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RESUMO
SILVA, Edalton dos Reis, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2011. Morfologia das glandulas acesso6rias masculinas e dos
espermatozoides em Mischocyttarus (Hymenoptera, Vespidae). Orientador:
José Lino Neto. Co-orientadores: Jacenir Reis dos Santos Mallet, José Eduardo
Serrao.

Glandulas acessorias e espermatozoides de espécies de Mischocyttarus
foram submetidas a técnicas de microscopia de luz, microscopia eletronica de
transmissao convencional e citoquimica ultraestrutural. O epitélio glandular de
M. rotundicollis, M. injucundus, M. punctatus e M. cerberus é simples, formado
por células com nucleos arredondados a alongados com a cromatina
descondensada e nucléolos evidentes. O citoplasma de M. rotundicollis e M.
injucundus é rico em reticulo endoplasmatico rugoso com muitas cisternas
dilatadas e ribossomos livres. Em M. injucundus, ribossomos livres e
mitocdndrias também foram visualizados. Granulos com formas, tamanhos
variados e diferentes graus de eletrondensidade s&o vistos em M. injucundus,
M. rotundicolis e M. cerberus bem como vesiculas secretoras com material
eletrondenso em seu interior em M. injucundus. Em M. punctatus foram vistos
poucas vesiculas secretoras no epitélio glandular. Nas quatro espécies,
numerosos granulos totalmente eletrondensos de tamanhos variados foram
observados no epitélio e sendo eliminados no interior do [Umen glandular. Em
células glandulares de M. cerberus, inumeros granulos compostos por
carboidratos foram detectados no citoplasma das células epiteliais glandulares.
O conteudo dos granulos de secregcdo demonstrou reagcéo negativa para o teste
de proteinas basicas. Vesiculas secretoras presentes no citoplasma das
células glandulares de M. cerberus se apresentaram negativas para ambos os
testes citoquimicos usados, indicando ser seu conteudo composto por
substancias quimicas diferentes. Os espermatozoides M. attramentarius, M.
cerberus, M. injucundus e M. punctatus seguem o padréo dos espermatozoides
dos Hymenoptera. Sao longos, finos, lineares, medem entre 108 ym e 137um e
a cabeca entre 11 ym e 16 ym de comprimento. Possuem acrossoma cénico, o
perforatorium pentra numa cavidade na extremidade do nucleo. Este se
apresenta eletrondenso com cromatina condensada. O axonema apresenta o

padrdao 9+9+2 microtubulos. Os derivados mitocondriais de todas as espécies



em cortes transversais sao assimétricos. Em dire¢do a regiao posterior do
flagelo, observa-se uma gradual desorganizagcao do axonema, sendo as duplas
de microtubulos as primeiras desaparecerem, seguidas pelo par central,
restando apenas os microtubulos acessérios. Dados da morfologia e
ultraestrutura das glandulas acessorias e dos espermatozoides constituem uma
importante ferramenta que pode auxiliar no entendimento do processo
reprodutivo das vespas sociais do género Mischocyttarus bem como em futuras

analises filogenéticas.
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ABSTRACT

SILVA, Edalton dos Reis, D. Sc., Universidade Federal de Vigcosa, March
2011. Morphology of the male accessory glands and sperm in
Mischocyttarus (Hymenoptera, Vespidae). Advisor: José Lino Neto. Co-
advisor: Jacenir Reis dos Santos Mallet and José Eduardo Serréao.

Accessory glands and sperm of species Mischocyttarus were subjected
to techniques of Ilight microscopy, conventional transmission electron
microscopy and ultrastructural cytochemistry. The glandular epithelium of M.
rotundicollis, M. injucundus, M. punctatus and M. cerberus is simple, consisting
of low cells with rounded to elongated nuclei with decondensed chromatin and
evident nucleoli. The cytoplasm of M. rotundicollis and M. injucundus is rich in
rough endoplasmic reticulum with many dilated cisterns and free ribosomes. In
M. injucundus, free ribosomes and mitochondria were also seen. Granules with
shapes, different sizes and different degrees of electron-are seen in M.
injucundus, M. rotundicolis and M. cerberus and secretory vesicles with material
inside electrondense M. injucundus. In M. punctatus few secretory vesicles
were seen in glandular epithelium. In four species, numerous granules of
varying sizes totally electron-were observed in the epithelium and are
eliminated into the lumen of glands. In glandular cells of M. cerberus, numerous
granules composed of carbohydrates were detected in the cytoplasm of
glandular epithelial cells. The content of secretory granules showed negative
reaction to the test of basic proteins, indicating that the mixed nature. Secretory
vesicles in the cytoplasm of glandular cells of M. cerberus were negative for
both cytochemical tests used, indicating that its content consists of different
chemicals. Sperm M. attramentarius, M. cerberus, M. injucundus and M.
punctatus follow the pattern of the sperm of insects. They are long, thin, linear,
measuring between 108 ym is 137um and the head between 11 ym and 16 ym
in length. They have conical acrosome, the Pentra perforatorium a cavity at the
end of the core. This presents electrondense with condensed chromatin. The
axoneme has the 9 +9 +2 microtubule pattern. The mitochondrial derivatives of
all species in cross-sections are asymmetric. Toward the posterior region of the

flagellum, there is a gradual disorganization of the axoneme, with microtubule

Xii



pairs of the first disappear, followed by the central pair microtubules were left
with just accessories. Data of morphology and ultrastructure of the accessory
glands and sperm are an important tool that can help in understanding the
reproductive process of the social wasps of the genus Mischocyttarus as well as

In future phylogenetic analysis.
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1. INTRODUCAO

1.1. A Ordem Hymenoptera

Existem 115.000 espécies descritas de Hymenoptera (Sharkey, 2007).
Estudos comparativos de riqueza de espécies entre regides temperadas
(Gaston 1991) e tropicais (Stork, 1991) indicam que Hymenoptera é a que
possui maior riqueza entre todas as ordens.

Estimativas apontam que eles representam 10% de todas as espécies
vivas, com representantes de importancia econdmica e ecolégica (Gaston,
1991).

Esta ordem apresenta todos os niveis de comportamentos e
organizacgao social, variando desde espécies solitarias até altamente eusociais
(Hanson & Gauld, 1995, Lino-Neto & Dolder, 2001).

Sua importancia econbmica é inquestionavel, pois existem dentro dos
Hymenoptera espécies que sdo consideradas pragas, como as formigas
cortadeiras de folhas, as abelhas, que s&o os maiores polinizadores de plantas
e ainda as vespas parasiticas, que sao consideradas importantes para o
controle bioldgico de algumas pragas (Hanson & Gauld, 1995).

Sao reconhecidas 80 familias, distribuidas nas subordens “Symphyta” e
Apocrita (Gauld & Hanson, 1995). Os “Symphyta” sdo considerados basais,
contendo pouco mais que 5% das espécies descritas. Os Apocrita
compreendem a grande maioria das espécies e ainda sao divididos em
Parasitica e Aculeata. As abelhas, formigas e vespas sao classificadas como
Aculeata e sdo caracterizadas basicamente pela presenca de ferrao nas

fémeas, desenvolvido a partir de modificagcbes do ovipositor. Aculeata é o



grupo mais derivado dentre os Hymenoptera, com 19 familias distribuidas nas

superfamilias Chrysidoidea, Vespoidea e Apoidea.

1.2. A Familia Vespidae e a Subfamilia Polistinae

A familia Vespidae é dividida em seis subfamilias: Euparaginae,
Stenogastrinae, Vespinae, Masarinae, Eumeninae e Polistinae (Carpenter,
1982) onde apenas as quatro ultimas ocorrem no Brasil. Stenogatrinae,
Polistinae e Vespinae sao considerados eusociais, pois apresentam
sobreposigcao de geragdes, cuidado cooperativo da prole e uma divisdo
reprodutiva de trabalho dentro da col6nia (Wilson, 1971)

Esta familia é representada pelas vespas verdadeiras e fornece um
excelente modelo para estudos de comportamentos sociais, pois apresentam
uma ampla variagdo de sistemas de organizagdo colonial (West-Eberhard,
1978, Nascimento et al., 2008 e Carpenter, 1991).

As vespas sociais sdo consideradas, junto com as abelhas, importantes
insetos polinizadores que contribuem com 30% da reproducdo de espécies
vegetais utilizadas na alimentacédo humana (O’'Toole, 1993).

Os Polistinae estdo distribuidos em todo o mundo e possuem
aproximadamente 800 espécies divididas em 28 géneros com grande
ocorréncia e diversidade nas regides Neotropicais (Carpenter, 1993).

No Brasil a subfamilia Polistinae, a qual pertence o género
Mischocyttarus, € a maior dentro da familia Vespidae (Hanson & Gauld, 1995).
Os Polistinae sao particularmente importantes devido a sua distribuicao
cosmopolita e biodiversidade (Nascimento et al.,2008), além de apresentar

uma enorme variedade comportamental e morfoldgica (Carpenter, 1991).



1.3. O género Mischocytarus

Mischocyttarus (Saussure) 1853 € um género bem representado dentro
do grupo das vespas sociais com cerca de 245 espécies descritas, a maioria
ocorrendo em regides neotropicais (Silveira, 2008). Esse grupo tem sido
estudado por (Jeanne, 1970; 1972; 1980; Giannotti & Silva, 1993; Cooper,
1996a e b, Silveira, 2002; Silva, 1988) e aspectos como evolugdo do
comportamento social, comportamento reprodutivo, organizagao do trabalho,
desenvolvimento pds embrionario, taxonomia e filogenia, tem sido descritos.

A organizacao social da colbénia foi descrita por Jeanne, 1980 onde se
estabeleceu que as col6nias sdo fundadas geralmente, independentemente,
por uma unica fémea (haplometrose) ou um pequeno grupo de fémeas
associadas (pleometrose).

As vespas desse género nao apresentam diferenciagdo morfoldgica
entre castas, sendo a distingdo apenas em nivel comportamental. As espécies
de vespas mais representativas, que fundam as colbnias de forma
independente, pertencem aos géneros Polistes (Latreile) 1802 e Mischocyttarus
(Saussure) 1853, (Nascimento et al.,2008).

Os ninhos sao construidos com forma e tamanhos variados, em arvores
ou em edificagcbes humanas, possuem pedunculo central ou lateral, sem
invélucros e sédo de fibra vegetal; o pedunculo pode ser mais longo que o
tamanho do ninho, sempre revestido por substancias repelentes a formigas e
sdo sempre construidos embaixo de folhas, beirais e rochas (Nascimento et al.,
2008). Tipicamente, as colbnias primeiro produzem algumas fémeas operarias
e depois de algum tempo produzem machos e fémeas n&o-operarias

(reprodutivas). Algumas espécies, produzem machos somente em um periodo



relativamente curto do ano, proximo ao final do ciclo da colénia (Ross &
Mattews, 1991).

