (Diptera: Phoridae) sdo pequenas moscas de elevada
diversidade na regido Neotropical e com grande variedade de estilo de vida
(Disney, 1994). Algumas espécies sdo parasitoides de abelhas (Core et al.,
2012) e cupins (Neoh e Lee, 2010), além de formigas cortadeiras dos géneros
Atta e Acromyrmex que podem ser pragas agricolas (Braganca et al., 2002; Della
Lucia et al., 2014). Assim, estes parasitoides s&o potenciais agentes no controle
biolégico de formigas cortadeiras (Guillade e Folgarait, 2015; Farder-Gomes et
al., 2016).

O forideo Eibesfeldtphora tonhascai (Diptera: Phoridae) Brown é um
parasitoide de Atta sexdens Forel e Atta laevigata Smith (Hymenoptera:
Formicidae), atacando as operarias dessas formigas que transitam nas trilhas de
forrageamento (Tonhasca, 1996; Braganca et al., 2002). As fémeas deste
parasitoide depositam um uUnico ovo na cabeca do hospedeiro que ao eclodir,
origina uma larva que se alimenta do conteudo da capsula cefélica da formiga
hospedeira, empupando entre suas mandibulas (Tonhasca, 1996; Farder-
Gomes et al., 2016).

O sistema reprodutor feminino de insetos é composto, geralmente, por um
par de ovarios, ovidutos laterais e comum, espermateca(s), glandulas acessorias
e vagina (Chapman, 2013). Cada ovario é formado por estruturas alongadas, os
ovariolos, cujo numero e fisiologia estéo relacionados com a producdo de ovos
(Bunning, 1994; Mazurkiewicz-Kania e Kubrakiewicz, 2008).

Nos dipteros, os ovarios sdo do tipo meroistico politréfico, no qual cada
ovOcito € acompanhando por uma ou mais células nutridoras e envolto por uma
camada de células foliculares, formando o foliculo ovariano (Bunning, 1994;
Jaglarz et al., 2009; Mazurkiewicz-Kania et al., 2012).

Cada ovariolo pode ser subdividido em trés partes, da regido anterior para
a posterior, sendo elas: o filamento terminal que é composto por um conjunto de
células sométicas, o germario onde se encontram as células da linhagem
germinativa e o vitelario, uma regido relativamente grande do ovariolo,

caracterizada pela presenca dos ovécitos associados as suas células nutridoras



que fornecem importantes componentes ao ovocito (Blnning, 1994; Chapman,
2013; Belles e Piulachs, 2015).

A ovogénese € iniciada na regido no germario através da divisdo de
células germinativas que originam o cistoblasto (Pearson et al.,, 2016). Cada
cistoblasto produzido sofre sucessivas mitoses para produzir o cistocito
composto de varias células e envolto por células pré-foliculares, sendo que uma
dessas células origina 0 ovOcito enquanto as demais as células nutridoras
(Cooley e Theurkauf, 1994; Santos e Gregorio, 2006). No vitelario ocorre a
maturagcdo e crescimento do ovAcito com a deposi¢do de proteinas, lipideos,
carboidratos e outros componentes a partir da hemolinfa (Raikhel e Dhadialla,
1992). A deposicdo das camadas da casca do ovo (coriogénese) encerra 0
processo de ovogénese (Wu et al., 2008).

Apés a cépula, as fémeas de muitos insetos armazenam 0s
espermatozoides em uma estrutura saculiforme, a espermateca, no qual eles
permanecem viaveis até serem utilizados para a fertilizacdo dos ovos (Stacconi
e Romani, 2011; Dallai et al., 2012; Pascini e Martins, 2016). O periodo de
armazenamento dos espermatozoides varia em diferentes insetos, desde horas
a meses e, em alguns casos, durante anos, como nos himendpteros eusociais
(Lodesani et al., 2004; Gobin et al., 2006). Além disso, a espermateca prove um
ambiente adequado para os espermatozoides, protegendo-os contra danos
mecanicos e o contato com a hemolinfa, fornecendo substancias que os mantem
viaveis durante toda a vida reprodutiva dos insetos (Klenk et al., 2004; King et
al., 2011; Pascini e Martins, 2016).

