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1 RESUMO

O estudo da espermiogénese foi desenvolvido a partir de cortes ultrafinos de testiculos e preparagoes
como coloragao negativa e microscopia eletronica de varredura de espermatozdides obtidos de espermatecas
e testiculos, respectivamente. A espermiogénese em Cosmopolites sordidus, como nos insetos em geral,
caracteriza-se pela formacéo do flagelo e acrossomo, condensagio da cromatina, alongamento nuclear e
eliminagédo do citoplasma. As espermaétides jovens apresentam caracteristicas de células sométicas: niicleo
esférico cromatina predominantemente frouxa, complexo de Golgi tipico e muitas mitocondrias espalhadas
pelo citoplasma. Estas mitocOndrias fundem-se, a seguir, originando um complexo mitocondrial formado
por duas estruturas bem distintas e enroladas uma na outra. Nas primeiras fases da espermiogénese a
cromatina, a partir da periferia nuclear, torna-se condensada e, a seguir, assume a forma de filamentos. Estes
filamentos, por associagdes, sdo convertidos em corddes espessos, 0s quais, novamente por associagdes,
resultam, inicialmente, em uma cromatina semi-compactada com muitos espagos pequenos € elétron
transparentes em arranjo hexagonal e, finalmente, em uma cromatina homogeneamente compactada
caracteristica dos espermatozéides. Simultaneamente a compactagdo da cromatina o nficleo passa de
redondo para alongado e, durante este processo, inimeros microtibulos citoplasmaticos formam uma
camada simples em torno do niicleo. O acrossomo comega a ser formado j4 no inicio da espermiogénese a
partir do complexo de Golgi e, nos espermatozéides, é formado por trés estruturas, o perforatorium, a
vesicula acrossomal e uma camada de material extra-acrossomal. O complexo mitocondrial diferencia-se
em dois derivados mitocondriais. No espermatozdide estes derivados sio desiguais, onde o maior tem
aproximadamente o dobro do menor, em didmetro, e ¢ quase totalmente preenchido por material
paracristalino. O menor € basicamente ocupado por cristas mitocondriais regularmente dispostas em angulo
reto relativo ao seu maior eixo. O axonema do flagelo origina-se do dnico centriolo observado na
espermdtide e, inicialmente, possui o arranjo bésico de dois microtibulos centrais e nove duplas de

microtibulos periféricos, formando-se a seguir, os nove microtiibulos acessérios. Durante a alteragio do



nicleo de esférico para alongado, observa-se o adjunto do centriolo, uma estrutura eletrondensa em forma
de anel que circunda a extremidade anterior do corpisculo basal. Antes da espermiogénese completar-se,
este adjunto centriolar ja nao € mais observado. Em fases bem adiantadas da espermiogénese os dois corpos
acessérios comegam a ser formados, um de cada lado do axonema. No espermatozdide, estes corpos
acessérios sao aproximadamente triangulares, em secgio transversal, e envolvem parcialmente o axonema.
Cada corpo acessOrio possui uma expansao constituida de material menos compacto, sendo esta bem mais
desenvolvida em um deles. Durante este processo de diferenciacdo da espermdtide, grande parte do
citoplasma juntamente com os microtibulos e demais organelas tais como complexo de Golgi, reticulo
endoplasmatico e polissomos livres sdo eliminados, resultando em um espermatozéide muito longo e fino,

medindo aproximadamente 160pm de comprimento.



2 SUMMARY

The spermiogenesis of Cosmopolites sordidus was investigated with the use of thin sections, negative
staining preparations, and scanning electron microscopy of spermatic cells obtained from the testicles or
spermathecae. In this species as with insects in general, this process is characterized by the following events:
flagellar formation, chromatin condensation, nuclear elongation and sheading of excess cytoplasm. Early
spermatids are similar to somatic cells in that they have spherical nuclei with predominantly loose chromatin,
a typical Golgi complex and many scattered mitochondria. These mitochondria fuse to form a mitochondrial
complex made up of two distinct mitochondrial structures which curl around each other. In the first stages
of spermiogenesis, chromatin begins to condense at the nuclear perifery and from this dense mass, regular
filaments are formed. These filaments fuse into thick cords which, in turn, associate laterally, resulting in
semi-compact chromatin with hexagonally arranged clear spaces. Finally, with the disappearance of these
spaces, an homogeneously compact nucleus is obtained, typical of spermatozoa. The nuclear shape changes,
simultaneously with chromatin condensation, from spherical to cilindrical, and is surrounded by a single
layer of microtubules. The proacrosomic vesicle appears already at early stages of spermiogenesis, through
Golgi vesicle fusion and developes into a triple structure, consisting in the perforatorium, the acrosomic
vesicle and a layer of extra-acrosomic material. The mitochondrial complex divides into two elongated
mitochondrial derivatives. In the spermatozoa, these derivatives are not equal; the larger reaches twice the
diameter of the smaller and is almost totally filled with material in a paracrystalline arrangement. The
smaller derivative is mostly taken up by regularly spaced cristae, arranged perpendicularly to its greater
axis. The flagellar axoneme originates from a single centriole observed in the early spermatid. The axoneme,
typical for insects, consists in two central microtubules surrounded by nine doublets, from which nine
acessory microtubules are later formed. During nuclear elongation, the centriolar adjunct appears, consisting
in an electron dense ring which surrounds the centriole. This centriolar adjunct disappears before

spermiogenesis is completed. In later stages, the acessory bodies are formed on each side of the axoneme.



In the mature flagellum, these structures, observed in transverse section, are triangular and partially surround
the axoneme. Each dense, acessory body has a less compact extension which is considerably larger for one
of them. During spermatid differentiation, most of the cytoplasm, together with the microtubules, Golgi
complex, endoplasmic reticulum and free polisomes are eliminated, resulting in a long, thin spermatozoon,

about 160um in length.



3 INTRODUCAO

O moleque-da-bananeira, também conhecido como gorgulho, broca-do-rizoma ou broca-da-bananeira,
€ um curculionideo da subfamilia Rhynchophorinae que, segundo MONTELLANO (1954, apud VIANA,
1991), foi descrito por EF.GERMAR em 1824 como Calandra sordida. Segundo SARAIVA (1964), o
género Cosmopolites foi criado por Chevrolat em 1885 quando, entdo, este coleSptero passou a ser
conhecido como Cosmopolites sordidus (Germar).

O C. sordidus é nativo do sudeste da Asia (CUILLE, 1950) e atualmente este distribui-se por toda a
Asia e ainda pelas Américas, Africa e Oceania (CUILLE, 1950; MONTELLANO, 1954, apud VIANA,
1991; SIMMONDS, 1966; BECCARI, 1967a € 1967b; FEAKIN, 1975). Sua ocorréncia no Brasil foi
registrada por Chevrolat em 1885 (CUILLE, 1950).

Este curculionideo € considerado a principal praga da bananeira. Estima-se que a produgio brasileira
dos bananais reduza-se em até 30%, devido ac ataque desta praga (ARLEU & SILVEIRA-NETO, 1984).
As fémeas colocam seus ovos no pseudocaule da bananeira em orificios feitos com o rostro (FONSECA
(1936) e MONTELLANO (1954), apud VIANA, 1991). Ao alimentarem-se, as larvas fazem galerias no
rizoma e na porgdo inferior do pseudocaule, matando o sistema radicular da planta. Em conseqiiéncia, as
plantas tombam por nio resistirem ao peso do cacho ou pela agio do vento (MOREIRA, 1979). Outros
sintomas sdo o amarelecimento das folhas que morrem prematuramente e a redugio no peso dos cachos
com frutos curtos e finos.

Desde a descri¢ao deste besouro como praga da bananeira na Somalia (BECCARI, 1967a e 1967b),
este curculionideo figura entre os insetos mais estudados do ponto de vista biolégico e fitopatolégico. O
principal método de controle do Cosmopolites sordidus, assim como da grande maioria dos insetos pragas,
ainda é feito com o uso de inseticidas. Este método de controle, além de causar problemas ao homem ¢ ao
meio ambiente como um todo, pode ocasionalmente perder sua efetividade com o inevitivel aparecimento

de individuos resistentes.



Visto que para o desenvolvimento de um controle populacional mais especifico e compativel com o
meio ambiente, a morfologia e a fisiologia do sistema reprodutivo dos individuos devem ser conhecidas,
neste trabalho foram descritas a estrutura dos espermatozéides bem como a espermiogénese do besouro

Cosmopolites sordidus, um inseto de considerdvel importincia econdmica.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Caracteristicas gerais dos testiculos de insetos

A maioria das espécies de insetos possui um par de testiculos e cada testiculo é formado por um ou
vérios foliculos (PHILLIPS, 1970). O nimero e a forma dos foliculos variam bastante de um grupo de
insetos para outro (IMMS (1948), WIGGLESWORTH (1953) e ROSS (1961), apud PHILLIPS, 1970).
Cada foliculo contem muitos cistos, cada qual constituido por clones de células germinativas revestidas por
uma camada de células epiteliais ndo germinativas (BACCETTI & BAIRATI, 1964). Como ¢ tipico dos
insetos, as divisdes e o desenvolvimento das células germinativas dentro de um dado cisto ocorrem
sincronicamente. As pontes citoplasmaticas que resultam das citocineses incompletas fazem de cada clone
um sincicio funcional (BACCETTI & BAIRATI, 1964; HOAGE & KESSEL, 1968). O nfimero de
espermatides por cisto € caracteristico para cada espécie e pode ser expresso como 2" onde "n" é usualmente
igual a 5,6, 7 ou 8. Parece ser comum para a maioria dos besouros, borboletas e mariposas os cistos contendo
256 (ou 28) espermatides (PHILLIPS, 1970). Os cistos contendo espermatogdnias, espermatécitos ou
espermdtides jovens sao em geral aproximadamente esféricos. Conforme as espermitides se tornam
alongadas, os cistos também se alongam e as espermatides tornam-se alinhadas paralelamente ao longo de
seus comprimentos. Em estddios mais tardios o alinhamento das espermatides no mesmo cisto é, em muitos
casos, quase perfeito. Deste modo um corte transversal deste cisto seccionaria todas as espermitides
aproximadamente no mesmo nivel (PHILLIPS, 1970). As cabegas dos espermatozéides maduros situam-se
geralmente embricadas no citoplasma das c€lulas cisticas, enquanto suas caudas ou parte destas, ficam livres
na luz do cisto (PHILLIPS, 1970).