Vérias espécies de Mischocyttarus mimetizam espécies agressivas,
como € o caso de Mischocyttarus cerberus styx que mimetiza Agelaia pallipes.
Foi registrada a ocorréncia de quinze casos de mimetismo Mulleriano
envolvendo Mischocyttarus e espécies de Agelaia, Angiopolybia,

Parachartergus e Polybia. (Richards, 1978).

1.4. O sistema reprodutor masculino

O sistema reprodutor masculino dos Hymenoptera é constituido por um
par de testiculos contendo um ou uma série de tubulos, denominados tubulos
seminiferos ou foliculos testiculares, onde os espermatozoides s&o produzidos.

Uma prolongacdo fina e curta, originando-se da extremidade de cada
foliculo testicular, forma o canal eferente, estes se juntam em um canal comum,
se abrem dentro de um vaso deferente e uma porcéo dilatada deste vaso é
conhecida como vesicula seminal (Chapman, 1998; Matsuda, 1976;
Snodgrass, 1935; Ferreira et al., 2004).

A vesicula seminal é considerada um ¢6rgdo de estoque de
espermatozoides no macho antes de serem transferidos para a fémea (Chen,
1984). Os testiculos sao individualmente envolvidos por uma membrana
peritonial ou capsula testicular, formando uma estrutura unica (Cruz-Landim,
2001).

O numero de foliculos testiculares variam para cada espécie de inseto.
Forbes & Do-Van-Quy 1965 mostraram que em Hymenoptera, machos da

formiga Neivamyrmex harrisi apresentam testiculo com cerca de 22-25



foliculos, enquanto que em Camponotus festinatus e C. sayi testiculo apresenta
9 foliculos e em C. mina 10 foliculos (Wheeler e Krutzsch, 1992).

Estudos histologicos, ultraestruturais e citoquimicos das estruturas que
compdéem o sistema reprodutor masculino tém sido realizados em varios
grupos de insetos (Forbes & Do-Van-Quy, 1965; Bairati, 1968; Louis & Kumar,
1973; Wheeler e Krutzsch, 1992; Ferreira et al., 2004; Mikheyev, 2004; Lemos

et al., 2005, Freitas et al., 2007).

1.5. As Glandulas Acessodrias Masculinas

As glandulas acessoérias masculinas podem ser classificadas como
ectadénias, as quais se abrem no ducto ejaculatério ou até mesmo como areas
incorporadas a parede do ducto ejaculatério ou mesadénias, as quais se abrem
no vaso deferente ou na vesicula seminal, de acordo com a origem
ectodérmica ou mesodérmica, respectivamente, (Leopold, 1976; Davey, 1985,

Chapman, 1998).

Sao estruturas que asseguram o sucesso reprodutivo dos individuos,
tanto facilitando a transferéncia, como protegendo o0s espermatozoides,
auxiliando na mobilidade dos mesmos no trato genital feminino, servindo como
substrato energético para manter a atividade dessas células, sustentando a

penetragcdo no ovo (Bairati, 1968), desempenhando outras numerosas fungdes.

As glandulas acessoérias masculinas podem ocorrer aos pares, Como na
maioria das Ordens, podem estar totalmente ausentes, como em muitos
Apterygota, Paleoptera e estruturas impares como em Dictyoptera ou
estruturas multipareadas, como em Thysanoptera e Coleoptera (Leopold,

1976).



Cada glandula apresenta uma camada simples de células epiteliais e
sua organizacdo depende do estagio de desenvolvimento e da natureza da

secrecao produzida (Chapman, 1998).

Dipteros geralmente apresentam um par de glandulas com epitélio
simples, e dois tipos de células, que sao definidas como primarias e
secundarias em Drosophila melanogaster. Em Culicidae, uma das glandulas
acessorias é dividida por uma estreita constricio muscular denominadas de
glandula anterior e glandula posterior, sendo esta ultima constituida por dois

tipos distintos de células (Dapples et al., 1974; Ramalingam & Craig Jr., 1977).

As substancias secretadas por essas glandulas sao proteinas, lipidios e
carboidratos (Gillott, 2003), prostraglandinas (Gillott, 1998), horménio juvenil
(Shirk et al., 1980) e possivelmente compostos toxicos que provavelmente sao
importantes na protegao dos ovos (Blum & Hilker, 2002; Eisner et al., 2002).

As secregdes produzidas pelas glandulas acessérias possuem varias
funcdes, dentre elas destacam-se contribuicdo para o fluido seminal, ativagao
de espermatozoides (Davey, 1985; Chen, 1984), construcdo de
espermatéforos para a transferéncia dos espermatozoides para as fémeas
(Viscuso et al., 2001); aumento da fecundidade e diminuicdo da recepitividade
sexual para novas copulas, em insetos nao sociais (Chen, 1984); contracéo do
oviduto e oviposicdo (Raabe, 1986) maturacdo dos odcitos (Gillott, 1996;
Eberhard, 1996).

Apds sucessivas copulas, as fémeas em algumas espécies nao
acasalam por um variado intervalo de tempo. Esse comportamento € visto
como uma rejeigao ativa ao parceiro (refratariedade), ou um declinio passivo
na atratividade (Gillot, 2003). Experimentos tém mostrado que, a inje¢do de um

extrato homogéneo do tecido das gléandulas acessoérias masculinas, ou a



injecao dos componentes purificados destas glandulas, reduz a receptividade
da fémea para novas copulas (Friedel & Gillot, 1977).

A refratariedade ou menor atratividade € um importante meio pelo qual,
machos de muitas espécies asseguram a paternidade de pelo menos alguns
descendentes, pois nesse periodo as fémeas n&o copulam com outros
parceiros. Outras estratégias podem estar envolvidas para assegurar que o
macho seja bem-sucedido na coépula. Para o primeiro macho a copular, essa
estratégia inclui o uso do tampao fisico ou do espermatoforo, que previne a
transferéncia de fluidos seminais adicionais, facilita o estoque do esperma e
acelera a producido de ovos pela fémea. Para o ultimo macho a copular, a
destruicdo ou deslocamento do esperma depositado € uma estratégia

primordial (Gillot, 2003).

O liquido seminal tem um importante papel na modulagdo do
comportamento e fisiologia das fémeas e seu mecanismo de agdo determina
uma cascata de respostas que iniciam com a entrada do mesmo pela parede
do aparelho reprodutor feminino indo até a hemolinfa, e alcangando o sistema

nervoso central (Chen, 1984; Gillott, 1996).

1.6. Os espermatozoides

Os espermatozoides em Hymenoptera sdo células filiformes que
medem de 8 um (Quicke et al., 1992) a 1500 um (Zama et al., 2005a). Séo
constituidos por uma regiao de cabeca e outra de flagelo. A regido de cabeca é
formada, anteriormente, por um acrossomo seguido pelo nucleo.

O complexo acrossomal €, em geral, formado por uma vesicula

acrossomal e um perforatério, que tem a base inserida em uma cavidade na



extremidade do nucleo. O nucleo também é longo e, geralmente, apresenta a
cromatina muito eletrondensa e compacta. Este € conectado aos elementos do
flagelo através de uma estrutura eletrondensa, cilindrica e compacta,
denominada adjunto do centriolo.

O flagelo, por sua vez, é formado pelo axonema, geralmente dois
derivados mitocondriais e dois corpos acessoérios. O axonema apresenta
padrdo de organizagdo microtubular 9 + 9 + 2, sendo nove microtubulos
acessorios simples, nove duplas periféricas e dois microtubulos centrais
simples.

Os derivados mitocondriais sdo estruturas alongadas, paralelas ao
axonema, que geralmente contém inclusées paracristalinas, podendo ou néo
ser iguais em diametro e comprimento. Os corpos acessoérios também sao
estruturas longas, situadas entre os derivados mitocondriais e o axonema e,
geralmente, possuem formato aproximadamente triangular, em corte
transversal.

Morfologicamente, os espermatozoides sao diversificados nos diferentes
grupos que compdem a ordem Hymenoptera, e consistem em uma fonte de
dados morfolégicos para estudos filogenéticos, tendo seus caracteres uma
natureza mais conservativa que os caracteres morfolégicos usados
tradicionalmente. Com isso, andlises filogenéticas usando caracteristicas
estruturais e ultra-estruturais dos espermatozoides vém sendo utilizada em
estudos taxondmicos e filogenéticos de varios grupos animais, incluindo os
insetos (Dallai & Afzelius, 1995; Jamieson et al., 1999).

Jamieson (1987), afirma que a espermiocladistica tem sido usada junto
com a cladistica morfolégica e que juntas podem resolver problemas

taxondémicos e filogenéticos dos insetos.



Cada vez mais tem sido demonstrado que a diversidade morfolégica dos
espermatozoides € suficiente para compor um sistema de caracteres que,
associado a outros conjuntos de caracteres, podera ser usado para esclarecer
varios pontos de controvérsias das relagdes evolutivas dos Hymenoptera.

Dessa forma muitos autores defendem o uso da morfologia de
espermatozoides em analises filogenéticas nas diversas ordens de insetos;
(Wheeler et al., 1990; Quicke et al., 1992; Newmann & Quicke, 1999, 2000;
Lino-Neto et al., 1999, 2000a e b; Lino-Neto & Dolder, 2001a e b, 2002; Zama
et al., 2001, 2004, 2005a e b; Bao et al., 2004, Araujo et al., 2010).

Tendo em vista a importancia das glandulas acessoérias no processo
reprodutivo dos insetos e o uso da morfologia dos espermatozoides para
estudos filogenéticos, a caracterizacdo ultraestrutural destas estruturas em
Mischocyttarus rotundicollis, M. injucundus, M. cerberus, M. punctatus e M.
attramentarius ira contribuir para o conhecimento da biologia reprodutiva
dessas espécies, bem como, possibilitar o estabelecimento das relagdes

filogenéticas entre estas espécies.



2. OBJETIVOS

- Descrever a morfologia ultraestrutural das glandulas acessérias masculinas
de M. injucundus, M, punctatus, M. rotundicollis, M. cerberus e localizar
carboidratos e proteinas basicas por meio de citoquimica ultraestrutural nas
glandulas acessorias masculinas de M. cerberus.

- Descrever a estrutura e ultraestrutura dos espermatozoides de M.

attramentarius, M. cerberus, M. injucundus e M. punctatus.
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesse estudo estdo apresentados na forma de

artigos cientificos que serdao submetidos a periddicos especializados.

Artigo 1:
ULTRAESTRUTURA E CITOQUIMICA DAS GLANDULAS ACESSORIAS
MASCULINAS EM QUATRO ESPECIES DE Mischocyttarus.