No geral, a espermateca € formada por uma camada de células epiteliais
e revestida por cuticula na porcéo interior. Ela é constituida por um reservatorio,
ducto espermatecal, glandulas e musculos (bomba espermatecal) (Martins e
Serrdo, 2002; Gotoh et al., 2008). Em alguns insetos, a porcao glandular da
espermateca € composta por glandulas acessorias individuais que liberam
secrecdes ricas em carboidratos e glicoproteinas no limen do reservatorio,
importantes para a manutencdo e viabilidade dos espermatozoides (Cruz-
Landim e Serrdo, 2002; Pascini e Martins, 2016). No entanto, em outros insetos

as glandulas acessoérias ndo estao presentes como Orgaos individuais, nesse



caso, as células da propria parede do reservatério possuem fungcédo secretora
(Stacconi e Romani, 2011; Pascini e Martins, 2016).

O conhecimento que se tem sobre o aparelho reprodutor feminino de
forideos vem de estudos com a espécie Megaselia scalaris Loew (Diptera:
Phoridae) (Benner, 1985; Benner and Curtis, 1988). Porém, estudos sobre a
morfologia interna e ultraestrutura do aparelho reprodutor de outras espécies séo
escassos, principalmente de forideos que possam atuar como agentes de
biocontrole (Zacaro e Porter, 2003).

Embora E. tonhascai tenha potencial para controlar as sadvas, estudos
sobre sua biologia estdo restritos ao seu comportamento de parasitismo
(Tonhasca, 1996; Braganca et al., 2002; Farder-Gomes et al., 2016). Entretanto,
nao ha estudos sobre a reproducéo deste parasitoide e neste caso, a morfologia
€ usualmente a ferramenta mais adequada, ndo apenas para a compreensao da
organizacdo basica, mas também para propor hipoteses funcionais sobre a sua
reproducdo. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a morfologia do ovario

e espermateca de fémeas do forideo parasitoide E. tonhascai.

2. Material e Métodos
2.1 Obtencéo dos parasitoides

Fémeas de E. tonhascai foram coletadas, apds a perturbacdo de ninhos
da formiga cortadeira Atta sexdens, no Setor de Dendrologia da Universidade
Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil durante os meses de marco,
julho e setembro de 2016. Trinta fémeas do parasitoide foram selecionadas para

dissecacéo.

2.2 Dissecacéao e morfologia externa do aparelho reprodutor

As fémeas dos parasitoides foram crio-anestesiadas a 0 C por 5 minu tos
antes da dissecacéo. Forideos foram dissecados em tampéao cacodilato de sédio
0,1M (V/V) e o aparelho reprodutor das fémeas fixados em glutaraldeido 2,5%

0,2M (V/V). A morfologia externa foi observada e fotografada com



estereomicroscopio Zeiss Discovery V20 acoplado com uma camera digital
(Zeiss AxioCam MRc).

2.3 Microscopia de luz (ML)

Os forideos foram dissecados em solucao fisiologica para insetos (V/V)
para obtencdo dos ovarios e espermatecas que foram isolados e transferidos
para solugcédo fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 24 horas. As
amostras foram desidratadas em uma série crescente de etanol a 70%, 80%,
90% e 95% (V/V), por 15 minutos cada. A seguir, as amostras foram infiltradas
e incluidas com historresina Leica. Cortes histolégicos (3 um de espessura)
foram obtidos em micrétomo (Leica RM2255) e corados em solucdo de
Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas foram examinadas e fotografadas com

microscopio Zeiss.

2.4 Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

Os forideos foram dissecados em tampao cacodilato de sédio 0,1M (V/V)
para obtenc&do dos ovérios e espermatecas que foram isolados e transferidos
para glutaraldeido 2,5% 0,2M (V/V) por 24 horas. ApGs esse periodo, as
amostras foram lavadas 3 vezes por 5 minutos ho mesmo tampao mencionado
acima e pos-fixadas em tetroxido de 6smio a 1% (V/V) por 2 horas no escuro.
Em seguida, foram lavadas com agua destilada por 5 vezes de 1 minuto cada,
desidratadas em concentracdes crescentes de alcool a 50%, 70%, 90%, 95% e
100% (V/V), por 10 minutos cada. Apos isso, os fragmentos foram infiltrados e
incluidos resina LR White (Sigma-Aldrich). Os cortes ultra-finos (60 nm) obtidos
foram contrastados com acetato de uranila por 20 minutos e citrato de chumbo
por 8 minutos. Apds esses processos, 0s cortes foram analisados no Microscopio
Eletrénico de Transmisséo (Zeiss EM 109 e Zeiss Libra 120).