4.2 Caracteristicas gerais dos espermatozéides dos insetos

A cabega dos espermatozdides dos insetos € geralmente muito delgada e longa. Na superfamilia
Curculionoidea seu comprimento varia de 17 a 83um ou mais (BURRINI et alii, 1988). Esta é formada por
um complexo acrossomal anterior, seguido pelo niicleo. O acrossomo em insetos, como para todos os
animais, é derivado do complexo de Golgi. As primeiras evidéncias foram fornecidas, em viarios insetos,
por BEAMS et alii (1956), CLAYTON et alii (1958), ITO (1960), GATENBY & TAHMISIAN (1959)
entre outros (apud BACCETT], 1972). O complexo acrossomal tipico dos insetos é formado por 3 camadas
justapostas ou concéntricas. A camada mais externa, camada extra-acrossomal, é formada pela agregacéo
de grinulos citoplasmaticos ¢ € revestida pela membrana plasmética (BACCETTI, 1972). O acrossomo
propriamente dito situa-se imediatamente abaixo da camada extra-acrossomal, tem origem a partir do
complexo de Golgi e possui sua prépria membrana, a mesma que originalmente revestia o grinulo
pré-acrossomal derivado do Golgi (KAYE, 1962). A terceira camada é uma estrutura compacta situada
internamente ao acrossomo € que possui uma forma geralmente conica. Ela as vezes é chamada de "cone
interno" e é formada durante a espermiogénese no espago entre o granulo acrossomal e o envoltdrio nuclear
(BACCETTI, 1972), independentemente do proprio acrossomo ou do complexo de Golgi (KAYE, 1962).

O nicleo do espermatozdide dos insetos € bastante alongado, com a extremidade anterior afilada e a
posterior truncada (BACCETTI, 1972). Durante a espermiogénese as fibrilas de cromatina de 30-40A de
espessura sdo rapidamente convertidas em fibras de 100-200A que se arranjam paralelamente ao eixo maior
do nitcleo (WERNER, 1966; CHEVAILLIER, 1970). Estas fibras fundem-se e formam ldminas que, mais
cedo ou mais tarde, condensam-se resultando no nicleo compacto e homogéneo do espermatozéide maduro.
A condensaciio da cromatina ndo € morfologicamente uniforme durante a espermiogénese, algumas vezes
a regido central do ndcleo € a primeira a se condensar; em outras a condensagio inicia-se pela periferia
(CHEVAILLIER, 1970). Em Psyllidae, somente metade do nicleo é ocupada pela cromatina mesmo no
espermatozdide maduro (LEMENN, 1966, apud BACCETTI, 1972). No inicio da espermiogénese forma-se
em volta do niicleo uma camada de microtibulos, a qual provavelmente tem a fungio de comprimi-lo e
alonga-lo (BACCETTI, 1972). Esta camada de microtibulos ndo é observada no espermatozéide maduro
(KESSEL, 1966).

Na base do nicleo do espermatozdide encontra-se uma estrutura denominada de adjunto do centriolo,
segundo nomenclatura sugerida por GATENBY & TAHMISIAN (1959, apud BACCETTI, 1972). Esta é

uma estrutura compacta que envolve a regido anterior do axonema e € caracteristica dos espermatozdides



de quase todos os insetos. BRELAND et alii (1966) demonstraram, para virias espécies de mosquitos, que
o adjunto do centriolo € bastante grande na espermétide jovem, diminui muito durante a espermiogénese e
no espermatozdide maduro € relativamente pequeno. J4 em algumas outras espécies de insetos, o adjunto
do centriolo desaparece completamente durante a espermiogénese (PHILLIPS, 1970). Alguns autores
propuseram que esta estrutura poderia ter a fungdo de manter o flagelo unido 4 cabega do espermatozéide
(BRELAND et alii (1966) e FAWCETT & PHILLIPS (1969), apud PHILLIPS, 1970).

O flagelo dos espermatozdides dos insetos €, em geral, muito longo, possui um axonema ou filamento
axial flanqueado por duas estruturas acessérias. O axonema origina-se a partir do corpiisculo basal e este
corpisculo basal resulta de transformagdes sofridas pelo centriolo distal durante a espermiogénese
(PEROTTI, 1970). Para a grande maioria dos insetos o axonema possui o padrio de "9 + 9 + 2" 2
microtibulos centrais rodeados por 9 duplas de microtibulos, que por sua vez sio circundados por mais 9
microtiibulos acessérios). Segundo BACCETTI (1972), este padrao foi primeiro observado por
ROTHSCHILD (1955) em abelha e por YASUZUMI (1956) em Drosophila. As duas estruturas acessorias,
denominadas de derivados mitocondriais, t€ém origem a partir de transformagdes que ocorrem nas
mitocOndrias destes animais durante a espermiogénese. Dependendo do grupo de insetos, estes dois
derivados mitocondriais podem ser iguais ou um deles exceder o outro em comprimento e largura
(PHILLIPS, 1970). Ainda, para algumas espécies de insetos, somente um derivado mitocondrial é
encontrado no espermatozdide maduro (BACCETTI, 1972).

Outra caracteristica dos espermatozéides de insetds € a presenca, em algumas espécies, de uma ou duas
estruturas alongadas de textura paracristalina situadas paralelamente ao axonema. Estas estruturas foram
denominadas de corpos acessorios (BACCETTI, 1972). A origem e a fungio estes COrpos acessorios ainda

nio foram determinadas.



5 OBJETIVOS

Este estudo tem como objetivo principal caracterizar a estrutura e ultra-estrutura da espermiogénese e

dos espermatozdides do inseto Cosmopolites sordidus Germar (Coleoptera: Curculionidae).
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Material

Os espécimes de Cosmopolites sordidus (Germar), machos e fémeas adultos, foram obtidos do
laboratério do Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de Vigosa (MG), onde estes
animais, coletados nos bananais do Estado do Espirito Santo, sdo mantidos para o estudo da biologia de sua

reprodugéo.

6.2 Métodos

6.2.1 Processamento dos Testiculos para a Microscopia de Luz

6.2.1.1 Fixacio - Ostesticulos foram dissecados sob microscépio estereoscépico. Cada um foi dividido
em duas partes, cada uma com cerca de imm e colocados em solugio fixadora de Karnovsky (1965). Apos
2 a 3 horas, 2 temperatura ambiente, os fragmentos foram lavados por uma hora em tampéo fosfato 0,1M
apH7,2.

6.2.1.2 Desidratag@o - O material foi desidratado em uma série etandlica de concentragao crescente:
4lcool 45% (quinze minutos), dlcool 75% (quinze minutos), dois banhos de 10 minutos cada em dlcool 95%
e trés, também de 10 minutos cada, em dlcool absoluto. Toda a desidratagao foi feita a temperatura ambiente.

6.2.1.3 Pré-infiltragdo - Esta foi feita 4 temperatura ambiente, com dois banhos de 30 minutos cada,
em uma mistura da solugio A (Kit JB-4, Polysciences) e dlcool absoluto (1:1 € 2:1, espectivamente).

6.2.1.4 Infiltracdo - A infiltracdo foi feita a 4°C, com 3 banhos de 45 minutos cada, em uma mistura
da solugdo A (30ml) e catalisador C (0,27g). Foi também adicionado a esta solugdo 0,7ml de metilmetacrilato.

11



6.2.1.5 Incluséo - A resina de inclusdo foi preparada com 10ml da solugdo de infiltragio (30ml de
solugdo A e 0,27g de catalisador C) e 0,5ml da solugdo B (do Kit JB-4). Antes da inclusio propriamente
dita, os espécimes foram mantidos por 30 minutos nesta resina a 4°C. A seguir, os fragmentos foram
transferidos para capsulas de gelatina, as quais foram totalmente preenchidas com a resina. Para a
polimerizagao da resina, as cdpsulas foram mantidas a temperatura ambiente e no vicuo (o oxigénio impede

a polimerizac@o) por uma hora. ApSs este tempo, elas foram transferidas para estufa a 60°C por uma noite.

6.2.1.6 Obtencio de Cortes Semifinos - Cortes de 0,5 e 1,0um de espessura foram obtidos em
ultramicrétomo LKB ULTRATOME 111, com navalhas de vidro. Os cortes foram coletados com pinga fina
e colocados sobre uma gota de 4gua em uma limina de vidro. Logo apés os cortes distenderem-se, 0 excesso
de dgua era removido com papel de filiro e as 1aminas transferidas para estufa a 37°C, por uma hora, para
melhor aderé€ncia dos cortes.

6.2.1.7 Coloragio pela Hematoxilina e Eosina (HE) - Antes da coloracio, os cortes foram hidratados
em uma série etanélica de concentrago decrescente: dlcool absoluto 10 minutos, dlcool 95% por S minutos,
mais 5 minutos em dlcool 75% e, por dltimo, em agua destilada por 5 minutos.

Os cortes foram corados pela hematoxilina de Harris por 20 minutos, lavados por 10 minutos em dgua
corrente e corados pela eosina por 12 minutos. Depois de passado rapidamente em dgua destilada, para
retirar o excesso de corante, e secos 4 temperatura ambiente, o material foi diafanizado em xilol por 5
minutos € montados em balsamo do Canada.

As microfotografias foram feitas em filme preto € branco T MAX da Kodak em microscépio Zeiss.
6.2.2 Processamento dos Testiculos para a Microscopia Eletronica de Transmissdo - MET.

Os testiculos foram dissecados sob microscSpio estereoscépico e cada testiculo foi dividido em 2 partes
com aproximadamente 1mm cada. A dissecgdo foi efetuada em solugdo fixadora de glutaraldeido 3% em
tampéo fosfato Sérensen 0.1M a pH 7.2, adicionado de sacarose 0.1M e de algumas gotas de cloreto de
calcio 0.1M.