((HYMENOPTERA, VESPIDAE).

Artigo 2:
ULTRAESTRUTURA DOS ESPERMATOZOIDES EM QUATRO ESPECIES DE

Mischocyttarus (HYMENOPTERA, VESPIDAE).
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Artigo 1: ULTRAESTRUTURA E CITOQUIMICA DAS GLANDULAS
ACESSORIAS MASCULINAS EM QUATRO ESPECIES DE Mischocyttarus

(HYMENOPTERA, VESPIDAE)
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ULTRAESTRUTURA E CITOQUIMICA DAS GLANDULAS ACESSORIAS

MASCULINAS EM QUATRO ESPECIES DE Mischocyttarus
(HYMENOPTERA, VESPIDAE)
Edalton dos Reis Silva
RESUMO

Glandulas sexuais acessoérias masculinas de Mischocyttarus
injucundus, M. punctatus M. rotundicollis e M. cerberus foram
submetidas a técnicas de microscopia eletrénica de transmissao e
citoquimica ultraestrutural. Vinte machos, sendo cinco de cada espécie,
foram coletados no periodo de julho a dezembro de 2008 na Reserva
Biolégica da Merck, Municipio de Sdo José de Ribamar - MA e no
municipio de Chapadinha - MA. Em todas as espécies, as glandulas
apresentaram as mesmas caracteristicas ultraestruturais. O epitélio
glandular de M. rotundicollis € simples, formado por células baixas,
apresentando duas regides com aparéncias distintas, uma com
vesiculas secretoras esparsas e outra com alta densidade de vesiculas
secretoras. O citoplasma é rico em reticulo endoplasmatico rugoso, com
muitas cisternas dilatadas. As espécies M. injucundus, M. punctatus e M.
cerberus, apresentam células com nucleos alongados, cromatina
descondensada e nucléolos evidentes e em numero variado. S&o vistos
reticulo endoplasmatico rugoso, com cisternas dilatadas em M.
injucundus, e ribossomos livres e mitocondrias em todas as espécies. A
membrana basal das glandulas acessorias nas quatro espécies €
aparentemente estreita e envolta por uma camada muscular espessa.
Granulos com formas, tamanhos variados e diferentes graus de
eletrondensidade séo vistos em M. injucundus, M. rotundicolis e em M.
cerberus bem como vesiculas secretoras com material eletrondenso em
seu interior. Em M. punctatus foram vistas poucas vesiculas secretoras
no epitélio glandular. Nas quatro espécies, numerosos granulos
totalmente eletrondensos de tamanhos variados foram observados no
epitélio e sendo eliminados no interior do lumen glandular. Entretanto,
somente em M. injucundus podem ser vistos vesiculas secretoras que se
abrem para a luz da glandula, liberando a secregdo contida em seu
interior. Microvilosidades de tamanhos variados e jun¢des aderentes sao
vistas na regido apical das células glandulares em todas as espécies.
Nas células das glandulas de M. cerberus submetidas ao teste
citoquimico (Thierry), inumeros granulos de secre¢do tanto no
citoplasma das células quanto no lumen glandular apresentaram reagao
positiva ao teste, indicando a presenga de carboidratos nos mesmo.
Nas células submetidas ao teste citoquimico (EPTA) o conteudo dos
granulos apresentou reagao negativa ao teste, porém a membrana que
envolve o granulo apresentou-se PTA positiva. Algumas vesiculas
secretoras presentes no epitélio glandular apresentaram reacao negativa
para ambos os testes, permanecendo com conteudo eletronlucente.
Estes resultados mostram a importancia de conhecimentos morfolégicos
e citoquimicos das glandulas acessorias sexuais masculinas de
Mischocyttarus. Dados que devem ser auxiliados pelo estudo da biologia
dos insetos e podem ser usados como ferramentas para esclarecer
aspectos ainda obscuros concernentes a bioquimica da secrecido e
entendimento da fisiologia reproducao desses insetos.

Palavras-chaves: Morfologia; Epitélio; Granulos; Vesiculas secretoras.
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ULTRASTRUCTURE AND CYTOCHEMISTRY OF MALE ACCESSORY
GLANDS OF FOUR SPECIES OF Mischocyttarus
(HYMENOPTERA, VESPIDAE)

Edalton dos Reis Silva

ABSTRACT

Accessory sex glands of male Mischocyttarus injucundus, M. punctatus M.
rotundicollis and M. cerberus were subjected to techniques of transmission
electron microscopy and ultrastructural cytochemistry. Twenty males, five of
each species were collected from July to December 2008 in the Biological
Reserve of Merck, S&do José de Ribamar - MA and the municipality of
Chapadinha - MA. In all species, the glands showed the same ultrastructural
features. The glandular epithelium of M. rotundicollis is simple, consisting of low
cells, showing two regions with distinct appearances, one with secretory
vesicles and a sparse-dense secretory vesicles. The cytoplasm is rich in rough
endoplasmic reticulum with many dilated cisterns. The species M. injucundus,
M. punctatus and M. cerberus, have cells with elongated nuclei decondensed
chromatin and evident nucleoli and varying number. Are seen rough
endoplasmic reticulum with dilated cisterns in M. injucundus, and free
ribosomes and mitochondria in all species. The basement membrane of the
accessory glands in four species is apparently close and surrounded by a thick
muscle layer. Granules with shapes, different sizes and different degrees of
electron-are seen in M. injucundus, M. rotundicolis and M. cerberus and
secretory vesicles electrondense material inside. In M. punctatus few secretory
vesicles were seen in glandular epithelium. In four species, numerous granules
of varying sizes totally electron-were observed in the epithelium and are
eliminated into the lumen of glands. However, only in M. injucundus secretory
vesicles can be seen that open to the gland lumen, releasing the secretion
contained within. Microvilli of varying sizes and adherent junctions are seen in
the apical region of glandular cells in all species. In the gland cells of M.
cerberus submitted to the cytochemical test (Thierry), numerous secretion
granules in the cytoplasm of both cells and the glandular lumen showed a
positive test, indicating the presence of carbohydrates in it. In cells subjected to
the cytochemical test (EPTA) content of the granules showed negative reaction
to the test, but the membrane surrounding the bead was presented EPTA
positive. Some secretory vesicles present in the glandular epithelium reacted
negatively to both tests and remained content with eletronlucente. These results
show the importance of cytochemical and morphological knowledge of the
accessory glands of male sexual Mischocyttarus. Data that must be aided by
studying the biology of insects and can be used as tools to clarify aspects still
unclear concerning the biochemistry of secretion and understanding of
reproductive physiology of these insects.

Keywords:  Morphology;  Epithelium;  granules, secretory vesicles.
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1. INTRODUCAO

A ordem Hymenoptera representa uma das quatro ordens de insetos com
maior diversidade bioldégica e numero de espécies de importancia econbémica e
ecoldgica (Gaston, 1991), visto que existem espécies polinizadoras, parasitas
de plantas e até de outros insetos.

A superfamilia Vespoidea € um grupo expressivo, com individuos que
apresentam uma grande diversidade de comportamentos e organizagao social,
variando desde espécies solitarias até altamente eusociais (Hanson & Gauld,
1995).

No Brasil, a subfamilia Polistinae apresenta o maior nimero de espécies
(Hanson & Gould, 1995), onde Mischocytarus (Saussure) 1853 € um género
bem representado, com 245 espécies descritas (Silveira, 2008).

Estudos sobre as diferentes caracteristicas morfolégicas do sistema
reprodutor masculino dos insetos tém sido realizados em varios grupos
(Bahadur, 1975 (Hemiptera); Wheeler & Krutzsch, 1992 (Hymenoptera);
Ferreira et al., 2004 (Hymenoptera); Freitas et al., 2007(Hemiptera). Com isso,
aspectos histolégicos, ultraestruturais e citoquimicos, das estruturas que
compdem este sistema, tém sido estudados.

O sistema reprodutor masculino da maioria dos insetos € constituido por
um par de testiculos conectados ao edeago através de um par de canais
deferentes. Cada testiculo € formado por um numero variado de foliculos
envolvidos pela membrana testicular e formam uma estrutura unica (Cruz-
Landim, 2001).

Uma prolongagao fina e curta, originando-se da extremidade de cada

foliculo testicular, forma os canais eferentes, que se juntam em um canal
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comum, o canal deferente, o qual apresenta uma dilatacdo em um ponto de
sua extensao, formando a vesicula seminal, e um ou mais pares de glandulas
acessorias (Ferreira et al., 2004).

Nos insetos, as glandulas acessorias masculinas podem ser de origem
mesodérmica ou ectodérmica e se abrem no canal deferente ou no ducto
ejaculatdrio, respectivamente (Snoodgrass, 1993; Chapman, 1998).

As secregdes produzidas por essas glandulas acessorias possuem
variadas fungdes: contribuem para composi¢ao do fluido seminal, ativacao de
espermatozoides (Davey, 1985; Chen, 1984) e formacdo do espermatéforo
(South et al., 2008). Quando transferidas para as fémeas durante a copula,
podem afetar varios aspectos da atividade reprodutiva (Gillot, 2003) como:
aumento da fecundidade, diminuicdo da receptividade sexual para novas
copulas (Chen, 1984; Gillot, 2003), contracdo do oviduto, oviposi¢cao (Raabe,
1986) e maturagao dos ovacitos (Gillott, 1998; Eberhard, 1996).

A secrecdo glandular € composta por uma variedade de moléculas
bioativas, entre elas estdo: proteinas, lipidios, carboidratos (Gillott, 2003)
dentre outros compostos como prostaglandinas em Lepidoptera (Gillott, 1998),
horménio juvenil na mariposa Hyalophora cecropia e possivelmente em alguns
mosquitos (Shirk et al., 1980) e compostos toxicos que provavelmente sao
importantes na protegédo dos ovos (Blum & Hilker, 2002; Eisner et al., 2002).

As glandulas acessoérias masculinas dos insetos produzem proteinas e
peptideos que mostram uma consideravel diversidade na sua sequéncia de
aminoacidos quando se comparam as espécies (Radhakrishnan et al., 2009).

Apesar do elevado numero de trabalhos feitos com espécies do
género Mischocyttarus que abordam o estudo da biologia da nidificagao e

aspectos da organizagdo social (Giannotti, 1999), dinamica populacional,
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comportamento de dominancia e subordinagdo (Noda et al., 2001),
determinacao de castas (Silva, 2002); comportamento de machos (Togni &
Giannoti, 2006), filogenia (Silveira, 2008), taxonomia (Silveira, 2004), dentre
outros aspectos, estudos que abordem a morfologia e ultraestrutura dos
orgaos que constituem o sistema reprodutor sdo escassos.