3. Resultados
3.1 Morfologia do ovéario

Eibesfeldtphora tonhascai tem um par de ovarios de formato esférico com
trés ovariolos cada, revestidos por uma bainha peritoneal fina. Os ovarios abrem
individualmente no oviduto lateral. H4 apenas uma glandula acessoria localizada
entre os ovarios e inserida no oviduto comum (Fig. 1 A- B).

O ovario € do tipo meroistico politréfico, no qual as células nutridoras
estdo presentes e associadas a cada ovocito dentro dos ovariolos, constituindo
o foliculo ovariano (Figura 2 A). Os ovocitos nos ovariolos de E. tonhascai se
diferenciaram de forma sincronica para formar numerosos ovocitos maduros

prontos para fertilizacao (Fig. 2 B).

Fig. 1. Morfologia externa do aparelho reprodutor de fémeas de E. tonhascai. (A e B)

Visao dos dois ovarios (OV), ovariolos (OR), oviduto lateral (LO) e glandula acesséria

(AG). As espermatecas nao foram mostradas. Barra de escalas: 50 pm.

Na regido do germario foram encontradas células da linhagem

germinativa constituidas pelos cistdcitos, envoltos por células pré-foliculares. Os



cistocitos em estagios mais iniciais de desenvolvimento estavam na regido apical
dos ovariolos e a medida que se afastam do &pice, se diferenciam até
alcancarem o vitelario (Fig. 2 C).

No vitelario, o foliculo ovariano em estagios iniciais de ovogénese
apresentou formato esférico, com o ovocito de pequeno tamanho e nucleo
(vesicula germinativa) bastante evidente (Fig. 2 D). As células nutridoras
ocuparam quase todo interior do foliculo e seu grande ndcleo contém cromatina
descondensada (Fig. 2 D) e citoplasma com muitas mitocondrias e ribossomos
livres, além de elementos do complexo de Golgi (Fig. 3 A-B). O ovdcito e as
células nutridoras estavam circundados por uma camada de células foliculares
de formato cuboide e com nucleo esférico (Fig. 2 D).

Com o progresso da ovogénese, o tamanho do ovécito aumentou com o
acumulo de vitelo no citoplasma do ovdcito, ocupando metade do volume do
foliculo (Fig. 4 A) e sendo circundado por células foliculares cuboides (Fig. 4 B).
As células nutridoras apresentaram nucleos elétron-densos, citoplasma rico em
reticulo endoplasmatico rugoso e mitocéndrias dispersas (Fig. 4 C-D).

O epitélio folicular que circunda as células nutridoras adquiriu formato
achatado e apresentou espacos intracelulares amplos que percorreram toda a
extensdo do epitélio (Fig. 4 E). As células foliculares que circundam o ovécito
apresentaram espacos intercelulares alargados, caracteristico do processo de
paténcia que ocorre durante o acimulo de vitelo no citoplasma do ovécito (Fig.
5 A). Entre as células nutridoras, préximo ao polo anterior do ovAcito, ocorreram
células pequenas, denominadas border cells, cujo nicleo é arredondado e o
nucléolo é evidente (Fig. 5 B).

O espaco ocupado pelas células nutridoras foi reduzido progressivamente
até os estagios avancados de ovogénese. Assim, 0 ovécito passa a ocupar
visivelmente maior espaco dentro do ovo (Fig. 5 C).

No final da fase de acumulo de vitelo no ovocito, as células nutridoras
esvaziaram seu citoplasma no ovdcito, levando a uma drastica diminuicdo da
camara nutridora e aumento no volume do ovocito. Apenas o nucleo das células
nutridoras com grumos de cromatina condensada e uma pequena porcédo do

citoplasma se tornam visiveis (Fig. 5 D).



Apébs a degeneracédo das células nutridoras, as células foliculares, agora
colunares, iniciaram a deposicdo das camadas do corion (coriogénese) e
exibiram vacuolos no citoplasma (Fig. 6 A). Entre o cérion e o ovdcito ocorreu a
membrana vitelinica que juntamente com o cérion, formou uma camada continua
ao redor do ovacito (Fig. 6 B). Entre o ovdcito e as células foliculares foi possivel
identificar o espaco periovocitico (Fig. 6 B). Ap6s a deposi¢do da casca do ovo,
as células foliculares mostraram aspecto degenerado com consideravel reducéo
do citoplasma e condensacédo da cromatina nuclear (Fig. 6 C).

Os ovocitos maduros mostraram formato eliptico e alongado (Fig. 7 A). O
citoplasma estava repleto de granulos que consistiam, basicamente, de vitelo,

lipideos e grande quantidade de ribossomos livres (Fig. 7 B-C).