6.2.2.1 Fixacao - O material permaneceu na solugo fixadora acima referida por 2 a 3 horas e foi entio,
lavado no mesmo tampao durante 1 hora, efetuando-se 2 trocas. A pds-fixagio foi efetuada em tetréxido de
6smio 1% em tampéo fosfato 0.1M a pH 7.2, por uma hora (GLAUERT, 1975). Depois de osmificados, os
fragmentos foram lavados no tampéo fosfato e submetidos ao tratamento por 4cido tinico 2% em tampio

fosfato por 1 hora. Toda a fixagio foi feita a 4°C.
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6.2.2.2 Desidratagao - Apods ter sido lavado em 4gua destilada, o material foi submetido 2 desidratagio
em uma série de concentragio crescente de alcool etilico, comegando com um banho de 15 minutos em
alcool 45%, seguido de 15 minutos em dlcool 75% e 45 minutos no dlcool 95%, em 3 trocas. Até este passo,
a desidratagio foi feita a 4°C. O dlcool 95% foi substituido por dlcool absoluto, onde o material permaneceu
por 30 minutos, em 3 banhos de 10 minutos cada, a temperatura ambiente. Ap6s a desidratagiio, efetuou-se
a substituigdo do etanol pela acetona. Primeiro desprezou-se o dlcool absoluto e adicionou-se acetona e
alcool absoluto na proporgio de 1:1, deixando o material nesta solugio por S minutos. Depois o material
foi imerso em acetona pura por 5 minutos, a temperatura ambiente. Esta (iltima etapa foi repetida mais uma
vez.

6.2.2.3 Infiltracio e Inclusao - Depois de desidratados e embebidos em acetona, os fragmentos de
testiculos foram transferidos para a solug@o de infiltragdo. Esta consistia de uma mistura de Epon € acetona
na proporgao de 1:1. Nesta solucio os espécimes permaneceram por uma noite ou 12 horas, a temperatura
ambiente, em frascos abertos. A seguir procedeu-se a inclusio do material em Epon 812 (LUFT, 1961). Os
blocos foram transferidos para estufa a 60°C, onde permaneceram por 3 dias, para a polimerizacdo completa
da resina.

6.2.2.4 Obtencao dos Cortes Ultrafinos - Cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo LKB
ULTRATOME 111, com navalhas de vidro e de didmante. Os cortes foram coletados em telas de cobre de
malha 300 e contrastados em solugio aquosa de acetato de uranila a 2% (WATSON, 1958), por 20 minutos,
a temperatura ambiente; e a seguir em solugio de citrato de chumbo a 0,2% em solugéo 0,1N de hidréxido
de s6dio (VENABLE & COGGESHALL, 1965), por 8 minutos, a temperatura ambiente.

As observagoes foram feitas em microscSpios eletrénicos de transmissdo ZEISS EM9S e EM902,

operado a 60 e 80kV, respectivamente, € as micrografias foram feitas em filme Kodalith.
6.2.3 Processamento dos Espermatozéides para Coloracio Negativa

As espermatecas de fémeas adultas de C. sordidus, foram dissecadas e colocadas em tampéo cacodilato
0,1M apH 7,2, em uma pequena placa de Petri. As espermatecas foram comprimidas suavemente com uma
pinga de forma a liberar os espermatozdides para o tampao. Com uma pipeta Pasteur os espermatozéides
foram dissociados e a suspensédo transferida para um pequeno tubo de ensaio. O material foi submetido ao
ultra-som por 2 minutos. Depois de sonicado, pequenas gotas de material foram colocadas em tela de cobre
de malha 300 com filme de coldédio recobertos com carbono. Apés 3 minutos o excesso de tampio foi
retirado com papel de filtro. O material foi entdo tratado com solugéo de 4cido fosfotingstico a pH 7,0 com

hidréxido de potdssio (KPT). Passados 2 minutos, o excesso de KPT foi também retirado com papel de
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filtro. Apos as telas secarem, foram observadas e os espermatozéides fotografados em filme Kodalith em
microscépios eletronicos de transmissio ZEISS EM9S e EM902.

6.2.4 Preparo dos Espermatozdides para Microscopia Eletronica de Varredura

Os testiculos foram dissecados € colocados sobre laminula, em 2 gotas de fixador I (4cido acético
glacial/etanol absoluto/dgua destilada - 3:3:4). O material foi dissociado o mais rdpido possivel com estiletes
e, em seguida, pingou-se sobre o material, 2 gotas do fixador II (4cido acético glacial/etanol absoluto - 1:1).
O fixador II espalha-se por toda a laminula, empurrando o fixador I para a periferia, de onde ele é removido
com papel de filtro. Ap6s 2 a 3 minutos (antes do fixador II secar) acrescentou-se 2 gotas de fixador III
(4cido acético glacial). Antes que o fixador III evaporasse totalmente, foi colocada, sobre o material uma
solugio de glutaraldeido 3% em tampao fosfato 0.1M a pH 7.2. Ap6s 30 minutos, o material foi lavado no
mesmo tampao fosfato, desidratado em dlcool 75%, dlcool 95% e alcool absoluto, por 5 minutos cada, 3
temperatura ambiente. O material foi seco em aparelho de ponto critico, com COz e recoberto com ouro.

As observagdes € micrografias foram feitas em microscdpio eletrénico de varredura Jeol T300.
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7 RESULTADOS

7.1 A Organizagio dos Espermatocistos no Testiculo

O Cosmopolites sordidus (Figs. 1A e B) possui um par de testiculos, cada um formado por dois 16bulos
(Fig. 1C), sendo cada I6bulo formado por foliculos fundidos (Fig. 1D). As espermétides desenvolvem-se
em cistos dentro dos foliculos. Em um mesmo foliculo sdo encontrados cistos em diferentes estadios de
diferenciagao. Entretanto, as espermatides diferenciam-se sincronicamente em um mesmo cisto (Figs.
2A-E). Em estadios bem iniciais da espermiogénese, as espermdtides arredondadas encontram-se
distribuidas por todo o cisto e seu volume € quase todo ocupado pelo niicleo e pelas mitocondrias ou
complexo mitocondrial (Fig. 2B). Em seguida, devido a formacdo do flagelo, o citoplasma comega a
alongar-se em diregéo ao centro do cisto, levando os niicleos, ainda esféricos, a ocuparem a periferia deste
(Figs. 2C e D). Em fase subsequente, o niicleo passa de redondo a fusiforme (cisto d e inserto, Fig. 2C).
Conforme a espermiogénese continua, estas espermétides passam por um processo de alongamento bastante
acentuado do nicleo e do flagelo, resultando em espermatozéides muito longos e finos (Fig. 2E). O
alongamento de todos os niicleos dentro do cisto ocorre na mesma diregio, de forma que os espermatozdides
dispoem-se em feixes, com a maioria dos nlicleos na mesma altura e todos os espermatozdides com a mesma

orientagao (Fig. 2E).

7.2 EStédios da Diferenciacao das Espermatides

Para facilitar a compreensido da espermiogénese em C. sordidus, este processo foi dividido em 10
estddios com base nas principais alteracbes em nivel de niicleo e flagelo. Esta classificagio serd apresentada

de forma sumaria.
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Estadio 1. As espermatides jovens sdo c€lulas esféricas de niicleo também esférico, com cromatina
predominantemente frouxa (Fig. 3A). As mitocondrias agrupam-se em uma regio do citoplasma e iniciam
o processo de fusao (Figs. 3A, 10A e B). O complexo de Golgi localiza-se préximo ao niicleo e as
mitocdndrias agrupadas (Fig. 3A).

Estadio 2. Neste estadio tem-se um aumento da drea de cromatina condensada distribuida pelo niicleo
(Fig.3B). O complexo de Golgi apresenta-se mais desenvolvido e, a caracteristica mais marcante ¢ a
presenga de um complexo mitocondrial ou "Nebenkern" tipico, formado apés a fusio das mitocdndrias
(Figs. 3B ¢ 10C).

Estidio 3. A formagio do flagelo comega neste estidio e, em consequéncia, o citoplasma deste lado
alonga-se. O complexo mitocondrial localizado ao lado do axonema de padrdo 9 + 2 também comega a
alongar-se e, em consequéncia, o nimero de camadas diminui. A cromatina em processo de condensagao
passa a ocupar a periferia do nicleo e, no citoplasma, observa-se grande quantidade de lamelas lisas (Figs.
3Cel11A)

Estidio 4. Nesta fase toda a cromatina estd condensada, tem aspecto granular e no preenche todo o
volume nuclear. A caracteristica mais marcante deste estidio é a formagio dos dois derivados mitocondriais
a partir do complexo mitocondrial. No final desta fase é formado o adjunto centriolar e os microtibulos
acessérios do axonema (Fig. 4A).

Estadio 5. A caracteristica deste estddio é a mudanga de forma do niicleo, de redonda para fusiforme,
e o aparecimento de uma camada simples de microtibulos associada a face citoplasmitica do envoltério
nuclear. No final deste estidio a cromatina tem aspecto finamente fibrilar, a base do niicleo é ocupada pelo
centriolo e seu adjunto e o dpice, pela vesicula pré-acrossomica (Figs. 4B e C).

Estddio 6. Neste estidio, as células apresentam niicleo em alongamento. A cromatina tem aspecto
granulo-fibrilar grosseiro e muitas dreas elétron transparentes. Pode-se ainda observar o adjunto do
centriolo. No flagelo, os dois derivados mitocondriais passam a possuir didmetros desiguais, iniciando-se
a cristalizacao de material no derivado maior. O axonema passa a exibir o padrdo "9 + 9 + 2" (Figs. 4D, E
e 5A).

Estadio 7. O nicleo alongado tem formato oval, em secgio transversal, e exibe duas concavidades de
um mesmo lado, onde a camada de microtibulos é descontinua. Durante esta fase a cromatina torna-se
filamentosa (Figs. 5B-F) e, no flagelo, comega a cristalizacio de material no derivado mitocondrial menor
¢ a formacgao dos dois corpos acessérios (Fig. 12D). O adjunto do centriolo ndo é mais observado (Fig.
15C).