Levando-se em consideragado a importancia das glandulas acessoérias no
processo reprodutivo dos insetos, o objetivo deste estudo é descrever a
ultraestrutura das glandulas acesso6rias masculinas de Mischocyttarus
injucundus, M. punctatus, M. rotundicollis e M. cerberus bem como localizar a
presenca de carboidratos e proteinas basicas no citoplasma das células

epiteliais glandulares por meio da citoquimica ultraestrutural.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados nesse trabalho, 20 machos adultos, sendo 5
individuos de cada uma das espécies: M. injucundus, M. punctatus, M.
rotundicollis e M. cerberus, coletados em cima dos ninhos, nos meses de julho
a dezembro de 2008 na Reserva Bioldgica da Merck, Municipio de Sao José de
Ribamar, e no Municipio de Chapadinha, Estado do Maranhdo. Para o teste
citoquimico os ninhos foram levados ao laboratorio e mantidos em tubos Falcon
e os individuos utilizados na técnica do EPTA (acido fosfotungnstico) tinham

quatro dias apos a emergéncia.
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2.1. Para andlises anatémica e histologica:

Os sistemas reprodutores foram dissecados em solugdao tampéo
cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2 e fotografados ao microscépio estereoscopio
Zeiss (SPEMI 2000C). Em seguida, foram fixados em solugéo de glutaraldeido
2,5%, lavados em agua destilada, desidratados em série etandlica crescente de
concentragdo e incluidos em historesina. Cortes de 2 um foram feitos em
microtomo automatico Zeiss com navalha de vidro, corados hematoxilina-
eosina e montados com Entelan. As analises e o registro fotografico foram

feitos em um microscoépio Olympus BX.

2.2. Para microscopia eletronica de transmissao:

Os insetos foram dissecados em tampao cacodilato de sodio 0,1 M e
suas glandulas acessorias isoladas. Estas foram fixadas em solugdo de
glutaraldeido 2,5% e acido picrico 0,2% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M,
por um periodo de 4-12 horas. Em seguida, foram pdés-fixados em tetréxido de
6smio 1% em tampéo cacodilato de sédio 0,1 M, por um periodo de 1 hora, e
na sequéncia desidratados em acetona em série crescente de concentragao.
Posteriormente, o material foi infiltrado em resina Epon, seguido de inclusao
definitiva, para polimerizacdo em estufa a 60° por 48 horas. Cortes ultrafinos de
50-80 nm foram recolhidos em grades de cobre e contrastados com acetato de
uranila 3% em agua, por 15 minutos e a seguir em citrato de chumbo 0,2% em
agua durante 2 minutos, para posterior observagédo ao microscopio eletrénico

de transmissao Jeol EM 1011.
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2.3. Para o estudo citoquimico:

Foram realizadas técnicas para determinacdo de carboidratos e proteinas

basicas nas glandulas acessérias apenas de Mischocyttarus cerberus:

2.3.1. Para deteccéao de Carboidratos:

Utilizamos o método do acido periddico-tiosemicarbazida-proteinato de
prata (Thiery, 1967), no qual, os tecidos foram processados de acordo com as
técnicas de microscopia eletronica convencional e a seguir apds a incubagao
das grades contendo os cortes com acido periddico 1%, elas foram submetidos
a tiosemicarbazida 1% durante 72 horas. A seguir, procedemos a nova
incubacado em proteinato de prata 1%, e, apds a lavagem do material, este foi
analisado ao microscépio eletrébnico de transmissdo Jeol EM 1011, sem

contrastacao.

2.3.2. Para deteccao de Proteinas basicas:

Foi utilizado o método do EPTA (acido fosfotungstico), através do qual,
apos a fixacdo do material em glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato,
durante 2 horas a temperatura ambiente, este foi incubado em solucdo de
acido fosfotungstico 2% em etanol absoluto durante 2 horas a temperatura
ambiente. Apos este procedimento, as amostras foram desidratadas, incluidas
em Epon, cortadas no ultramicrotomo e observadas ao microscépio eletrénico

Jeol EM 1011, sem contrastagao.
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3. RESULTADOS

Em todas as espécies, as glandulas acessorias possuem a mesma
ultraestrutura; o epitélio simples é composto por células uninucleadas,
assentadas sobre uma membrana basal e envolto por uma camada muscular
(Fig. 1).

O epitélio glandular de M. rotundicollis é simples, formado por células com
aparéncia distintas, uma com vesiculas secretoras esparsas e outra com alta
densidade de vesiculas secretoras (Fig. 2 e 3). Nas células epiteliais da regiao
com poucos vesiculas secretoras, os nucleos sdo arredondados com cromatina
descondensada e nucléolos evidentes (Fig. 3). O citoplasma é rico em reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), com muitas cisternas dilatadas (Fig. 4) e ainda
podem ser observados alguns granulos de secrecgao eletrondensos de aspecto
variavel (Fig. 5 e 6). Na porcédo onde as células apresentam vesiculas
secretoras em alta densidade, os nucleos s&o alongados e irregulares, com a
cromatina mais condensada e nucléolos evidentes (Fig. 7). O citoplasma
encontra-se repleto de vesiculas arredondadas de variados tamanhos (Fig. 8).

As glandulas de M. injucundus, M. punctatus e M. cerberus apresentam
células com nucleos alongados, cromatina descondensada e nucléolos
evidentes, em numero variado (Fig. 9).

A membrana basal das glandulas das quatro espécies é aparentemente
estreita e envolta por uma camada muscular espessa (Fig. 10). Em M.
injucundus sado vistas algumas regides com projec¢des digitiformes para o
interior das células e regides eletrondensas, indicando a presenca de

hemidesmossomos (Fig. 11).
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No citoplasma das células epiteliais das glandulas de M. injucundus,
M. punctatus e M. cerberus sdo vistos reticulo endoplasmatico rugoso
desenvolvido, ribossomos livres e mitocéndrias também foram visualizadas
(Fig. 12). Em M. injucundus, as cisternas do reticulo encontram-se dilatadas e
granulos secretores de formas e tamanhos variados, foram obervados sendo
alguns eletronlucidos e outros com material eletrondenso em seu interior (Fig.
13). Nao foram visualizadas cisternas do reticulo endoplasmatico dilatadas em
M. cerberus (Fig. 14).

Nas quatro espécies, numerosos granulos totalmente eletrondensos, de
tamanhos variados, sao observados no interior do epitélio e sendo eliminados
no interior do lumen glandular (Fig. 15 e 16). No epitélio glandular de M.
injucundus podem ser vistas vesiculas secretoras que se abrem para a luz da
glandula liberando a secregdo contida em seu interior (Fig. 17). Em M.
punctatus, foram vistas poucas vesiculas secretoras nas células glandulares
(Fig. 9). Microvilosidades de tamanhos variados (Fig. 18) e jun¢des aderentes
(Fig. 19) séo vistas na regido apical das células glandulares em todas as
especies.

Nas glandulas acessérias de M. cerberus submetidas ao teste
citoquimico utilizando o método do acido periddico-tiosemicarbazida-proteinato
de prata (Thiery, 1967) foram observados inumeros granulos de secregéo
eletrondensos indicando reacao positiva para carboidratos, presentes tanto no
interior do epitélio (Fig. 20) como no lumen glandular (Fig. 21). As vesiculas
secretoras presentes no epitélio glandular, demonstraram reagdo negativa ao
teste realizado, permanecendo com o material eletronlucido em seu interior Fig.

20 e 21).
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Nas glandulas de M. cerberus submetidas ao teste citoquimico EPTA
(Acido fosfotingstico), foi possivel identificar inimeros granulos secretores,
presentes no lumen, no epitélio da glandula e vesiculas secretoras (Fig.22 e
23) que apresentaram reagdo negativa para proteinas basicas evidenciando
em seu interior material eletronlucente.

Analisando os granulos secretores presentes no lumen glandular, foi
possivel observar que a reagao negativa foi do conteudo dos granulos, mas
que a membrana do mesmo apresentou reagao positiva ao Thiery mostrando
diferentes aspectos.

O conteudo do granulo secretor apresentou uma reagao positiva ao
teste para deteccdo de carboidratos e a membrana do mesmo apresentou
reacao positiva ao teste para deteccao de proteinas basicas e isso indica que
os granulos presentes nas células epiteliais glandulares de M. cerberus sao de

natureza mista. (Fig. 24).

4. DISCUSSAO

As gléndulas acessérias das quatro espécies de Mischocyttarus
apresentam um padrao semelhante ao encontrado em outras espécies de
insetos. S&o estruturas pareadas, de origem mesodérmica, o que se evidencia
pela auséncia da camada de cuticula no lumen da glandula (Leopold, 1976;
Chapman, 1998).

O numero, a classificagdo quanto a origem e o padrao de organizagao
das estruturas que compdem o sistema reprodutor de Mischocyttarus séo
semelhante a outros Hymenoptera como: abelhas dos géneros Centris,

Bombus, Xylocopa (Ferreira et al., 2005), Colletes rufipes, Coelioxys pirata,
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Mesophia friesei (familia Apidae) e de vespas como Ancistrocerus antilope
(Bushrow et al., 2006), entre outros.

A ultraestrutura geral das glandulas acessoérias de Mischocyttarus é
composta de um epitélio glandular formado por células uninucleadas,
assentado sobre uma membrana basal circundado por uma camada muscular
e um lumen central onde a secrecao € depositada. Esse padrao é semelhante
ao de outros insetos como: espécies de Triatoma (Freitas et al.,, 2010),
Tenebrio molitor (Gerber, 1976), espécies de lepidoptera (Brits, 1978),
Bolivarus siculus (Tettigonidae) (Marchini et al., 2009), Bactrocera tryoni
(Tephritidae) (Radhakrishnan et al., 2009).

A camada muscular que envolve a glandula acesséria € evidente nas
quatro espécies estudadas. Segundo Radhakrishnan et al., (2009), o fato das
glandulas acessotrias apresentarem uma camada muscular na sua parede,
sugerem que os machos exercem controle ndo s6 sobre a produgdo mas
também sobre a transferéncia da secreg¢ao produzida. Camadas musculares
desenvolvidas e grande inervagdo também foram observadas na parede das
glandulas dos machos de Apis mellifera (Cruz-Landim & Dallacqua, 2005).

A existéncia de regides distintas no epitélio de glandulas acessorias, como
visualizado em M. rotundicollis, também foi observada em dipteros
(Perotti,1971; Marchini et al., 2009). Essa caracteristica morfologica, segundo
os autores, pode estar relacionada com aspectos distintivos das secrecdes e a
natureza quimica das mesmas.