Fig. 2. Microscopia de luz do ovario de E. tonhascai (B, C e D). (A) Esquema mostrando as
regibes do germario, vitelario e a maturacdo do ovécito em um ovariolo meroistico politréfico
(Adaptado de Mahajan-Miklos e Cooley, 1994); Células foliculares (NC); Ovécito (OC). (B)
Desenvolvimento sincronico dos ovocitos nos ovariolos, mostrando as células nutridoras (NC)
e ovocitos (OC) tipico de ovarios meroisticos politréficos; Bainha peritoneal (seta branca). (C)
Cistocitos (CC) envoltos por células pré-foliculares (FC) na regido do germario. Cistocitos em
estagios iniciais encontram-se na regiao apical dos ovariolos. (D) Células nutridoras (NC) e
seu grande nucleo (N) com cromatina descondensada, ocupando a maior parte do foliculo na
regido do vitelario. A vesicula germinativa (GV) ocupa maior parte do ovécito (OC). As células
nutridoras e o ovocito estavam envoltos por uma camada uniforme de células foliculares

cubicas (FC) com nucleo esférico (seta negra). Barra de escalas: 50 um.



Fig. 3. Microscopia eletrénica de transmissao das células nutridoras de E. tonhascai. (A

e B) Nucleo (N) e citoplasma das células nutridoras com numerosas mitocéndrias (M) e

ribossomos livres (R) além de complexo de Golgi (GC). Barra de escalas: 0,5 um.



Fig. 4. Imagens de microscopia de luz (A e B) e microscopia eletrénica de transmisséo (C, D e
E) das células nutridoras e foliculares de E. tonhascai. (A) Ovdcito (OC) ocupando metade do
espaco do foliculo ovariano; Células nutridoras (NC); Nuacleo das células nutridoras (N);
Vesicula germinativa do ovocito (GV); Células foliculares (FC). Barra de escala: 50 um. (B)
Detalhe das células foliculares cuboides (FC) dos ovocitos (OC); Nucleo das células foliculares
(N). Barra de escala: 100 um. (C e D) Reticulo endoplasmatico rugoso (RER) abundante no
citoplasma das células nutridoras; Mitocéndria (cabeca de seta branca); Nucleo das células
nutridoras (N). Barra de escala (C): 1 um. Barra de escala (D): 0,5 um. (E) Espacos
intercelulares nas células foliculares (setas negras) que envolvem a célula nutridora; Células
foliculares (FC); Células nutridoras (NC). Barra de escala: 1 pm.
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Fig. 5. Imagens de microscopia de luz do ovério de E. tonhascai (A) Corte semifino corado com
azul de toluidina mostrando os espacos intercelulares (asterisco) nas células foliculares (FC);
Ovdcito (OC). Barra de escala: 50 um. (B) Border cells com nucleo esférico e nucléolo
proeminente (seta branca) entre as células nutridoras (NC); Nucleo das células nutridoras (N);
Ovacito (OC). (C) Ovacito (OC) ocupando maior parte da camara do ovo; Células nutridoras
(NC); Células foliculares (FC). (D) Imagem mostrando a degeneragdo das células nutridoras
(NC) com cromatina condensada no nucleo (N); Ovécito (OC); Células foliculares (FC). Barras
de escala: 50 um.
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Fig. 6. Micrografias eletrbnicas de transmissdo da camara ovocitica de E. tonhascai. (A)

Células foliculares (FC) iniciam a deposicdo da casca do ovo; Presenca de vacuolos
citoplasmaticos (asterisco); Nucleo das células foliculares (N); Ovdcito (OC). Barra de escala:
0,5 um. (B) Membrana vitelinica (cabega negra da seta); Corion (seta negra); Espaco
periovocitico (PS); Células foliculares (FC); Ovocito (OC). Barra de escala: 250 nm. (C)
Degeneragéo das células foliculares (FC); Nacleo das células foliculares (N); Ovocito (OC).
Barra de escala: 1 um.
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Fig. 7. Imagens de microscopia de luz (A) e microscopia eletrénica de transmisséo (B e C) do
ovécito maduro de E. tonhascai. (A) Visao geral do ovdcito maduro (OC). Barras de escala: 50
pum. (B e C) Citoplasma do ovocito (OC) repleto de granulos de vitelo (YS), lipideos (L) e muitos

ribossomos livres (R). Barras de escala (B): 2,5 um e (C): 0,5 pm.