Estadio 8. A principal caracteristica deste estddio € a associagdo entre si dos filamentos cromatinicos

em cordoes espessos € a coalescéncia destes em massas cromatinicas. Entre os cordbes e as massas
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cromatinicas existem grandes 4reas elétron transparentes. As concavidades nucleares estio bastante
reduzidas e o niicleo, em secgio transversal, reassume o contorno arredondado (Figs. 6A-E). No final desta
fase todos os corddes cromatinicos coalescem, as éreas elétron transparentes desaparecem e o niicleo, com
didmetro menor, tem o seu volume todo ocupado pela massa cromatinica. Nesta massa cromatinica
observam-se muitos espacos finos e elétron transparentes, regularmente distribuidos (Figs. 7A-C). No
flagelo, continua a aumentar o material paracristalino dos derivados mitocondriais, especialmente no maior,
e inicia-se a formagéo das expansoes dos corpos acessérios (Fig. 12E).

Estidio 9. Neste estadio a cromatina apresenta-se totalmente compactada e o niicleo tem formato
arredondado, em seccao transversal. Os microtibulos associados ao envoltdrio nuclear e aos derivados
mitocondriais ainda estao presentes. As expansdes dos corpos acessdrios estido bastante desenvolvidas € o
citoplasma € reduzido (Figs. 7D, E e 12F).

Estddio 10. Espermatozdides. Nesta fase final, o citoplasma residual é perdido € com ele, os
microtibulos. O nicleo apresenta cromatina fortemente compactada e homogénea (Figs. 8A-C). O flagelo,
em secgio transversal, assume forma oval e o derivado mitocondrial maior torna-se quase completamente

preenchido por material paracristalino (Figs. 13A-C).

7.3 Eventos Especificos da Espermiogénese

7.3.1 As Transformacoes Nucleares

O niicleo das espermatides, no primeiro estadio, logo apds a 22 divisdo meidtica, é esférico, tem didmetro
em torno de 6,3pm e a cromatina, dispersa, ocupa todo o volume nuclear (Fig. 3A). No segundo estadio
observa-se um aumento nas dreas de cromatina condensada espalhadas pelo niicleo (Fig. 3B). No terceiro
estddio, aproximadamente metade do volume nuclear estd ocupado pela cromatina condensada, mas, esta
agora se restringe a periferia do niicleo (Fig. 3C). No quarto estddio, toda a cromatina torna-se condensada,
passando a ocupar um menor volume dentro do nicleo, ficando este com uma 4rea de nucleoplasma elétron
transparente (Figs. 3D e 4A). Nesta fase a cromatina tem aspecto granular e, aparentemente, a espermatide
ainda possui nucléolo (Fig. 4A). Apds esta condensagio cromatinica, durante o quinto estddio, o nicleo
sofre mudanga de formato, passando de esférico a fusiforme (Figs. 4B e C). Esta alteragio nuclear coincide
com o aparecimento, no citoplasma, de microtibulos orientados longitudinalmente, em fila Gnica e paralelos
ao envoltdrio nuclear (Fig. 4C). No final desta fase, a drea elétron transparente desaparece € a cromatina

passa a apresentar um aspecto finamente fibrilar (Fig. 4C). Nas fases seguintes da espermiogénese as
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principais alteragdes nucleares correspondem ao alongamento do nicleo € a simultinea compactacio da
cromatina. No sexto estddio a cromatina condensada comega a sofrer rearranjo, passando a exibir aspecto
grosseiramente granulo-fibrilar, sendo circundada por muitas regiGes elétron transparentes. Nesta fase, o
nicleo ainda se apresenta arredondado, em secgao transversal (Fig. 4D).

No sétimo estadio, a cromatina de aspecto granulo-fibrilar torna-se filamentosa. Estes filamentos sio
perfeitamente regulares em didmetro, medindo aproximadamente 30nm (Figs. SC-F). Nesta fase o nicleo,
em corte transversal, mostra-se ovalado com os eixos X e Z desiguais (Fig. 5B). De um lado do eixo maior
(X), o niicleo apresenta-se uniformemente convexo, enquanto do outro forma-se duas concavidades (Figs.
5B-D). A camada de microtiibulos associada ao nicleo e as lamelas lisas que separam estes do restante do
citoplasma, sdo descontinuas nestas duas regides concavas (Figs. 5C e D). O processo de formacio dos
filamentos a partir da cromatina condensada, inicia-se do lado nuclear uniformemente convexo e progride
em direcdo ao lado do niicleo que tem as duas concavidades. No final desta fase, toda a cromatina encontra-se
na forma de filamentos de aproximadamente 30nm e estes filamentos, aparentemente, encontram-se
associados ao envoltério nuclear de um lado do nicleo (Fig. 5F).

No oitavo estddio, os filamentos cromatinicos comecam a se associar, formando cordoes de
aproximadamente 70nm de didmetro (Figs. 6B-D). Ao mesmo tempo, estes cordées vao coalescendo em
massas cromatinicas, inicialmente na periferia do nicleo (Fig. 6B). Entre os corddes nio coalescidos e as
massas cromatinicas, t€m-se dreas nucleoplasmaticas elétron transparentes relativamente grandes. Quando
todos os cordoes cromatinicos coalescem, estas dreas nucleoplasméticas elétron transparentes nio sio mais
observadas e o nicleo reduz-se em didmetro (Figs. 7A-C).

A associagao entre filamentos de 30nm para formar os cordoes de 70nm, ocorre de tal forma que, no
centro destes Gltimos permanece um espago elétron transparente de aproximadamente 15nm. Da mesma
forma, quando os cordGes de 70nm coalescem, entre eles também surgem espagos iguais, de modo a
torna-los indistinguiveis dos espagos dos corddes. Estes pequenos espagos elétron transparentes, na massa
cromatinica, tém distribui¢éo bastante regular, formando hexagono, e distincia de 35nm entre si (inserto,
Fig. 6D).

Durante o nono estddio, a cromatina sofre uma maior compactagio, desaparecem os pequenos €spagos
elétron transparentes e o didmetro do nicleo € bastante reduzido (Fig. 7D). Nesta fase, ainda estdo presentes
a camada de microtibulos, mais préximos entre si, € as duas regiGes que anteriormente formavam as
concavidades nucleares (Fig. 7D). Em corte longitudinal, observam-se pequenas estruturas eletrondensas
regularmente distribuidas entre os microtibulos e o niicleo (Fig. 7E). As lamelas lisas que separavam os

microtiibulos do resto de citoplasma ndo sio mais observadas (Figs. 7D ¢ E).
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Finalmente, no espermatozdide, décimo estédio, o nicleo € bastante longo e fino e a cromatina alcanga
a sua compactagio méxima. O restante de citoplasma juntamente com a camada de microtibulos desaparece

completamente (Figs. 8A-C).
7.3.2 A Formacao do Acrossomo

A formagao do acrossomo inicia-se ja@ no segundo estddio. Uma vesicula de eletrondensidade média,
situada entre o nucleo € o complexo de Golgi € vista na figura 9A. Aparentemente esta vesicula € derivada
do complexo de Golgi e dard origem ao acrossomo. No quarto estidio, esta vesicula pré-acrossdmica
torna-se justaposta ao niicleo e a regido de contato com o envoltdrio nuclear € relativamente plana e mais
eletrondensa (Fig. 9B, inserto). No quinto estadio, durante a alteracdo na forma do nicleo, a vesicula
pré-acrossdmica move-se anteriormente, alcangando o dpice deste e assume a forma de calota (Figs. 9C e
D). Em fase da espermiogénese correspondente ao oitavo estddio, o acrossomo, ja bastante desenvolvido,
apresenta suas trés estruturas: o perforatorium, a vesicula acrossdmica e o material extra-acrossomal (Fig.
9E). Nas fases finais da espermiogénese, a redugao no didmetro do niicleo € acompanhada pela do acrossomo
¢ o menor didmetro do acrossomo se deve a redugio na espessura da parede da vesicula acrossdmica. O
material extra-acrossomal também aumenta, localizando-se mais anteriormente (compare as Figs. 9E e G).
A vesicula acrossomal assemelha-se a um cone invertido revestindo o perforatorium (Fig. 9G). Também
nestas fases finais forma-se uma cavidade de aproximadamente 100nm, na extremidade anterior do nicleo,

a qual é ocupada pela base do perforatorium {Fig. 9G).
7.3.3 A Formacéo dos Derivados Mitocondriais

Na espermadtide jovem, logo apdés a segunda divisio meidtica, primeiro estddio, as numerosas
mitocondrias, agrupam-se em uma determinada regifo do citoplasma ao lado do nicleo e iniciam o processo
de fusdo (Figs. 10A e B). No segundo estiddio, a espermdtide exibe um complexo mitocondrial ou
"Nebenkern" tipico, resultante da fusdo destas mitocdndrias (Fig. 10C). Este complexo mitocondrial, em
corte transversal, tem aproximadamente 4um de didmetro e é formado por duas estruturas mitocondriais
planas e enroladas uma na outra. Cada estrutura tem 160nm de espessura e entre elas hd um distanciamento
perfeitamente regular de 40nm, onde ja existem microtibulos (Fig. 10C).