A presenca de reticulo endoplasmatico rugoso desenvolvido e muitas
vesiculas secretoras no citoplasma das células e no lumen glandular de M.
rotundicollis, M. injucundus e M. cerberus indicam uma intensa atividade

secretora, sugerindo que os individuos ja haviam atingido a maturidade sexual,
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estando aptos para a copula. De acordo com Freitas et al., 2010,
Radhakrishnan et al., 2009, a presenga de reticulo endoplasmatico rugoso
desenvolvido, mitocéndrias e aparelho de Golgi no citoplasma de células
epiteliais glandulares indica intensa atividade de sintese e secregdo de
substancias.

No citoplasma das células glandulares das espécies estudadas nao foi
visualizado aparelho de Golgi.

A presenca de poucas de vesiculas secretoras e a presenga de reticulo
endoplasmatico rugoso pouco desenvolvido nas glandulas acessorias de M.
punctatus podem indicar uma possivel reducao da atividade secretora ou
imaturidade sexual conforme observado por Marchini et al., 2009 em Bolivarius
siculus (Orthoptera, Tettigoniidae). Estes autores sugerem que a presenga de
células destituidas ou com organelas reduzidas nas glandulas acessorias
indica o final do ciclo secretor das mesmas.

Essa caracteristica também pode estar associada a idade do individuo,
uma vez que estudos de Cruz-Landim & Dallacqua, 2005 sobre o aspecto
ultraestrutural da glandula acesséria de Apis mellifera, descreveram que a
secregao contida em vesiculas secretoras no citoplasma celular ndo era
visualizada no lumen da glandula de machos com dois dias de idade, enquanto
que uma grande quantidade de secrec¢ao foi observada no lumen glandular dos
machos com quinze dias de idade. Diante disso, os autores concluiram que
toda a secrecao presente no lumen fora produzida antes da maturacdo sexual
e estaria disponivel para uso na vida adulta. Isso se justifica pela inativagao da
glandula acessoria nesta fase, uma vez que o macho perde a genitalia durante

a copula e depois morre.
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Dados obtidos por Freitas et al. (2007), em glandulas acessoérias de
Triatoma rubrofasciata (Hemiptera, Triatominae), indicam que a atividade
secretora independe do estado nutricional do inseto, porém se mostra
diferenciada de acordo com a idade do mesmo. Individuos com um dia de
idade apresentam pouco reticulo endoplasmatico rugoso e poucos granulos
secretores no citoplasma das células epiteliais das glandulas, enquanto os
individuos com trés e cinco dias apés a muda imaginal, apresentaram epitélio
glandular repleto de reticulo endoplasmatico rugoso e de granulos sendo
secretados para o lumen. Isso reforca a importancia de um estudo temporal,
pois embora os insetos sejam adultos, o tempo apds a muda pode ser um fator
relevante.

Em M. puctatus eclodidos no laboratério a vesicula seminal s6 esteve
cheia de espermatozoides e a glandula acesséria por sua vez, cheia de
secregdes, a partir do terceiro dia de vida adulta. O enchimento da vesicula
seminal deve ser acompanhado do desenvolvimento das glandulas acessorias,
0 que indica que o individuo estd pronto para a copula quando tem
espermatozoides maduros, grande quantidade de secre¢des das glandulas
acessorias. Isso pode explicar a auséncia de vesiculas secretoras e reticulo
endoplasmatico rugoso desenvolvido no epitélio glandular de M. punctatus pois
os individuos utilizados no trabalho, foram coletados diretamente no campo,
nao sendo possivel determinar a idade dos mesmos, e as glandulas ainda em
desenvolvimento.

A presenga de numerosos granulos regularmente distribuidos, com
aspecto regular e alta eletrondensidade, tanto no lumen quanto no citoplasma
das células das glandulas acessorias das quatro espécies, sugere que eles

sejam de natureza lipidica. Marchini et al. (2009) encontraram grénulos
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eletrondensos semelhantes, também localizados aleatoriamente no epitélio e
no lumen das glandulas acessoérias tubulares de Bolivarius siculus (Orthoptera,
Tettigoniidae). De acordo com os autores, a natureza especifica desses
granulos secretores nao € bem conhecida, porém sugerem que as proteinas
sejam Os maiores e mais importantes constituintes das secregbes das
glandulas, devido a abundancia de reticulo endoplasmatico rugoso e complexo
de Golgi no epitélio de todas as glandulas estudadas.

Segundo Leopold (1976) a secregcao produzida e secretada pelas
glandulas acessorias sado formadas provavelmente por um misto de
substancias heterogéneas e complexas. Odhiambo1(969a e b) identificou nove
secrecbes distintas nas glandulas acessorias masculinas do gafanhoto do
deserto Schistocerca gregaria, de forma semelhante nas células glandulares do
coleodptero Lytta nuttalli, foram identificadas oito secregdes diferentes nos trés
pares de glandulas acessoérias (Gerber et al., 1971).

Em muitos insetos, as glandulas acessérias produzem lipidios que séo
transferidos para a fémea durante a copula juntamente com proteinas e
carboidratos, afetando sua fisiologia, (Blum et al., 1962; Butterworth, 1969;
Hinton, 1974; Friedel e Gillot, 1977; Paemen et al., 1990; Adams, 2001;
Marchini, et al., 2003).

O modo de liberagdo da secrecdo das glandulas acessorias estudadas
pode ser merécrino-apocrino, onde ocorre somente a liberagdo do produto de
secrecgao, através de vesiculas secretoras bem como a liberagdo da secrecao
juntamente com porg¢des do citoplasma apical das células.

Em M. rotundicollis, M. punctatus e em M. cerberus, foi observada a
liberagao do tipo apécrina sendo possivel observar no lumen, além de granulos

secretores, partes do citoplasma apical da célula. Esse modo de secrecéo
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também foi observado em Aedes triseriatus (Diptera, Culicidae) por
Ramalingam e Craig, 1977. Em M. injucundus, provavelmente a secregao
liberada é do tipo merdcrina, pois foram visualizadas vesiculas secretoras se
abrindo no lumen glandular.

Noirot & Quennedey (1974) afirmam que secrecbes glandulares
podem ser acumuladas em grandes cisternas extracelulares, antes de serem
langadas no lumen glandular. Segundo Marchini et al., 2009 secregdes
eletronlucentes alcangam o lumen glandular por atividade apécrina, através da
dilatacdo do apice da célula. Esse modo de secrecao também foi visto em
células de glandulas acessérias mesodermais dos Dipteras Ceratitis capitata e
Bactrocera oleae (Marchini et al., 2003; Marchini & Del Bene, 2006).

Chen (1984), descreveu dois tipos celulares nas glandulas acessoérias de
D. melanogaster e em ambos os tipos 0 modo de secregao merdcrino foi
observado, visto que glandulas acessorias de machos virgens obtiveram seus
picos maximos de acumulo de secreg¢ao depois de sete dias apds a eclosao e
apés esse tempo nao foram observadas nenhuma vacuolizacdo ou
desintegragdo dos componentes celulares. (Stromnaes & Kvelland, 1962). Ja
Dapples et al., 1974 estudando gléndulas acessorias de Aedes aegypti,
constatou presenca de secrecéo apocrina para dois tipos celulares encontrados
nas glandulas acessorias. Ramalingam & Craig, 1977, definiram o modo de
secrecao das glandulas acessorias de Aedes triseiratus como macroapocrino.

Ha muito, ja esta estabelecido que o0s principais componentes
secretados pelas glandulas acessorias dos insetos sdo carboidratos, proteinas
e lipidios (Gillott, 2003). Proteinas e carboidratos ja foram identificados em
glandulas acessorias de Orthoptera (Odhiambo, 1969a), Hemiptera (Davey,

1958), Coleoptera (Landa,1960), Lepidoptera (Thibout, 1971), Hymenoptera
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(Jeantet, 1972) e Diptera (Leopold, 1970). Freitas, et al., 2010 localizaram
ultraestruralmente carboidratos e proteinas basicas no citoplasma de Triatoma
brasiliensis e T. melanica. Os autores concluiram que essas substancias
presentes nas secregbes de glandulas acessorias tubulares desses
triatomineos, sdo produzidas no inicio da vida adulta dos mesmos em
momentos diferentes e independe do estado nutricional dos individuos.

Dados obtidos neste estudo para M. cerberus também indicam apds os
testes citoquimicos para deteccdo de carboidratos e proteinas basicas a
presenca de granulos secretores positivos para ambos testes no citoplasma
das células. Os resultados indicam a presenga de granulos de natureza mista.
Esses dados corroboram com os resultados obtidos pela maioria dos estudos
realizados onde os autores concluiram que carboidratos e proteinas, ocorrem
de forma conjugada, como muco ou glicoproteinas.

Marchini, et al., 2003, realizando o teste citoquimico, Tierry 1967, para
detecgcdo de carboidratos, identificaram a presenca de carboidratos nas
glandulas tubulares mesodérmicas, de Ceratitis capitata. Os testes
evidenciaram granulos positivos que os autores classificaram como
polissacarideos, presentes tanto no citoplasma das células como no apice das
microvilosidades.

Vesiculas secretoras eletronlucentes, portanto negativas para ambos os
testes realizados, estiveram presentes no citoplasma das células. A mesma
situagao foi observada em Triatomineos (Freitas et al., 2010) e isso comprova a
presenca de mais substancias presentes nessas vesiculas que ainda precisam
ser identificadas e quantificadas.

Em conclusdo, nossos resultados mostram a importancia de

conhecimentos morfolégicos e citoquimicos das glandulas acessorias sexuais
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masculinas de Mischocyttarus. Dados que devem ser auxiliados pelo estudo da
biologia dos insetos e podem ser usados como ferramentas para esclarecer
aspectos ainda obscuros concernentes a bioquimica da secrecdo e

entendimento da fisiologia reproducao desses insetos.
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Fig. 1 e 2: Micrografia das glandulas acessorias masculinas de Mischocyttarus. Epitélio glandular de M.
injucundus (1) e de M. rotundicollis (2). Camada muscular (CM); Vesiculas secretoras (VS); lumen (L);
membrana basal (MB); nucleo (N). Fig. 3 e 4: Micrografia das glandulas acessorias masculinas de M.
rotundicollis. (3) Epitélio glandular mostrando as diferentes regides das células. (4) Regido do citoplasma rico

em reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Vesiculas secretoras (VS); nucleo (N); nucléolo (Nu).
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masculinas de M. rotundicollis. (5 e 6)

VS BT

Fig. 5 a 8: Micrografia dos granulos no citoplasma das glandulas acessérias

W

Granulos secretores (G); cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso (RER). (7) Epitélio glandular de uma célula.