3.2 Morfologia da espermateca

Eibesfeldtphora tonhascai possui um par de espermatecas de formato
oval, localizadas adjacente a cada um dos dois ovidutos laterais e conectadas
ao oviduto comum por um ducto espermatecal (Fig. 8 A-B). Na parede do
reservatorio da espermateca de E. tonhascai foi observado apenas células
glandulares proeminentes e com ductos visiveis (Fig. 9 A-B, Fig. 10 A). O limen
estava repleto de espermatozoides (Fig. 9 A-B).

Na regido basal das células glandulares foi observada uma fina lamina
basal que envolveu toda a espermateca (Fig. 10 B). Fibras musculares estavam
aderidas a lamina basal (Fig. 10 C). Na regido apical, uma cuticula elétron-densa

foi encontrada revestindo inteiramente o limen da espermateca (Fig. 10 D).
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O citoplasma do epitélio continha abundantes ribossomos livres e reticulo
endoplasmatico rugoso (Fig. 10 E). Numerosas vesiculas contendo material
particulado em seu interior foram observadas por todo o citoplasma (Fig. 10 A-
B-C).

Proximo ao limen da espermateca foi observado o ducto das células
glandulares que apresenta extensa e desenvolvida rede de microvilosidades que
convergem para o limen do ducto além de mitocondrias dispersas (Fig. 11 A-B).
Essas células apresentam nucleo e nucléolo proeminentes (Fig. 11 C).

A secrecéo das células glandulares pode ser observada dentro do Iimen
do ducto glandular, como material altamente elétron-denso (Fig. 11 A-B).
Vesiculas contendo material particulado, proximo as microvilosidades e dentro
do ducto, também foram observadas (Fig. 11 B). No lumen da espermateca,
essas secrecdes, frequentemente, se acumulavam como depdésitos floculados

de aspecto elétron-denso (Fig. 10 D).
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Fig. 8. Morfologia externa da espermateca de E. tonhascai. (A e B) Reservatorio
(RS); Ducto espermatecal (D); Ovério (OV). Barra de escalas: 100 um.
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Fig. 9. Imagens de microscopia de luz da espermateca de E. tonhascai. (A e B) A parede do

reservatdrio € composta por uma camada de células glandulares com nucleo (N) e ductos
glandulares evidentes (cabega da seta branca). O limen da espermateca (LU) esté preenchido

com espermatozoides (seta branca). Barra de escalas: 50 um.
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Fig. 10. Micrografias eletrénicas de transmissdo da espermateca de E. tonhascai. (A) visédo
geral da espermateca, mostrando o limen da espermateca (LU) e o ducto proeminente da
célula glandular da espermateca (DT). Barra de escalas: 10 um. (B e C) a lamina basal (BL),
fibras musculares (MF) e vesiculas (V) contendo material particulado na regido basal. Barra
de escalas: 1 um. (D) Regido apical, evidenciando a cuticula (CT) que reveste o limen da
espermateca (LU) que apresentou depositos floculados (seta branca) no interior. Vesiculas
contendo material particulado (seta negra). Barra de escalas: 2 um. (E) Reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) no citoplasma das células glandulares que comp&em a
espermateca; Fibras musculares (MF). Barra de escalas: 2 um.
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Fig. 11. Micrografias eletronicas de transmissdo da espermateca de E. tonhascai. (A)
Detalhe do ducto das células glandulares, mostrando as microvilosidades (MV) e o
[imen do ducto (DL) contendo material particulado. Barra de escalas: 2 um. (B) Lumen
do ducto glandular (DL) com a secrec¢éo elétron-densa das células glandulares em seu
interior. Vesiculas contendo material particulado, préximo as microvilosidades
(asterisco) e dentro do ducto (seta branca); Microvilosidades (MV); Mitocondrias (M);
Lumen da espermateca (LU). Barra de escalas: 1 pum. (C) Ndcleo (N) e nucléolo (NL)

das células glandulares. Barra de escalas: 1 pm.