No terceiro estddio, conforme o citoplasma da espermatide se alonga, o complexo mitocondrial, ja
posicionado ao lado do axonema em crescimento, também se alonga (Fig. 11A). Em consequéncia, o niimero
de camadas vai sendo reduzido e os microtibulos tornam-se mais préximos entre si (Figs. 10D e E). Observe

na figura 10D as camadas enumeradas de 1 a 6 onde os nimeros impares indicam camadas de uma mesma
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mitocdndria do complexo enquanto os nimeros pares representam camadas da outra. No final deste estiddio
o niimero de camadas reduz-se para 4 (Figs. 11B e C). No préximo estddio, as duas estruturas se separam,
formando os dois derivados mitocondriais (Figs. 11D e E). Estes dois derivados se dispdem préximos e
paralelos entre si e ao lado do axonema. Em seguida estes derivados sio separados um do outro e do
citoplasma adjacente por uma camada de microtibulos (Fig. 12A). Em determinadas fases, observam-se
lamelas lisas separando microtibulos e derivados do restante de citoplasma e do axonema (Figs. 12A e C).
Inicialmente, os dois derivados possuem didmetros similares (Figs. 12A e B), mas logo se diferenciam.
Concomitantemente a esta diferenciagio, dd-se a deposi¢ao de um material paracristalino no seu interior, o
que ocorre primeiro no maior (Fig. 12C), onde se tornard bem mais desenvolvido. Este material é formado
por numerosos bastoes em arranjo hexagonal ao longo da face interna da membrana dos derivados, adjacente
ao axonema (Fig. 12D). No derivado mitocondrial maior, este material paracristalino continua a aumentar
até preencher praticamente todo este derivado (Figs. 12E-F, 13A-C e 17A-D). O derivado mitocondrial
menor acumula bem menos material paracristalino (Fig. 12E e 16C), sendo ele tomado quase que totalmente
pelas cristas mitocondriais que se dispdem em 4ngulo reto relativo ao seu maior eixo (Figs. 16D e 17E). A
distincia entre estas cristas € regular e mede aproximadamente 40nm (Fig. 18E). No derivado mitocondrial
maior as cristas mitocondriais tém a mesma disposigiio e espagamento, mas sio bem curtas e limitam-se 3
periferia de um dos lados deste derivado (Figs. 12G e 17C).

No espermatozoide, em secgio transversal, o derivado mitocondrial menor € eliptico com dimensdes
de 0,18 € 0,23um, enquanto o0 maior tem secgdo arredondada com didmetro por volta de 0,30um (Figs.
13A-C). A extremidade anterior deste derivado encontra-se inserida em uma cavidade na base do niicleo

(Fig. 15G). Nesta fase a camada de microtibulos que circundava cada derivado nao é mais observada.

7.3.4 O Centriolo

Em C. sordidus a espermitide retém, aparentemente, um dnico centriolo, o qual dar4 origem ao
axonema. Na espermatide jovem este centriolo se posiciona em uma depressio lateral do nicleo e apresenta
uma estrutura centriolar tipica de 9 trincas de microtibulos (Fig. 14A). No quinto estddio,
concomitantemente com a transformacio do formato nuclear, o centriolo alcanga sua posigio posterior
definitiva (Fig. 15B). No espermatozdide a configuracgdo centriolar inicial de 9 trincas de microtibulos nio
¢ mais mantida, os microtdbulos apresentam-se organizados, como no axonema, em duplas mais um

microtibulo acessério para cada dupla. Obviamente, nio possui os dois microtibulos centrais (Fig. 15H).



7.3.5 O Adjunto do Centriolo

Na espermatide jovem, logo que o centriolo se associa ao envoltdrio nuclear, observa-se enire estes
uma pequena estrutura eletrondensa que, presumivelmente, ird contribuir para a formagao do adjunto do
centriolo (Fig. 14 A). Nas primeiras fases da espermiogénese, durante todas as alteragdes das mitocdndrias
até a formagéo dos derivados mitocondriais, inicio do terceiro estddio, o adjunto do centriolo nio apresenta
desenvolvimento significativo, restringindo-se a pequena estrutura eletrondensa inicial (Fig. 11E).
Entretanto, antes de qualquer alteragao significativa nos derivados e na forma do nicleo, ocorre uma rdpida
deposicdo de material eletrondenso em torno da porgao anterior do centriolo, formando assim o adjunto do
centriolo (Figs. 14B-E). Este adjunto tem a forma de um anel que circunda o centriolo (Fig. 14D) por uma
extensio de aproxXimadamente 400nm (Fig. 14E).

No quinto estidio, durante a transformagdo niiclear, o adjunto do centriolo aumenta (Fig. 15A) e, no
final desta fase ele, juntamente com a extremidade anterior do centriolo, ocupam toda a base do niicleo (Fig.
15B). Este adjunto centriolar tem aspecto finamente granular e apresenta dreas elétron transparentes (Figs.
14E e 15B). Observe que o adjunto do centriolo ndo impede que a extremidade anterior do centriolo se
aproxime da membrana nuclear, onde esta se apresenta mais espessa. Isto ndo acontece com os derivados
mitocondriais, que permanecem afastados do envoltério nuclear (Figs. 14E e 15B).

A partir do sé€timo estddio, fase em que toda a cromatina se encontra na forma de filamentos de 30nm
de didmetro, o adjunto centriolar desaparece completamente e os derivados mitocondriais aproximam-se

do envoltdrio nuclear (Fig. 15C).
7.3.6 A Formacao do Axonema

O axonema comega a ser formado em fases bem iniciais da espermiogénese. Ele origina-se a partir do
centriolo situado na depressao do envoltério nuclear (Fig. 14A). No segundo estidio da espermiogénese,
ja se observa o axonema em formagao ao lado do complexo mitocondrial (Fig. 10C).

Durante o terceiro estadio, simultaneamente ao alongamento do citoplasma, tem-se o crescimento do
axonema (Fig. 11A). No final do quarto estddio ocorre a formagio dos microtiibulos acessdrios, a partir dos
microtibulos B das duplas periféricas (Figs. 4A e 12A). Apés esta fase 0 axonema encontra-se organizado
na sua configuragao definitiva, sendo formado por dois microtiibulos centrais, nove duplas periféricas e
nove microtibulos acessérios, padrao "9 + 9 + 2" (Fig. 12B).

No sétimo estadio, fase da espermiogénese em que se inicia a formagao dos corpos acessérios, ocorre

deposigio de material eletrondenso no interior dos nove microtibulos acessérios e em um dos microtibulos
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centrais (Fig. 12D). E provével que seja também nesta fase que ocorra a formagio das fibras densas

associadas as duplas de microtibulos (Fig. 12F).
7.3.7 A Formacio dos Corpos Acessérios

A formagao dos dois corpos acessdrios inicia-se no sétimo estidio da espermiogénese. Estes surgem
inicialmente como duas pequenas estruturas eletrondensas, situadas em lados opostos do axonema, de tal
modo que cada uma posiciona-se no vértice de um édngulo reto entre o axonema e o derivado mitocondrial
do mesmo lado (Fig. 12D). Desde o inicio estas estruturas ja estdo associadas a microtibulos, exceto na
face voltada para o axonema (Fig. 12D). No nono estddio observa-se, em cada corpo acess6rio uma expansio
formada de material menos eletrondenso. Estas expansdes localizam-se entre o corpo acessério € o derivado
mitocondrial do mesmo lado. A camada de microtibulos que envolve parcialmente cada corpo acessério
em formagio, aumenta e passa a envolver també€m as expansdes pelo lado adjacente 3 membrana plasmadtica
(Fig. 12F). O crescimento destas expansdes faz com que os derivados mitocondriais distanciem-se do
axonema (compare as figuras 12E e 12F). Este crescimento é bem mais acentuado na expansio do corpo
acessorio situado do mesmo lado do derivado mitocondrial maior (Fig. 12F). Durante a dltima fase da
espermiogénese, 0s COrpos acessorios, em corte transversal, adquirem a forma aproximadamente triangular

€ suas expansOes passam a ocupar cerca de 1/3 da drea transveral do flagelo (Fig. 13B-C).
7.4 A Morfologia dos Espermatozéides e a Organizacio do Flagelo.

Os espermatozéides de C. sordidus, como na maioria dos Curculionoidea, sdo bastante longos e finos,
medindo cerca de 160um de comprimento (Fig. 18A). A cabeca é fina e longa, com 20um de comprimento
e, a partir da metade, vai afilando levemente em diregao a extremidade anterior (Figs. 16A e 18A). O flagelo
de C. sordidus, € assimétrico e € formado pelo axonema de padrdo "9 + 9 + 2", por dois derivados
mitocondriais diferentes e por dois corpos acessérios (Figs. 13A-C, 16B e D). Em corte transversal, o
flagelo possui forma oval, com o axonema e o derivado mitocondrial maior ocupando extremidades opostas
(Figs. 13A-C). Os dois corpos acessérios sdo estruturas eletrondensas, de secgio transversal
aproximadamente triangular, que flanqueam o axonema de forma a circundar aproximadamente metade
deste, separando-o dos derivados mitocondriais (Figs. 13A-C). Cada corpo acessério possui uma expansio
formada por um material menos compacto, sendo ela bem mais desenvolvida em um deles (Fig. 13B e C).
O axonema tem didmetro constante e € 0 elemento mais longo do flagelo, seguido pelo derivado mitocondrial
maior (n% 1 e 2, Fig. 13A), mesmo embora todos os quatro elementos sejam, quase tdo longos quanto o

axonema (Fig. 16C). A figura 18D mostra uma regiao mediana do flagelo, onde sdo observados dois
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filamentos, um linear e o outro ondulado. Em corte longitudinal, observa-se que o filamento linear
corresponde a0 derivado mitocondrial maior e que o filamento ondulado € formado pelo axonema, pelo

derivado mitocondrial menor e pelos dois corpos acessérios (Fig. 18E).






Prancha 1

Figs. 1A e B. Aspectos dorsal e ventral, respectivamente, do inseto C. sordidus. 9X.

Fig. 1C. Fotografia de um dos testiculos de C. sordidus, formado por 2 I6bulos (Ib). Vesicula seminifera
(vs). 32X.

Fig. 1D. Corte transversal de um I6bulo testicular. Notar que o Iébulo é formado por foliculos (fc) unidos
por tecido conjuntivo (setas). 58X.






Prancha 2

Figs. 2 A-E. Cortes semifinos de testiculos incluidos em historesina e corados pela Hematoxilina e
Eosina.

Fig. 2A. Corte transversal do testiculo mostrando uma regido folicular com varios cistos em diferentes
estadios da espermiogénese. As letras a, b, ¢ e d indicam cistos em estddios progressivos de
maturacio. A seta mostra o nicleo de uma célula cistica. 580X.