(8) Regiao do citoplasma rica em vesiculas secretoras (VS). Nucleo (N); nucléolo (Nu).
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Fig. 9 e 10:
M. punctatus. (10) Membrana basal de M. rotundicollis. Camada muscular (CM); dobras da membrana (DM);
granulos secretores (G); lumen (L); membrana basal (MB); nucleo (N); nucléolo (Nu); cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso (RER). Fig. 11 e 12: Micrografia das glandulas acessoérias masculinas de M. injucundus.
(11) Detalhe da membrana basal (MB) Camada muscular (CM); hemidesmossomos (HE). (12) Citoplasma de uma

célula glandular. mitocdndrias (M); reticulo endoplasmatico rugoso (RER), ribossomos livres (RL).

2

Micografi da porgéohbal do epitéid andular de Mischocyt

s. (9) Nucleos de células epiteliais
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Fig.13. Vesicula secretora (VS) de M. injucundus com granulos secretores (G) eletrondensos; mitocéndria (M).
Fig.14. Citoplasma de uma célula glandular de M. cerberus; granulo de secregdo (G); mitocondria (M); reticulo
endoplasmatico rugoso (RER); vesicula secretora (VS).

Fig.15. Detalhe dos granulos eletrondensos de M. rotundicollis (G). Granulo secretor (G); mitocondria (M); nucleo
(N); nucléolos (NU); cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso (RER).

Fig.16. Secrecao glandular tipo apdcrina (SA) de M. rotundicollis; vesicula secretora (VS); granulos secretores
(G).
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Fig.17. Vesiculas secretoras de M. injucundus. Epitélio glandular (EP); granulos secretores (G); lumen (L);

microvilosidades (Mv); vesicula secretora (VS).

Fig.18 e 19: (17) Microvilosidades células glandulares de M. rotundicollis. (18) Jungao aderente de M. injucundus
(JA).

Fig.20. Glandula acessoria de M. cerberus, submetida a técnica do acido periédico-tiosemicarbazida-proteinato de
prata. Citoplasma de uma célula glandular com granulos secretores eletrondensos indicando reagéo positiva (G);

mitocondria (M); vesiculas secretoras com material elentrolucente (VS).




Fig. 21. Glandula acessoria de M. cerberus, submetida a técnica do acido periédico-tiosemicarbazida-

proteinato de prata. Porgao apical de células glandulares; microvilosidades (MV); granulos de secregéo (G);
lumen (L).

Fig. 22 a 24. Glandula acesséria de M. cerberus, submetida a técnica EPTA - Acido. Fig. 22 e 23. Porgéo
apical de células glandulares, mostrando nucleos (N) das células glandulares. Lumen (L); microvilosidades
(MV); vesiculas secretoras (VS)

com material eletronlucente indicando reagdo negativa e granulos de secreg¢do (G) também indicando
reagdo negativa. Fig. 24. Detalhe dos granulos de secregéo presentes no limen glandular, indicando reagéo

positiva apenas na membrana dos granulos.
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Artigo 2: ULTRAESTRUTURA DOS ESPERMATOZOIDES EM QUATRO

ESPECIES DE Mischocyttarus (HYMENOPTERA, VESPIDAE)
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ULTRAESTRUTURA DOS ESPERMATOZOIDES EM QUATRO ESPECIES

DE Mischocyttarus (HYMENOPTERA, VESPIDAE)

Edalton dos Reis Silva

RESUMO

Vesiculas seminais de Mischocyttarus attramentarius, M. cerberus, M.
injucundus, M. punctatus, foram processadas para microscopia eletronica de
transmissao. Os espermatozoides das quatro espécies seguem o padrdao dos
espermatozoides, sédo longos, finos, lineares, medem entre 108 ym e 137um e
0 nucleo entre 11 uym e 16 ym de comprimento. O acrossoma € cbnico e em
corte transversal é levemente arredondado a oval. O perforatorium penetra em
uma cavidade na extremidade do nudcleo. O nucleo de todas as espécies
apresenta-se eledrondenso, com a cromatina condensada. Em secc¢des
longitudinais o nucleo dos espermatozides apresenta regides eletronlucidas. Na
regidao de transicdo nucleo-flagelo, em corte longitudinal é possivel observar o
axonema, e o adjunto do centriolo e em M. cerberus é possivel visualizar
regides eletronlucidas no interior do adjunto do centriolo. O axonema apresenta
0 padrao 9+9+2 microtubulos, semelhante a maioria dos outros insetos. Os
derivados mitocondriais de todas as espécies em cortes transversais sao
assimétricos entre si, porém apresentam uma forma semelhante. Em M.
atramenttarius, M. injucundus e M. punctatus, foi possivel observar a presenca
de material paracristalino no derivado mitocondrial maior. Em todas as
espécies existem regides eletronltcidas no interior de ambos os derivados. A
medida que se aproxima a regiao final do flagelo, ambos os derivados se
tornam arredondados, sendo que o derivado menor sempre termina primeiro
em todas as espécies estudadas. Em diregdo a regidao posterior do flagelo
observa-se uma gradual desorganizagdo do axonema, sendo as duplas de
microtubulos, as primeiras a desaparecerem, seguidas pelo par central,
restando apenas os microtubulos acessorios. Estudos morfologicos desses
espermatozoides mostraram caracteres até entdao desconhecidos das vespas
desse género, como, a presenca de regides eletronlucidas no adjunto do
centriolo, mostram também a diversidade de estruturas que compdem o
sistema reprodutor masculino dos insetos, constituem uma importante
ferramenta que serve de fundamento para analises filogenéticas, além de
reforcar a necessidade de mais estudos que contribuam com conhecimentos
do género Mischocyttarus e da familia Vespidae.

Palavras-chave: Vesicula seminal; Microscopia, Morfologia.
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ULTRASTRUCTURE OF SPERMATOZOA IN FOUR SPECIES OF
Mischocyttarus (HYMENOPTERA, VESPIDAE)

Edalton dos Reis Silva

ABSTRACT

Seminal vesicles Mischocyttarus attramentarius, M. cerberus, M.
injucundus, M. punctatus, were processed for transmission electron
microscopy. The sperm of four species follow the pattern of sperm are long,
thin, linear, measure between 137um and 108 ym core between 11 ym and 16
pm in length. The acrosome is conical in cross section and is slightly rounded to
oval. The perforatorium penetrates into a cavity at the end of the core. The core
of all species is presented eledrondense, with condensed chromatin. In
longitudinal sections of the core features esperm eletronlucent regions. In the
transition region-core flagellum in longitudinal section you can see the axoneme
and centriolar adjunct and M. cerberus eletronlucent regions you can see
inside the centriolar adjunct. The axoneme has the 9 +9 +2 microtubule pattern,
similar to most other insects. The mitochondrial derivatives of all species in
cross-sections are asymmetric to each other, but have a similar shape. In M.
atramenttarius, M. injucundus and M. punctatus, we observed the presence of
material derived from the mitochondrial paracrystalline greater. In all species
there eletronlucent regions within both products. As the region approaches the
end of the flagellum, both derivatives become rounded, and the derivative
smallest ever finishes first in all species studied. Toward the posterior region of
the flagellum there is a gradual disorganization of the axoneme, with doublets of
microtubules, the first to disappear, followed by the central pair microtubules
were left with just accessories. Morphological studies of sperm showed hitherto
unknown characters of this genus of wasps, such as the presence of regions in
eletronlucent in centriolar adjunct, also show the diversity of structures that
make up the male reproductive system of insects are an important tool that
serves as a foundation for phylogenetic analysis, and reinforces the need for
more studies to contribute to knowledge of gender and family Vespidae
Mischocyttarus.

Keywords: Seminal vesicle; Microscopy, Morphology.
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1. INTRODUCAO

Hymenoptera € uma das maiores ordens de insetos, quando se
considera o numero total de espécies e seus membros s&o ecoldgica e
economicamente muito importantes, existindo desde espécies polinizadoras
como as abelhas até vespas parasiticas consideradas controle biologico de
pragas (Lino-Neto et al., 1999, 2002).

Cada espécie tem espermatozoides com caracteristicas unicas e dentro
do reino animal existem muitas variagbes na forma, no tamanho e na
ultraestrutura, sendo que uma grande diversidade é encontrada nos
invertebrados, especialmente nos insetos (Sivinski, 1984; Quicke et al., 1992;
Jamieson et al., 1999).

Espermatozoides de insetos sdo células diversificadas e apresentam
caracteristicas morfoldgicas e ultraestruturais que contribuem para distinguir as
espécies e inferir sobre as relagdes filogenéticas (Justine & Mattei, 1988,
Jamieson 1991; Jamieson et al., 1995, Araujo et al., 2009, Zama et al., 2007,
Fiorillo et al., 2009).

Varios estudos tem sido feitos em diferentes grupos de insetos, tais
como: Symphyta (Quicke et al, 1992); abelhas da familia: Apidae (Peng et al.,
1992, Lino-Neto et al., 2000a, Fiorillo et al., 2005; vespas das familias:
Sphecidae (Zama et al., 2005b), Vespidae (Mancini, et al., 2006 e 2009,
Bushrow et al., 2006); Bethylidae (Oliveira, 2010); vespas parasiticas (Lino-
Neto et al., 1999, Newman & Quicke, 2000, Lino-Neto & Dolder, 2001a); e
formigas (Lino-Neto & Dolder, 2002).

O género Mischocyttarus apesar de ser bem representativo dentro da
familia Vespidae a morfologia do sistema reprodutor bem como a ultraestrutura

dos espermatozoides ainda permanecem desconhecidas.
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O objetivo deste estudo ¢é descrever a ultraestrutura dos
espermatozoides de M. attramentarius, M. cerberus, M. injucundus e M.
punctatus, revelando caracteres que possam ser usados em futuras analises
filogenéticas e contribuir para o conhecimento da biologia reprodutiva do

género.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas neste trabalho quatro espécies do género Mischocytarus:
M. atramenttarius, M. cerberus, M. injucundos e M. punctatus, coletadas na
Reserva Biolégica da Merck, Municipio de Sdo José de Ribamar, Estado do
Maranh&o.

Os machos adultos tiveram seus aparelhos reprodutores dissecados, e
suas vesiculas seminais foram retiradas. Estas foram processadas para
microscopia de luz convencional microscopia e eletrbnica de transmisséo.

Para analises anatdmica e histologica, os sistemas reprodutores foram
postos em solugdo tampao cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2 e fotografadas no
microscopio estereoscopio Zeiss (SPEMI 2000C). Em seguida, foram fixados
em solucdo de glutaraldeido 2,5% de 12 a 24 horas a 4°C, lavados em agua
destilada, desidratados em série etandlica crescente de concentragao (50, 70
90 e 100%) e incluidos em historesina. Cortes de 2 um foram feitos em
microtomo automatico com navalha de vidro, corados hematoxilina-eosina e
montados com Entelan. As analises e o registro fotografico foram feitos em um
microscoépio Olympus BX-50.