4. Discusséao
4.1 Morfologia do ovario

Os resultados aqui obtidos mostram que em E. tonhascai, 0s ovécitos em
todos os ovariolos, se desenvolvem de forma sincronica, assim como relatado
para Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae) Fabricius (Chaiwong et
al., 2012) e Tachypeza nubila (Diptera: Hybotidae) Meigen (Jaglarz et al., 2010).
No desenvolvimento sincrénico, os ovécitos nos ovariolos se desenvolvem

quase ao mesmo tempo. Dessa forma, ha a producédo de numerosos ovocitos
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maduros prontos para a fertilizacdo (Chaiwong et al., 2012; Liu et al., 2014). Esse
sincronismo permite que as fémeas ovipositem muitos ovos em um curto periodo
de tempo (Koteja et al., 2003; Ngernsiri et al., 2015) o que parece estar ocorrendo
em E. tonhascai. Considerando que forideos parasitoides adultos vivem poucos
dias (Olufemis e Fadamiro, 2016), o sincronismo ovariano pode maximizar a
oviposicéo durante o curto ciclo de vida desse inseto.

Na regido do germario de E. tonhascai, os cistécitos em estagios mais
iniciais de desenvolvimento se localizavam na regido apical dos ovariolos. O
germario de outros insetos com ovarios do tipo meroistico politréfico € subdivido
em regides, com base nas caracteristicas morfologicas das células durante a
formacao dos cistos ovarianos (Santos e Gregoério, 2006; Pearson et al., 2016).
Dessa forma, sugere-se que o germario de E. tonhascai também seja divido em
regibes, embora ndo tenha sido possivel caracteriza-las morfologicamente. E no
germario que a ovogénese € iniciada através da divisdo de células germinativas
(Pearson et al., 2016) e em Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae)
Meigen, o cistoblasto produzido através dessa divisdo sofre sucessivas mitoses
para produzir o cistocito de 16 células germinativas, sendo que uma originara
ovocito e as demais as células nutridoras (Cooley e Theurkauf, 1994).

O citoplasma das células nutridoras de E. tonhascai rico em mitocéndrias,
ribossomos livres e complexo de Golgi indica que essas células estao ativas
metabolicamente, sintetizando RNAs, ribonucleoproteinas e  outros
componentes que s&o transferidos para o ovocito, contribuindo com o
desenvolvimento e crescimento inicial deste (Mahajan-Niklos e Cooley, 1994;
Mazurkiewicz e Kubrakiewicz, 2001; Zelazowska e Bilinski, 2001). No inicio da
ovogénese, as células nutridoras de D. melanogaster sdo poliploides e
sintetizam grandes quantidades de RNA e proteinas que s&o transferidos ao
ovacito (De Loof et al., 1990; Royzman et al., 2002). Assim, 0 mesmo mecanismo
deve ocorrer em E. tonhascai.

As border cells, encontradas entre as células nutridoras do forideo, séo
células foliculares que migram do polo anterior das células nutridoras para o polo
anterior do ovocito, secretando nessa regiéo, a placa da micropila que permite a
passagem do espermatozoide para dentro do ovocito (Kubrakiewicz et al., 2003;
Jaglarz et al., 2010).
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As células foliculares que circundam o ovécito de E. tonhascai se separam
parcialmente (paténcia) formando espacos intercelulares amplos que permitem
a rapida passagem das vitelogeninas para dentro do ovécito, aumentando
drasticamente o seu tamanho (Seidelmann et al., 2016). As vitelogeninas sao as
proteinas precursoras do vitelo produzidas pelo corpo gorduroso e liberadas por
este 6rgdo na hemolinfa (Raikhel e Dhadialla, 1992; Ronnau et al., 2016). Elas
alcancam o ovocito através desses espacos entre as ceélulas foliculares
(Trougakos et al., 1999; (Mazurkiewicz e Kubrakiewicz, 2008). As células
foliculares podem também atuar na producdo dessas proteinas em dipteros
(White e Bownes, 1997; Lin et al., 2015). Assim como relatado para Dacus oleae
Rossi (Diptera: Tephritidae) (Trougakos et al., 1999), as células foliculares de E.
tonhascai também perdem a paténcia, voltando ao estado normal apds o
acumulo de vitelo e inicio da sintese da casca do ovo.

Uma caracteristica interessante de E. tonhascai € a ocorréncia de
espacos intracelulares amplos no epitélio folicular envolvendo a camara
nutridora, indicando que algumas substancias da hemolinfa podem ser
absorvidas pelas células nutridoras que apresentam intensa atividade
metabolica.