Fig. 2B. Cisto a da figura anterior mostrando espermétides em estddio inicial da espermiogénese. Os
niicleos (N) apresentam-se distribuidos por todo o cisto e as mitocondrias (m) j4 se encontram
agrupadas em uma regido do citoplasma. 1.440X.

Fig. 2C. Cistos indicados por ¢ e d na figura 2A. Observar os nicleos das espermatides do cisto d em
fase inicial de alongamento. Adjunto do centriolo (cabega de seta); flagelos em formacio (f).
1.830X. O detalhe mostra um nicleo em fase de alongamento mais adiantada. 3.980X.

Fig. 2D. Cisto com espermdtides em estiddio idéntico ao do cisto ¢ da figura anterior. As células

polarizam-se com disposigdo periférica dos nidcleos (seta), enquanto os flagelos ocupam
praticamente todo o cisto. 800X.

Fig. 2E. Corte longitudinal de um feixe de espermatozdides. Notar as cabecas (ponta de seta) bastante
longas e finas e todas com a mesma orientagao. 840X.






Prancha 3

Fig. 3A. Espermatide bastante jovem, no primeiro estidio da espermiogénese. Notar o niicleo (N) esférico
com cromatina predominantemente frouxa. Mitocondrias (m) agrupadas de um lado do nicleo;
complexo de Golgi (G). 7.040X.

Fig. 3B. Espermitide no segundo estiddio da espermiogénese. Observar o aumento na quantidade de
cromatina condensada (estrelas) espalhada pelo nicleo (N). Complexo mitocondrial (cm);
complexo de Golgi (G). 11.680X.

Fig. 3C. Espermatide em comego de alongamento do citoplasma (ct), correspondente ao terceiro estidio.
Notar que o didmetro do niicleo (N) foi muito reduzido e a cromatina condensada (asterisco) passa
a ocupar a periferia do niicleo. Lamelas lisas (1); complexo mitocondrial (cm); complexo de Golgi
(G). 10.300X |

Fig. 3D. Espermatide no inicio do quarto estddio. Nesta fase toda a cromatina encontra-se condensada.
Nicleo (N); drea elétron transparente (estrela); derivados mitocondriais (dm); centriolo (seta);
ponte citoplasmadtica (p). 13.000X
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Prancha 4.

Fig. 4A. Espermitide no final do quarto estadio da espermiogénese. Observar o aspecto granular da
cromatina. A seta maior mostra um provavel nucléolo. Nucleo (N); area elétron transparente
(asterisco); microtabulos (setas); citoplasma (ct); envoltorio nuclear (en). 43.000X. No detalhe,
o flagelo de uma espermatide na mesma fase, mostrando: os derivados mitocondriais (dm), o
axonema (ax) e as lamelas lisas (1). 59.870X.

Fig. 4B. Espermitide no quinto estddio. Observar o niicleo (N) em transformagcéo, passando de esférico a
fusiforme. Vesicula pré-acrossomal (vp); flagelo (f); poros nucleares (setas). 15.560X.

Fig. 4C. Corte longitudinal de uma espermatide no final do quinto estddio. Observar que nesta fase o
nicleo € fusiforme e acromatina exibe aspecto finamente fibrilar. Vesicula pré-acrossémica (vp);
adjunto do centriolo (ad); centriolo (ce); membrana plasmadtica (cabega de seta). 18.290X.

Fig. 4D. Espermitide no sexto estiddio da espermiogénese, em corte obliquo, mostrando nucleos (N) e
flagelos (f). A cromatina possui aspecto grinulo-fibrilar mais grosseiro e o nucleoplasma édreas
de menor densidade. A seta mostra uma espermdtide seccionada ao nivel da transigao
nicleo-flagelo. 8.600X.

Fig. 4E. Corte longitudinal da regido nuclear (N) de uma espermatide em estddio igual ao da figura anterior.
Microtibulos (mt). 25.510X.
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Prancha 5

Fig. 5A. Corte transversal de uma espermédtide no sexto estddio da espermiogénese. O nicleo (N) em
secgao transversal apresenta-se arredondado e envolvido por uma camada simples de
microtibulos (mt). As setas mostram as duas regides onde a camada de microtiibulos e as lamelas
lisas (L) sdo descontinuas. 55.100X.

Fig. 5B. Corte transversal de esperméatides no sétimo estddio da espermiogénese. Nesta fase, grande parte
da cromatina encontra-se em forma de filamentos e o niicleo (N), em secg¢do transversal, é
aproximadamente ovalado com dois eixos representados por X (maior eixo) e Z (menor eixo).
Flagelo (f); derivados mitocondriais (d); axonema (seta). 19.640X.

Figs. 5C e D. Maior aumento de duas espermatides da figura 5B. Observar que as duas regides onde a
camada de microtibulos (mt) e as lamelas lisas sdo descontinuas, formam-se concavidades
nucleares bastante acentuadas (setas). As cabegas de setas mostram os filamentos cromatinicos e
os asteriscos a cromatina condensada ainda nao filamentosa. Nicleo (N). C = 68.890X ¢ D =
62.000X

Figs. S5E e F. Cortes longitudinais de espermatides em estddio igual ao da figura 5B. Observar que todos
os filamentos cromatinicos possuem o mesmo didmetro, aproximadamente 30nm, e que
aparentemente estao ligados (setas) a cromatina condensada (asterisco em E) ou ao envoltério
nuclear quando ndo existe mais cromatina condensada (em F). Nicleo (N). 36.920X.
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Prancha 6

Fig. 6A. Espermétides no oitavo estddio. Observar que os nicleos (N) reassumiram o perfil arredondado
em corte transversal. Quase toda a cromatina se encontra compactada e a maioria dos poucos
cordoes ainda existentes sdo espessos (comparar com a Fig. 5B). As cabegas de setas mostram as
duas regides correspondentes as concavidades nucleares da fase anterior. Flagelo (f); derivados
mitocondriais (d); axonema (seta maior), corpos acessorios (setas menores). 21.740X.

Figs. 6B-E. Cortes transversais de niicleos de espermatides em estidio igual ao da figura 6A. Observar
que tanto na cromatina compactada (asterisco branco) quanto nos cordoes cromatinicos espessos
(cabecas de setas) existem pequenos espagos elétron transparentes (setas brancas). Na regido
compactada estes espacos encontram-se regularmente distribuidos (detalhe, Fig. 5SD). As regides
nucleoplasmaticas elétron transparentes estio indicadas pelas estrelas. Microtibulos (mt).
B=52.120X, C=57.700X, D=81.000X, inserto=186.130 e E=72.590X.
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Prancha 7

Fig. 7A. Corte transversal de espermatide no final do oitavo estadio. Todo o nicleo (N) estd tomado pela
massa cromatinica, resultante da fusdo dos corddes espessos de cromatina e as regides elétron
transparentes ja nio existem mais. Microtibulos (mt). 80.680X.

Figs. 7B e C. Cortes obliquo e longitudinal, respectivamente, de espermitides em estddio da
espermiogénese igual ao da figura 7A. B=103.000X e C=52.450X.

Fig. 7D. Corte transversal de espermatides no nono estadio. Observar a cromatina fortemente compactada
e os nicleos (N), com seccio transversal circular. As setas mostram as membranas nucleares
abauladas nas regides em que os niicleos apresentavam as concavidades. Flagelo (f); microtibulos
(mt). 48.640X.

Fig. 7E. Corte longitudinal de umaregido do niicleo (N) de uma espermatide em estddio da espermiogénese
igual ao da figura 7D. As cabegas de setas mostram estruturas eletrondensas regularmente
dispostas entre os microtibulos (mt) e o nicleo. 111.280X.
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Prancha 8

Fig. 8A. Corte transversal de vdrios nicleos (N) e de um acrossomo (seta) de espermatozéides. Observar
que os nicleos apresentam didmetros diferentes quando seccionados em diferentes alturas, sendo
mais anteriores os didmetros menores. A cabega de seta indica um niicleo seccionado muito

préximo ao acrossomo (seta). 44.400X.

Figs. 8B e C. Cortes longitudinal e transversal, respectivamente, de espermatozdéides ao nivel de nicleo
(N). Notar que o citoplasma foi completamente eliminado. A seta mostra a membrana plasmética.

B e C=140.000X
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Prancha 9

Fig. 9A. Espermitide no segundo estddio, mostrando vesicula pré-acrossdmica (vp) situada entre o niicleo
(N) e o complexo de Golgi (G). Complexo mitocondrial (cm). 29.850X.

Fig. 9B. Espermitide no inicio do quarto estddio. Vesicula pré-acrossdmica (seta) justaposta ao envoltério
nuclear. Nicleo (N). 12.130X. Detalhe, maior aumento de uma vesicula pro-acrossdmica na
mesma fase. 48.400X,

Fig. 9C. Espermitide no quinto estidio da espermiogénese. A vesicula pré-acrossémica (vp) assumiu a
forma de calota e se posiciona na extremidade anterior do nicleo (N). 34.670X

Fig. 9D. Espermatide no final do quinto estddio, mostrando a vesicula pré-acrossdmica (vp) que reveste
praticamente toda a extremidade anterior do nicleo (N). 34.670X.

Fig. 9E. Corte longitudinal de uma espermdtide no oitavo estidio da espermiogénese. Observar que nesta
fase o acrossomo jéd possui as suas 3 estruturas, denominadas: perforatorium (p), vesicula
acrossomica (v) e material extra-acrossomal (ma). Niicleo (N); 84.000X.

Fig. 9F. Corte longitudinal da regido anterior de uma espermatide no nono estidio da espermiogénese. O
material extra-acrossomal (ma) e o perforatorium (p) estdo mais desenvolvidos e a cavidade na
extremidade anterior do nficleo (N) comeca a ser formada. Vesicula acrossdmica (v). 72.610X

Fig. 9G. Corte longitudinal de um espermatozéide ao nivel de acrossomo. A cavidade na extremidade
anterior do nicleo (N) € ocupada pelo perforatorium (p). Material extra-acrossomal (ma); vesicula
acrossOmica (v); niicleo (N). 75.180X.
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Prancha 10

Fig. 10A. Espermatide do primeiro estidio, mostrando mitocondrias (m) agrupadas em uma regido do
citoplasma. Nicleo (N); complexo de Golgi (G). 12.760X.