Para medicdo dos espermatozoides, gotas de suspensao desses,

extraidos de vesicula seminal, foram espalhadas em laminas histolégicas e
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fixadas com paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2 a
temperatura ambiente. As preparag¢des foram lavadas em agua corrente. Apos
secas foram observadas e fotografadas em um fotomicroscépio equipado com
contraste de fase. Para medir os nucleos, algumas das laminas foram coradas
por 15 minutos. com DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole) 0,2 ug/ml em tampao
PBS, lavadas e montadas em solucdo de sacarose 50%, examinadas e
fotografadas em microscépio de epifluorescéncia, equipado com filtro BP360-
370 nm. Foi utilizado o programa Image Pro Plus para obtencdo das medidas
dos espermatozoide e nucleos.

Para microscopia eletronica de transmissao as vesiculas seminais foram
dissecadas e fixadas em solugédo de glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a
4% e acido picrico a 0,2% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M, por um
periodo de 4-12 horas a 4° C. Os fragmentos foram pos-fixados em tetroxido de
6smio a 1% em tampao, por um periodo de 2 horas em temperatura ambiente,
desidratados em acetona, infiltrados durante 24 horas e incluidos em resina
Epon.

Os cortes ultrafinos coletados em telas de cobre e contrastados em
solucbes de acetato de uranila a 2% e citrato de chumbo a 0,1%, foram

observados em microscoépio eletrénico de transmissao JEOL EM1011.

3. RESULTADOS

Os espermatozoides encontrados nas vesiculas seminais das espécies
de Mischocyttarus estudadas sao longos, finos e medem em média 108um de
comprimento em M. attramentarius, 116uym em M. cerberus, 130 ym em M.

injucundus e 137um M. punctatus (Fig.1) e sdo constituidos por uma cabecga,
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formada por um acrossoma e um nucleo, um flagelo formado por dois
derivados mitocondriais, um adjunto do centriolo e um axonema.

A regido do nucleo varia em média de aproximadamente, 11 ym em M.
punctatus 13 ym em M. attramentarius (Fig. 2) e em M. cerberus a 16 ym em
M. injucundus.

O Complexo acrossomal possui uma vesicula acrossomal que recobre o
perforatorium em todas as espécies. O acrossoma de todas as espécies €&
cbnico com a extremidade afilada (Fig. 3) e em corte transversal é levemente
arredondado a oval em todas as espécies (Fig. 5). O perforatorium penetra em
uma cavidade na extremidade do nucleo (Fig. 4), fato que € possivel observar
também em corte transversal (Fig. 6).

O nucleo dos espermatozoides em corte transversal € oval na porcao
anterior e vai se tornando arredondado em diregdo a regido posterior;
apresenta-se eledrondenso, com a cromatina condensada, (Fig. 7). Em
seccoes longitudinais eles apresentam regides eletronlucidas (Fig. 8).

Em corte longitudinal é possivel observar na regido de transigéo nucleo-
flagelo, o axonema, o adjunto do centriolo (Fig. 9), o derivado mitocondrial
maior inserindo-se logo abaixo do nucleo (Fig. 10).

Em corte transversal também €& possivel observar essas estruturas (Fig.
11). Apenas em M. attrametarius foi possivel observar em corte transversal
uma regido que possivelmente corresponde a regido centriolar, que esta
localizada logo abaixo do nucleo ao lado do adjunto do centriolo e do derivado
mitocondrial maior (Fig.12).

Em M. cerberus é possivel observar o nucleo, o0 axonema, a e o adjunto
do centriolo, que é longo, situado ao lado do derivado mitocondrial maior, e

apresenta regides eletronlucidas, vistas em corte longitudinal (Fig. 13) e em
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corte transversal (15). Ao final do adjunto do centriolo é possivel observar o
inicio do derivado mitocondrial menor (Fig.14), onde pode-se observar a
presenca de cristas mitocondriais.

Em uma regido mais inferior do flagelo, em corte transversal, o nucleo
apresenta-se ligeiramente arredondado e o adjunto do centriolo se projeta
entre o nucleo o derivado mitocondrial maior (Fig.16). Em M. injucundus nao foi
possivel observar essa regido no espermatozoide.

Em corte longitudinal a regido do flagelo é longa, onde visualiza-se o
mesmo padrdo para todas as espécies que consiste nos derivados
mitocondriais maior e menor, marcados pela presencga de cristas mitocondriais
presentes na periferia, opostas ao axonema (Fig. 17)

O axonema apresenta o padrdao 9+9+2 microtubulos, nas quatro
espécies, sendo 9 microtubulos simples acessorios e externos, 9 duplas e um
par de microtubulos centrais (Fig 18).

Os derivados mitocondriais de todas as espécies em cortes transversais
sao assimétricos entre si, porém apresentam forma de péra em M.
attramentarius, M cerberus (Fig. 18) e em M. injucundus ou s&o ligeiramente
arredondados em M. punctatus. Um derivado mitocondrial é sempre maior,
alongado ja o outro € sempre menor, alongado a arredondado (Fig. 18). No
derivado mitocondrial maior € possivel observar na regido distal ao axonema, a
presenca de material paracristalino e na regido oposta a presenga de uma
regido eletronlucida (Fig. 19). No derivado miocondrial menor ha também a
presenga de uma area eletronlucida na regido distal em relacdo ao axonema
em todas as espécies (Fig. 19 e 20).

Corpos acessorios foram observados em todas as espécies (Fig.19).
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A medida que se aproxima a regido final do flagelo, ambos os derivados
se tornam arredondados, sendo que o derivado menor sempre termina primeiro
em todas as espécies estudadas (Fig. 20).

Em corte transversal o axonema pode ser visualizado acompanhado do
derivado mitocondrial maior e do adjunto do centriolo em todas as espécies,
apresentando uma forma ligeiramente triangular. (Fig. 21)

Em direcdo a regido posterior do flagelo observa-se uma gradual
desorganizagao do axonema, sendo as duplas de microtubulos as primeiras a
desparecerem, seguidas pelo par central, restando apenas os microtubulos

acessorios (Fig. 22 a 29).

4. DISCUSSAO

Os espermatozoides das espécies de Mischocyttarus sdo semelhante
aos de outros hymenoptera ja descritos (Quicke et al., 1992; Newman &
Quicke, 1998, 1999a,b, 2000, Cruz-Landim, 2001; Mancini, 2006, Mancini, 2009
e Zama et al., 2004;), sendo longos, lineares, compostos por um cabeg¢a e um
flagelo.

O acrossoma de Mischocyttharus apresenta-se cbénico com a
extremidade ligeiramente afilada em secc¢éo longitudinal e arredondado a oval
em secgao transversal, semelhante ao de Agelaia vicina (Mancini et al., 2006) e
de algumas espécies de abelhas Cruz-Hdéfling al., 1970; Peng et al., 1992,
1993; Bao et al., 2004; Fiorillo et al., 2005; Zama et al., 2005a) mas difere do
observado em abelhas sem ferrdo (Zama et al., 2001, 2004; Araujo et al.,
2005b) e em formigas (Wheeler et al.,1990; Lino-Neto and Dolder, 2002; Moya

et al., 2007) onde ele apresenta-se arredondado na regido anterior e triangular
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na regiao posterior. Ja em espécies de Chalcidoidea (Lino-Neto et al., 1999,
Lino-Neto et al., 2001b), Ichneumonidae (Quick, et al., 1992), Bethylidae (Quick
et al., 1992) o acrossoma é revestido por uma camada extracelular que no
caso de Bephratelloides pomorum (Lino-Neto et al., 1999) é formada por
inumeros filamentos que irradiam da vesicula.

E comum entre os hymenoptera o perforatorium penetrar em uma
cavidade na extremidade do nucleo (Lino-Neto & Dolder, 2002, Araujo et al.,
2009, Mancini et al., 2006, 2009, Zama, 2004). Em M. attramentarius e em M.
injucundus o perforatorium penetra numa cavidade pouco profunda na
extremidade do nucleo, diferente de Agelaia vicina que penetra numa cavidade
bem profunda na extremidade do nucleo (Mancini, 2006). Em M. cerberus e M.
punctatus so foi possivel a visualizagao do perforatorium penetrando no nucleo
em corte transversal, ndo sendo possivel mensurar o quanto este penetra na
cavidade da extremidade nuclear.

O ndcleo apresentou-se  eletrondenso com a  cromatina
homogeneamente compactada em todas as espécies de Mischocytharus
estudadas, como é comum na maioria dos Hymenoptera. Em cortes
longitudinais, regides eletronluscentes circulares dispostas em regides
diferentes do nucleo foram vistas em M. attramentarius, M. injucundus e M.
punctatus. Essas lacunas eletronlucidas foram observadas em Bephratelloides
pomorum (Lino-Neto et al., 1999) e em Solenopsis invicta (Lino-Neto & Dolder,
2002). Segundo os autores, apesar de ser uma caracteristica comum entre
outros Hymenoptera, em S. invicta ha uma quantidade grande e incomum
dessas areas eletronlucentes e que essa caracteristica pode servir para
distinguir os espermatozoides dessa espécie dos espermatozoéides de outras

espécies de formigas. Em formigas do género Dolichoderus, Ectatoma e
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Pachycondyla foram vistas inclusdées eletronlucidas no nucleo (Lino-Neto et al.,
2008). Em Aethalion reticulatum também foram vistas regides semelhantes ao
longo de toda extensdo do nucleo (Araujo et al., 2010). Em Hypanthidium
foveolatum, Graciele, et al., 2009, observaram um nucleo também
eletrondenso, porém com a cromatina heterogeneamente compactada. Em
Melipona marginata e Melipona rufiventris, a cromatina € compactada, disposta
em varios agregados, também ndo existindo uma compactagdo uniforme
(Zama, et al., 2004). Pseudaugochlora graminea spp (Fiorillo et al., 2005) e
formigas do género Pseudomyrmex (Moya et al., 2007) apresentam nucleo com
filamentos espessos de cromatina ndo compactada em toda sua extensdo. Em
Prorops nasuta o nucleo apresenta cromatina compacta, apresentando areas
eletronluscentes dispostas na periferia do mesmo, indicando uma
descompactagédo da cromatina na regiao basal do nucleo (Oliveira et al., 2010).

O ndcleo linear de Mischocyttarus € comum entre alguns hymenoptera
(Zama et al., 2005, Zama, et al., Lino-Neto e Dolder, 2004) diferindo do nucleo
helicoidal de algumas espécies de Trichogrammatidae (Lino-Neto et al., 2000)
e Eurythomidae (Lino-Neto et al., 1999).

De acordo com a disposi¢gao do arranjo microtubular é possivel inferir
que a regiao centriolar de M. attramentarius foi vista em corte transversal. Em
Plebeia droyana (Zama et al., 2001), em formigas do género Pseudomyrmex
(Moya et al., 2007) e em Vespa crabo (Mancini et al., 2009) essa estrutura e a
organizagdo dos microtubulos acessérios e das duplas de microtubulos foi
mencionada, mas em muitos Hymenoptera é pouco conhecida (Mancini et al.,
2009).