Muito do citoplasma das células nutridoras de E. tonhascai foi transferido
para o ovocito (injecdo terminal) ao final do processo de acumulo de vitelo no
citoplasma do ovécito (Mahajan-Niklos e Cooley, 1994; Ferreira et al., 2014).
Esse transporte é regulado pelo citoesqueleto de actina que auxilia na extrusdo
do citoplasma, a0 mesmo tempo que ancora o0 nucleo dessas células na
membrana, impedindo-o de bloquear o fluxo de citoplasma para fora da célula
(Guild et al., 1997; Anan’ina et al., 2010). Como consequéncia, permanecem
apenas o0 nucleo e um pouco do citoplasma nas células nutridoras, como
observado neste estudo. Logo ap0s a injecdo terminal, o restante das células
nutridoras foi eliminado do foliculo ovariano (Foley e Cooley, 1998). Nesta fase
do desenvolvimento do ovocito, as células nutridoras de E. tonhascai
apresentaram nucleos condensados e desintegracdo do citoplasma que séo
caracteristicas de morte celular programada (Buszczak e Cooley, 2000;
Kubrakiewicz et al., 2003; Mpakou et al., 2006).
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Nas etapas finais da ovogénese, as células foliculares que circundam
ovocito de E. tonhascai sintetizam e secretam no espacgo periovocitico, 0s
componentes da casca do ovo que sdo a membrana vitelinica e o corion, assim
como o relatado para D. melanogaster (Zarani e Margaritis, 1991) e Culex pipiens
quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae) (Adham et al., 2009). A casca do ovo
proporciona protecdo mecéanica ao embrido em desenvolvimento, além de
permitir as trocas gasosas e prevenir sua dessecacdo (Yao & Li, 2003;
Papantonis et al.,, 2015). Os espacos intracelulares amplos nas células
foliculares de E. tonhascai durante a coriogénese podem estar relacionados ao
recebimento de substancias da hemolinfa que podem participar da sintese da
casca do ovo. Embora o epitélio folicular se torne secretor (Wu et al., 2008),
compostos oriundos da hemolinfa podem ser necessarios. A reducdo do
citoplasma e condensacdo da cromatina nas células foliculares de E. tonhascai
ao final da coriogénese sugere, também, morte celular programada (Nezis et al.,
2002; Aguirre et al., 2013).

O formato eliptico e alongado do ovo de E. tonhascai foi semelhante ao
relatado para o forideo parasitoide Pseudacteon wasmanni Schmitz (Diptera:
Phoridae) (Zacaro e Porter, 2003) e sugere-se que esse formato pode facilitar a
passagem do ovo pelo aparelho reprodutor das fémeas e sua subsequente
oviposicao (Jaglarz et al., 2010). Além disso, o citoplasma do ovo de E. tonhascai
composto por granulos de vitelo, lipideos e ribossomos foi semelhante a relatada
para outros dipteros (Zissler e Sander, 1977; Cardoso et al.,, 2010) e esta
relacionada ao fornecimento da energia necessaria para o desenvolvimento do
embrido.

Fémeas adultas do forideo P. wasmanni, parasitoide de formigas do
género Solenopsis Westwood (Hymenoptera: Formicidae), ndo apresentaram
ovQcitos nas fases de pré vitelogénese ou vitelogénese, apenas ovocitos quase
maduros ou maduros, indicando que tais processos ocorrem antes da
emergéncia do adulto (pr6-ovigénia) (Zaccaro e Porter, 2003). Entretanto, o
contrario foi relatado neste estudo para o parasitoide de formiga cortadeira E.
tonhascai que apresenta producdo continua de ovoécitos no estagio adulto
(sinovigénia), de forma semelhante ao descrito para forideos sapréfagos

(Benner, 1985). Assim, o padrdo de maturacdo dos ovocitos parece ser
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independente do estilo de vida desses insetos e pode estar relacionado a outros

fatores intrinsecos de cada espécie.

4.2 Morfologia da espermateca

A espermateca pode variar na estrutura e quantidade em diferentes
insetos. Espécies de besouros do género Stolas Billberg (Coleoptera:
Chrysomelidae) podem apresentar diferentes ornamentagdes na espermateca
gque em muitos casos, podem ser utilizadas para diferencia-las (Borowiec e
Pomorska, 2009). Mosquitos do género Anopheles Meigen (Diptera: Culicidae)
possuem apenas uma espermateca enquanto Aedes aegypti Linnaeus (Diptera:
Culicidae) possui trés (Erbey et al., 2007; Pascini et al., 2012 e 2013).