Fig. 10B. Micrografia de um complexo mitocondrial (cm) ou "Nebenkern" em fase de formagéo. 14.380X.

Fig. 10C. Corte transversal de um complexo mitocondrial (cm) ja formado. Observar que o mesmo €
constituido de duas estruturas mitocondriais bem definidas e enroladas sobre si mesmas. A cabeca
de seta indica o axonema ¢, no detalhe, as setas pequenas mostram microtiibulos no espago entre
as duas estruturas mitocondriais. Ndcleo (N). 16.620X, detalhe=40.000X.

Fig. 10D. Corte transversal de complexos mitocondriais em fase de diferenciagdo. Observar a redugio no
nimero de camadas para seis. 17.520X. O detalhe mostra que os microtibulos (setas) do espago
entre as mitocondrias, tornaram-se mais proximas entre si. Axonema (cabeca de seta). 74.000X.

Fig. 10E. Complexo mitocondrial (cm) em fase igual aos da figura anterior. Axonema (cabeca de seta).
22.800X. O detalhe mostra 0 axonema em maior aumento. 74.000X
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Prancha 11

Fig. 11A. Corte longitudinal de espermétide no terceiro estddio da espermiogénese, exibindo o complexo
mitocondrial (cm) em seis camadas, igual aos da figura 10D. Observar a disposic¢do deste em
relacdo ao niicleo (N) e o axonema (ax). Centriolo (seta); flagelo (f). 10.100X.

Figs. 11B ¢ C. Cortes obliquo e transversal, respectivamente, de complexos mitocondriais (cm) em fase
final de diferenciacio. Note que o nimero de camadas reduziu-se para 4 e que as cristas
mitocondriais encontram-se distribuidas ao acaso. Nicleo (N); axonema (ax). B=21.370X ¢
C=28.640X.

Figs. 11D e E. Espermitides em inicio do quarto estddio. Observar que os complexos mitocondriais
diferenciaram-se em derivados mitocondriais (dm). Nicleo (N); centriolo (ce); adjunto do
centriolo inicial (seta); axonema (ax). D=22.223X e E=25.270X.
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Prancha 12

Figs.12A-F. Cortes transversais de flagelos em diferentes estidios da espermiogénese.

Fig. 12A. Final do quarto estddio. As setas mostram os microtiibulos acessérios do axonema (ax) em
formagéo. A cabega de seta indica o brago de dineina do microtibulo A de uma das nove duplas.
Microtibulos (mt); lamelas lisas (1); derivados mitocondriais (dm). 78.580X.

Fig. 12B. Quinto estidio. O axonema ji se encontra em sua forma final com todos os microtiibulos.
Derivados mitocondriais (dm). 45.110X.

Fig. 12C. Sexto estddio. Observar a diferenciagiio dos derivados mitocondriais em maior (dM) e menor
(dm) e o inicio da cristalizagio de material no primeiro (seta). Citoplasma (ct); axonema (ax).
63.250X.

Fig. 12D. Sétimo estddio. Notar o inicio da formagio dos dois corpos acessérios (ca) e da cristalizagdo
(cabega de seta) do derivado mitocondrial menor (dm). A seta mostra o material paracristalino do
derivado mitocondrial maior (dM) jé bastante desenvolvido. Axonema (ax); corpos acessorios
(ca); microtdbulos (mt); citoplasma (ct). 48.070X.

Fig. 12E. Oitavo estidio. O diametro do flagelo ja foi bastante reduzido. Axonema (ax); derivados
mitocondriais maior (dM) e menor (dm); corpos acessérios (ca); microtiibulos (mt); citoplasma
(ct). 59.570X.

Fig. 12F. Nono estddio. Surgem as expansdes (asteriscos) dos corpos acessorios (ca) concomitante a

redugao do citoplasma. Axonema (ax); derivados mitocondriais (dm e dM); microtibulos (mt).
66.560X.

Fig. 12G. Corte longitudinal do derivado mitocondrial maior. No lado oposto a regiio cristalizada (estrela)
sa0 observadas cristas mitocondriais (cabegas de setas). Microtiibulos (mt). 60.090X.
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Prancha 13

Fig. 13A. Regido de um cisto mostrando virios flagelos de espermatozoides em corte transversal. Alguns
flagelos seccionados em diferentes aituras foram enumerados em sentido postero-anterior, de 1 a
8. Observar que 0 axonema tem didmetro constante e € o uitimo elemento presente na extremidade
distal do flagelo (n® 1), seguido pelo derivado mitocondrial maior {n“ 2), 32.590X.

Figs. 13B e C. Cortes transversais de flagelos de espermatozéides, mostrando os 5 elementos que oS
constituem, sao eles: 0 axonema (ax), os derivados mitocondriais maior (dM) e menor (dm) € os
dois corpos acessorios (ca) com as suas respectivas expansoes ( asterisco). B e C = 168.000X.






Prancha 14

Fig. 14A. Espermatide em estadio inicial da espermiogénese, mostrando o centriolo (ce) localizado em
uma depressio do nicleo (N). A seta mostra material eletrondenso que, provavelmente, fard parte
do adjunto do centriolo e acabega de seta indica uma das nove trincas de microtibulos do centriolo.
87.350X.

Figs. 14B e C. Cortes longitudinais de espermatides em estddios posteriores ao da figura 14A. Observar
que o axonema (ax) e o adjunto do centriolo (ad) j& se encontram em formacdo. Nicleo (N);
centriolo (ce). B=32.710X e C=48.720X.

Fig. 14D. Corte transversal de uma espermatide no final do quarto estadio. Observar o adjunto do centriolo
(ad) bastante desenvolvido e circundando o centriolo (ce) ainda de configuracio tipica.
Microtabulos (mt); lamela lisa (L); niicleo (N). 61.150X.

Fig. 14E. Corte tangencial de uma espermdtide em estddio da espermiogénese igual ao da figura anterior.
Observar a relacio entre derivados mitocondriais (d), adjunto do centriolo (ad), centriolo (ce) e
nicleo (N). As setas mostram éareas elétron transparentes no interior do adjunto centriolar,
enquanto o asterisco indica o espessamento do envoltdrio nuclear na regido associada ao centriolo.
Axonema (ax); Citoplasma (ct); lamela lisa (L); microtibulos (mt). E=44.270X e
detalhe=21.800X.
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Prancha 15

Fig. 15A. Corte longitudinal de espermatide no quinto estidio da espermiogénese. Niicleo (N); centriolo
(ce); adjunto do centriolo (ad); regido nuclear elétron transparente (asterisco); derivado
mitocondrial (d). 42.600X.

Fig. 15B. Espermitide no final do quinto estddio. Observar, nesta fase, a posi¢ao e a orientagao do centriolo
(ce) em relagdo ao nicleo (N). A seta mostra o espessamento do envoltério nuclear na regido de

contato com o centriolo. O asterisco indica a regido elétron transparente no adjunto do centriolo.
42.600X.

Fig. 15C. Espermatide no sétimo estidio. Ndo se observa mais o adjunto do centriolo. As cabegas de setas
mostram as cristas de um dos derivados mitocondriais (d); Nicleo (N); axonema (ax). 42.600X.

Fig. 15D. Espermatide no final do oitavo estidio. A cavidade na base do niicleo comega a ser formada. A
lamela lisa (L) é continua entre a cabega e o flagelo. Microtiibulo (mt); Nicleo (N); Axonema
(ax) e derivado mitocondrial (d). 33.750X.

Figs. 15E e F. Cortes longitudinais de espermatides no nono estadio. Observar a posi¢do do axonema
(figura E) e do derivado mitocondrial maior (dM, figura F) em relacio ao niicleo (N). A seta indica
o inicio do par central de microtibulos do axonema (ax). Derivado mitocondrial menor (dm);
microtibulos (mt); cristas mitocondriais (cabecas de setas).42.600X.

Fig. 15G. Corte longitudinal de espermatozdide, ao nivel da juncdo cabega-flagelo. Observar que os
microtibulos do axonema (ax) terminam anteriormente em diferentes niveis e que apenas o
derivado mitocondrial maior (dM) ocupa a cavidade na base do nicleo (N). 45.810X.

Fig. 15H. Cortes transversais em diferentes niveis na regido de transigio niicleo-flagelo. As setas mostram
as duplas de microtibulos do axonema e as cabegas de setas indicam os microtiibulos acessorios.
Nicleo (N); derivados mitocondriais maior (dM) e menor (dm); corpos acessorios (ca). 64.100X.
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Prancha 16

Figs. 16A-D. Coloragio negativa de espermatozodides oriundos de espermateca.

Fig. 16A. Regido da cabeca. Notar a forma do niicleo (N), destacado de seu flagelo, e a propor¢io, em
tamanho, entre este e o acrossomo (seta). 9.700X.

Fig. 16B. Regido de transi¢do entre niicleo (N) e os cinco elementos do flagelo, sendo eles os dois derivados
‘ mitocondriais (dM e dm), o axonema (ax) e os dois corpos acessorios (ca). 22.090X.

Fig. 16C. Extremidades distais de 4 dos 5 elementos do flagelo. Observar que todos eles terminam,
aproximadamente, juntos. A regido cristalizada do derivado mitocondrial menor (dm) estd
indicada pela seta. Axonema (ax); corpos acessorios (ca). 19.250X. O detalhe mostra a
extremidade do axonema envolvida por material fibrilar. 66.000X.

Fig. 16D. Regido intermedidria do flagelo mostrando os 5 elementos. Observar a tendéncia de um dos
COTpOs acessoOrios (ca) manter-se junto ao derivado mitocondrial menor (dm). O asterisco indica
a expassao do outro corpo acessorio. Axonema (ax); derivado mitocondrial maior (dM). 31.840X.
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Prancha 17

Figs. 17A-E. Coloragdo negativa dos derivados mitocondriais de espermatozéides maduros.

Figs. 17A e B. Regido distal e proximal, respectivamente, do derivado mitocondrial maior. O didmetro da
regido distal (em A), diferentemente da proximal (em B), diminui gradualmente e termina com
uma extremidade bastante fina. 170.000X.