Foram observadas regides eletronlucidas no adjunto do centriolo de M.

cerberus. Areas eletronlicidas nesta porcdo do espermatozdide ndo sdo

53



comuns em Hymenoptera e s6 foram observadas em Eulaema nigrita
(Euglossine) (Zama et al, 2005).

A forma e o tamanho dos derivados mitocondriais sdo importantes
caracteres nas espécies de Hymenoptera. Os derivados mitocondriais das
quatro espécies de Mischocyttarus sdo de tamanhos diferentes e formas
semelhantes, iniciam em porc¢des diferentes do flagelo, sendo que o derivado
mitocondrial menor, sempre termina primeiro que o derivado maior. Este
padrdo € comum para algumas espécies de Symphyta (Lino-Neto et al., 2008),
de Apidae (Gracielle et al.,, 2009), mas nao é observado em Agelai vicina
(Mancini, 2006) e em Vespa crabo (Mancini, 2009), pois o derivado
mitocondrial maior acaba primeiro que o menor. A assimetria dos derivados
mitocondriais € uma caracteristica presente em varias espécies (Zama et al.,
2001, 2004, 2005a,b, Bao et al., 2004; Fiorillo et al., 2005a).

No derivado mitocondrial maior de M. attramentarius, M. puctatus e M.
injucundus, foi observada a presenca de material paracristalino, caracteristica
comum entre espécies de Vespidae ja estudadas (Mancini et al., 2009), de
Apidae (Lino-Neto, et al., 2000b), de Meliponini (Zama et al., 2004). Em
espécies de Bethylidae o material paracristalino ocorre em ambos os derivados
mitocondriais (Oliveira et al., 2010). Em espécies de vespas parasiticas
geralmente ndo ha presenca de material paracristalino (Lino-Neto et al., 1999,
Lino-Neto et al., 2000a, Lino-Neto & Dolder, 2001a).

Ambos os derivados mitocondriais de todas as espécies estudadas,
apresentaram regides eletronluscentes. Lino-Netto et al., 2000a descreveram
quatro regides eletronlucidas distintas no derivado mitocondrial maior e trés no
derivado menor de Apis melifera, o mesmo foi observado em Plebeia droyana

(Zama, et al., 2001).
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Foram observados os corpos acessorios nos espermatozoides de
Mischocyttarus, porém nao foi possivel distinguir sua forma. Essas estruturas
apresentam geralmente forma triangular e sdo comuns na maioria dos
Hymenoptera (Quick, et al., 1992; Lino-Neto, et al., 2000b; Zama et al., 2004,
Zama et al., 2005) porém em P. nasuta (Oliveira et al., 2010) e Vespa crabo
(Mancini et al., 2009) estao presentes mas possuem formas irregulares.

O axonema tem padrao 9+9+2 microtubulos. Essa caracteristica também
€ comum entre os insetos (Quick, et al., 1992, Gongalves, 2007, Baccetti, 1972,
Bao, 1987).

A sequéncia de término dos microtubulos pode assumir um carater
diferencial importante nos espermatozoides (Zama et al., 2004). As espécies de
Mischocytharus estudadas seguem um padrao onde as duplas de microtubulos
acabam primeiro, seguidas pelo par central e por ultimo os microtubulos
acessorios. Esse padrao onde os microtubulos acessoérios acabam por ultimo é
comum em outras espécies como Plebeia droyana (Meliponini) (Zama et al.,
2001) e em espécies de Apini (Peng et al., 1993; Lino-Neto et al., 2000a), em
Porops nasuta (Bethylidae) (Oliveira et al., 2010). Em Formicidae, os
microtubulos acabam praticamente juntos (Wheeler et al., 1990; Lino-Neto &
Dolder, 2002). Em espécies de Chalcidoidea os microtubulos acessorios
terminam primeiro (Lino-Neto et al., 1999 2000b; Lino- Neto and Dolder, 2001a,
Brito et al., 2009).

Mancini et al., 2009, observaram que embora os microtubulos acessoérios
acabem sempre por ultimo em Vespa crabo, o par central desaparece primeiro,
do que as duplas de microtubulos em, ja Agelaia vicina, os microtubulos
acabam praticamente ao mesmo tempo (Mancini, 2006), como em Formicidae.

Dados divergentes dos aqui observados em Mischocyttarus que sé&o
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integrantes da mesma familia. Segundo Moreira, et al, 2010, em Lymeon
dieloceri e Pachysomoides sp., espécies de Ichneumonidae, os microtubulos
centrais desaparecem primeiro, seguidos pelos acessorios e por ultimo as
duplas de microtubulos. Em Culicidae (Diptera) os microtubulos acessoérios séo
0s primeiros a desaparecer, seguido pelo microtubulo central e por ultimo as
duplas de microtubulos (Justine e Mattei, 1998). De acordo com Zama et al.,
2004, essas caracteristicas podem ser importantes para diferenciar os Aculeata
e outros Apocrita.

Jamieson, et al.,, 1999 afirmam que a estrutura dos espermatozoides
parece ser mais eficiente para o entendimento das andlises filogenéticas do
qgue a morfologia externa do animal que esta sujeita a maior pressao seletiva.

O uso de caracteres morfoldgicos de espermatozoides € importante para
realizacéo de analises filogenéticas e estabelecimento das relagbes evolutivas
entre os grupos de insetos. (Zama et al., 2004, Moreira et al., 2010, Lino-Neto,
et al., 2000a, Mancini, et al., 2006, Araujo, 2009, Fiorillo et al., 2008).

Em conclusdo, estudos morfolégicos desses espermatozoides,
mostraram caracteres até entdo desconhecidos das vespas desse género,
como, a presenga de regides eletronlucidas no adjunto do centriolo, mostram
também a diversidade de estruturas que compdem o sistema reprodutor
masculino dos insetos, constituem uma importante ferramenta que serve de
fundamento para analises filogenéticas além de reforgar a necessidade de mais
estudos que contribuam com conhecimentos do género Mischocyttarus e da

familia Vespidae.
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Fig. 1.: Fotomicrografia de luz (contraste de fase) do espermatozoide de M. punctatus. Cabeca (CA) e o flagelo (FL). Fig. 2.
Nucleo (N) corado com DAPI. Seta indica a regido de transigdo nucleo-flagelo. Fig. 3. Complexo acrossomal (AC) e
perforatorium (PE). Fig. 4. Detalhe da insergao no perforatorium (P-N) no nucleo (N) de M. attramentarius. Fig. 5.. Secgéo
transversal do acrossoma (AC) e do perforatério (PE) de M. attramentarius, Fig. 6. Insergéo do perforatorium (PF) na extremidade
do nucleo (N) em secgéo transversal de M. injucundus. Fig. 7. Nucleo (N) de M. cerberus em secgéo transversal. Fig. 8. Secgao
longitudinal do nucleo (N) de M. attramentarius,Regides eletronlucidas (RE). Fig. 9-11 Regido de transi¢cdo nucleo-flagelo de
M. attramentarius. Fig. 9. Em secgéo longitudinal. Adjunto do centriolo (AD), o axonema (AX), derivado mitocondrial maior
(DM1) e as cristas mitocondriais (CM). Fig. 10. Em secgéo longitudinal. Derivado mitocondrial maior (DM1). Fig. 11. Em
secgao transversal. Adjunto do centriolo (AD), derivado mitocondrial maior (DM1) e nucleo (N). Fig. 12. Secgéo transversal da
regido centriolar, evidenciando o arranjo microtubular inicial do axonema (AX), o derivado mitocontrial maior (DM1) e o
adjunto do centriolo (AD). Escalas das barras:Fig. A e a; Fig.3 (0,5um); Fig. 4 (0,2 ym); Fig. 5 (0,2 ym); Fig. 6. (0,2 ym); Fig. 7
(0,5 ym); Fig. 8 (0,5 ym); Fig. 9 (0,5 pm); Fig. 10 (0,5 ym); Fig. 11 (0,2 pm); Fig.12 (0,5 ym).
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Fig. 13, 14 e 15. Secgdes longitudinal e transversal do flagelo de M. cerberus evidenciando as regides eletronlicidas (RE) no adjunto do
centriolo (AD), (AX) axonema, derivado mitocondrial maior (DM1), derivado mitocondrial menor (DM2) e cristas mitocondriais (CM). ).
Fig.16. Regido de transicdo nucleo-flagelo em secgéo transversal. Adjunto do centriolo (AD), derivado mitocondrial maior (DM1) e
nucleo (N). Fig. 17. Secgéo longitudinal do axonema (AX). Derivado mitocondrial maior (DM1), derivado mitocondrial menor (DM2),
cristas mitocondriais. Fig. 18. Detalhe do flagelo em secgéo transversal mostrando o axonema (AX), derivados mitocondriais maior
(DM1) e menor (DM2), os microtubulos acessérios (MA), as duplas de microtibulos (DM) e o par de microtubulos centrais (MC).Fig.19.
Detalhe do flagelo de M. attramentarius em secgédo transversal mostrando os microtubulos acessoérios (MA), as duplas de microtubulos
(DM) e o par de microtubulos centrais (MC), regides eletronluscentes ( * ) nos derivados mitocondriais e o material paracristalino (MP)
no derivado mitocondrial maior (DM1). Escalas das barras: Fig.13 (0,5 pm); Fig.14 (0,5 pm); Fig. 15(0,2 ym); Fig. 16 (0,2 um); Fig. 17
(0,2 ym); Fig.18 (0,2 pm); Fig. 19(100 nm).
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Fig. 20. Seccgdes transversais em niveis diferentes de flagelos de M. attramentarius. Axonema (AX), derivado mitocondrial maior (DM1),
derivado mitocondrial menor (DM2). Fig. 21 a 29. Secgdes transversais dos flagelos de M. cerberus. 21. Seccéo transversal da regiéo inicial
do flagelo. Axonema (AX), adjunto do centriolo (AD) e derivado mitocondrial maior (DM1). 22 a 27. Secgdes transversais em niveis diferentes
do flagelo. 28 e 29. Secgbes transversais da regido terminal do flagelo mostrando a sequéncia de desorganizagéo e término dos microtubulos
do axonema (AX). Escalas das barras: Fig. 20 (0,2um); Fig. 21 (0,5 pm); Fig. 22 (0,2 pm); Fig. 23 (0,2 um); Fig. 24 (0,2 pm); Fig. 25 (02 ym);
Fig. 26 (0,2 ym); Fig. 27 (0,5 pm); Fig. 28 (0,2 pm); Fig. 29 (0,2 pm).
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