Eibesfeldtphora tonhascai apresenta a parede do reservatorio da
espermateca com caracteristica secretora, como o relatado para Anopheles
aquasalis Curry (Diptera: Culicidae) (Pascini et al., 2013) e diferente de D.
melanogaster, no qual as células glandulares estdo localizadas externamente
(Mayhew e Merrit, 2013). Porém, ao contrario do relatado para A. aquasalis
(Pascini et al., 2013), ndo foi observada a presenca de células epiteliais entre ou
abaixo das células glandulares.

O lumen da espermateca de E. tonhascai repleto de espermatozoides era
esperado, pois os parasitoides foram coletados durante as tentativas de
oviposicdo nas formigas. A corte e 0 acasalamento de muitas espécies de
forideos ja foi relatada e pode envolver, em alguns casos, o enxame de ambos
0S sexos e a posterior copula (Disney, 1994). Porém, ndo se tem informacdes
semelhantes sobre os forideos parasitoides de formigas cortadeiras.

As numerosas vesiculas contendo material floculado e elétron-denso
encontrados no citoplasma das células glandulares indicam a intensa atividade
metabdlica dessas células (Pascini et al., 2013). Esse aspecto floculado e
elétron-denso é caracteristico de secrecdes proteicas (Clements e Potter, 1967;
Fritz e Truner, 2002). Aléem disso, os abundantes ribossomos livres e reticulo
endoplasmatico rugoso encontrados no citoplasma glandular corroboram,
também, para a possivel composicdo proteica das secrecdes glandulares do

epitélio da espermateca de E. tonhascai.

22



Os espermatozoides de E. tonhascai estéo isolados dentro do lumen por
uma fina cuticula, como o relatado para A. aquasalis e A. aegypt (Pascini et al.,
2012 e 2013). Essa cuticula contém a proteina cuticulina que proporciona a
rigidez e resisténcia necessaria para a protecdo e isolamento dos
espermatozoides (llango, 2005; Pascini et al., 2012).

A extensa rede de microvilosidades associada com as mitocondrias no
aparato terminal das células glandulares reflete funcéo secretora do epitélio
glandular (Pascini et al., 2012). As microvilosidades aumentam a superficie
celular para a absorgéo e secrecédo de substancias enquanto as mitocondrias
sustentam a atividade metabdlica. Assim, ambos estdo intimamente
relacionados ao transporte ativo de substancias em direcdo ao limen da
espermateca (Wheeler e Krutzsch, 1994; Fritz e Turner, 2002; Martins et al.,
2008; Lange, 2011; Pascini et al., 2013).

Além do citoplasma, o material floculado foi encontrado dentro dos
aparatos terminais das células glandulares e em vesiculas proximas as
microvilosidades, evidenciando sua secrecdo para o interior do limen da
espermateca, no qual o material também foi observado (Pascini et al., 2012 e
2013). Esse material pode ser armazenado no limen do ducto antes de ser
secretado para o limen da espermateca, assim como relatado para A. aquasalis
(Pascini et al., 2013). As secrecdes da glandula da espermateca desempenham
funcdes como fornecimento de substancias que servirdo como nutriente para 0s
espermatozoides e manutengdo da sua viabilidade (Bhatnagar e Musgrave,
1971; Prokupek et al., 2008; Wolfner et al., 2011). Em Apis mellifera Linnaeus
(Hymenoptera: Apidae), as secrecdes proteicas das glandulas acessérias dos
machos sdo importantes para a sobrevivéncia dos espermatozoides e as
secrecOes das glandulas da espermateca das fémeas parecem ter o mesmo
efeito (den Boer et al., 2009).

5. Conclusao

Em concluséo, os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o par de
ovarios meroisticos politroficos do forideo de E. tonhascai possui trés ovariolos

cada e os ovocitos nesses ovariolos se diferenciaram de forma sincrénica. O

23



desenvolvimento do ovdcito dentro dos ovariolos foi observado e se assemelha
ao de outros dipteros. O par de espermatecas estava repleto de
espermatozoides e as células glandulares estdo aderidas no epitélio da
espermateca. A compreenséo da organizacao e funcdo do sistema reprodutivo
feminino pode contribuir para o entendimento dos detalhes sobre a reproducéo
e biologia de forideos, principalmente das espécies que possam contribuir com
futuros programas de controle biologico de formigas cortadeiras. O presente
estudo foi o primeiro a fornecer a descricéo detalhada da morfologia do ovario e
espermateca de forideos parasitoides. Além disso, os resultados obtidos podem
ser usados como base para futuros estudos sobre varios aspectos da biologia

reprodutiva e desenvolvimento ainda desconhecidos desses inimigos naturais.
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