Figs. 17C e D. Regibes intermedidrias do derivado mitocondrial maior. Em C a membrana mitocondrial
estd presente e as setas indicam as cristas. D é uma regido do derivado sem a membrana
mitocondrial. Notar o padrdo da cristalizagdo. C=255.000X, D=270.000X.

Fig. 17E. Derivado mitocondrial menor. Notar a orientacio e o espagamento regulares das cristas
mitocondriais (setas). 155.000X.
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Prancha 18

Fig. 18A. Micrografia eletronica de varredura de um espermatozéide maduro. A seta indica o limite entre
a cabega (h) e o flagelo (f). 2.080X.

Fig. 18B. Regido da cabega do espermatozdide da figura anterior. A seta indica o limite entre a cabega (h)
e o flagelo (f). 7.130X

Fig. 18C. Extremidade posterior do flagelo do espermatozéide da figura 18A. 7.820X.

Fig. 18D. Detalhe da regido mediana do flagelo de um espermatozdide maduro. Observar que o filamento
ondulado (seta menor) € paralelo e ndo espiralado em torno do filamento ndo ondulado (seta

maior). 13.760X.

Fig. 18E. Corte longitudinal de uma regido mediana do flagelo de um espermatozéide maduro.
Comparando esta figura com a anterior nota-se que o derivado mitocondrial maior (dM) forma o
filamento n4o ondulado e que o filamento ondulado é formado pelo axonema (ax), pelo derivado
mitocondrial menor (dm) e pelos dois corpos acessérios (ca). 36.110X.
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8 DISCUSSAO

8.1 As Alteracgoes Nucleares

As alteragbes nucleares durante a espermiogénese em Cosmopolites sordidus de modo geral seguem
aquelas conhecidas para outros coledpteros, como Anthonomus grandis (GASSNER et alii, 1975),
Dermestes frischit (HODGES, 1982) e Scolytus multistriatus JUMPER & CANNON, 1975), bem como
para vérios outros insetos (PHILLIPS, 1970; BACCETTI, 1972). Entretanto, em algumas fases,
observam-se caracteristicas proprias ou ainda ndo descritas para outras espécies.

Na espermétide jovem o niicleo tem a aparéncia de niicleo interfisico de células somaticas. Durante a
espermiogénese, toda a cromatina passa por um processo de reorganizagio e assume a forma filamentosa.
Por associagbes (KIERSZENBAUM & TRES, 1978), estes filamentos sio convertidos em corddes
espessos, 0s quais coalescem posteriormente resultando em uma massa cromatinica altamente compacta,
contida em um nicleo longo e fino, caracteristico para a maioria das espécies de insetos (BACCETTI, 1972;
PHILLIPS, 1970). Em Orthoptera (SZOLLOSI, 1975) ¢ Hemiptera (FONZO & ESPONDA, 1975 e ITAYA
et alii, 1980), a cromatina apresenta-se lamelar antes da compactagio. BLOCH & BRACK (1964, apud
PHILLIPS, 1970), KAYE (1969, apud FONZO & ESPONDA, 1975) ¢ FAWCETT et alii (197 1),
denominaram esta caracteristica de "padrao lamelar de compactacio”. Em Drosophila melanogaster nio
foi observada a formagdo de corddes ou lamelas durante o processo de compactacio da cromatina
(STANLEY et alii, 1972; TOKUYASU, 1974b). Em C. sordidus, toda a cromatina se torna fortemente
condensada contra um lado do nicleo e desta massa formam-se os filamentos cromatinicos, observacio
esta ndo descrita para outras espécies. Outra caracteristica observada em C. sordidus e ainda ndo observada
em outras espécies de insetos, sdo 0s pequenos espagos elétron transparentes em arranjo hexagonal na
cromatina compactada e no interior dos cordSes espessos, formados pela associacio dos filamentos.

Acreditamos que estes pequenos espagos elétron transparentes sejam andlogos aos espagos em forma
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poligonal descritos para Orthoptera (SZOLLOSI, 1975) e Hemiptera (FONZO & ESPONDA, 1975 e
ITAYA, 1980). Em D. melanogaster (STANLEY et alii, 1972; TOKUYASU, 1974b) a cromatina nio
apresenta, durante a compactagio, nem 0s pequenos espagos observados em C. sordidus nem os poligonais
descritos para Orthoptera e Hemiptera. Com base nestas observagoes, propomos que as caracteristicas dos
espagos formados, ou a sua auséncia, sao dependentes do padrio de compactagio da cromatina.

Em C. sordidus, como para a maioria dos insetos, a compactagio cromatinica ocorre a partir da periferia
nuclear e resulta em um espermatozdide com niicleo de aparéncia compacta e homogénea. Em alguns
insetos, a regido central do nicleo ¢é a primeira a se condensar ¢, entre os Psyllidae, somente metade do
nicleo é ocupado pela cromatina, até mesmo no espermatozéide maduro (LE MENN, 1966, apud
BACCETTL, 1972). Em Sitophilus oryzae, membro da subfamilia Rhynchophorinae, a qual pertence o C.
sordidus, BURRINI et alii (1988) descreveram a existéncia de uma porgio lateral nio condensada no nicleo.
Entretanto, observando as micrografias 25 e 26 publicadas por estes autores, a regiio nuclear nio
condensada parece corresponder na verdade a porgao anterior do derivado mitocondrial maior, que se
localiza lateralmente a extremidade posterior do niicleo.

Simultaneamente a condensagio da cromatina em C. sordidus, assim como em outros insetos, ocorre
a transformagéo do nicleo, que passa de esférico para alongado e fino. No inicio deste processo de
alongamento, numerosos microtibulos formam uma camada simples em torno do envelope nuclear. A
fungdo destes microtibulos € muito discutida e acredita-se estarem relacionados com o fendémeno de
alongamento nuclear, embora muitos autores divirjam neste ponto. KESSEL (1966 € 1967) e WILKINSON
et alii (1974, apud BAO, 1987) acreditam que estes microtibulos sejam diretamente responsaveis por este
processo de alongamento. J4 FAWCETT et alii (1971) acreditam que a forma do nicleo seja determinada
por um padrio especifico de associagio do DNA e proteinas durante a condensagio da cromatina, sendo
esta associagdo geneticamente determinada. Portanto os microtibulos nio teriam relagdo direta com este
fendmeno. BRICK et alii (1979, apud BAO, 1987) propuseram que a distribuigdo dos diferentes
componentes celulares que parecem estar envolvidos no alongamento e formato do nicleo das células
espermaticas seria dependente do envoltério nuclear. Ainda outros autores tém sugerido que os microtibulos
podem estar envolvidos no processo de condensagio da cromatina. Estes baseiam-se principalmente na
coexisténcia dos microtibulos com o fenémeno de periferizagio da cromatina (ANDERSON et alii, 1967,
LANZAVECCHIA & DONIN, 1972; TOKUYASU, 1974b). Foi demonstrado por STANLEY et alii (1972)
e TOKUYASU (1974b), associagbes morfoldgicas entre os microtibulos e a cromatina nuclear em
espermdtides de D. melanogaster, enquanto FONZO & ESPONDA (1975) sugeriram que os microtibulos

podem desempenhar um papel no arranjo dos cordGes ou lamelas de cromatina.
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Nos acreditamos que nenhum destes fatores acima mencionados poderia, individualmente, responder
pelas transformagdes que levam  estrutura final do nicleo dos espermatozéides. Portanto, cremos que estas
transformagoes sejam decorrentes da interagdo entre o padrdo de agregagdo da cromatina, os microtiibulos
e elementos do envolt6rio nuclear. Esta mesma linha é discutida por TOKUYASU (1974b) para D.
melanogaster, por QUAGIO-GRASSIOTTO (1987) e BAO (1987) para Ceratitis capitata e por MESSIAS
JR. (1990) para Chrysomya megacephala.

Em corte transversal da espermétide de C. sordidus, no estidio 7, o niicleo apresenta de um lado duas
concavidades, onde a camada de microtibulos e as lamelas lisas sio descontinuas. Concavidades
semelhantes podem ser notadas na figura 15 publicada por GASSNER et alii (1975) sobre espermiogénese
do curculionideo A. grandis. A formagdo de concavidades nucleares durante determinadas fases da
espermiogénese, parece ser comum em insetos. Entretanto, dependendo da espécie podem existir variagdes
quanto ao nimero, localiza¢ao e, aparentemente, fungio. Em C. megacephala (MESSIAS JR., 1990) e C.
capitata (QUAGIO-GRASSIOTTO, 1987 e BAO, 1987) os nicleos das espermdtides apresentam duas
concavidades. Estas, porém, localizam-se uma de cada lado do nicleo. J4 as espermitides de D.
melanogaster (TOKUYASU, 1974b) apresenta uma Gnica e grande concavidade. Para esta tltima espécie,
segundo TOKUYASU (1974b), a formagio destas concavidades estaria relacionada com a distribuigio
definitiva da cromatina. Entretanto, em C. sordidus, parece-nos que estas concavidades nucleares estio
relacionadas, preferencialmente, com a eliminagao de nucleoplasma e de envoltério nuclear, principalmente

em estadios mais avangados da espermiogénese.

8.2 A Formacgio do Acrossomo

Virios estudos de revisio do processo de espermiogénese estabeleceram que o acrossomo em insetos,
como em outros animais, € um produto do complexo de Golgi (BACCETTI, 1972; PHILLIPS, 1970;
VIRKKI, 1969).

Em muitos aspectos o desenvolvimento do acrossomo em C. sordidus é semelhante ao da maioria dos
insetos ja investigados (KAYE, 1962; PHILLIPS, 1970; GASSNER et alii, 1975; HODGES, 1982; BAO
et alii, 1989). Inicialmente uma vesicula esférica, chamada de vesicula pré-acrossdmica, aparece a partir
da regido trans do complexo de Golgi, que posiciona-se nas proximidades do nicleo. Esta vesicula
pré-acrossdmica torna-se associada ao envoltdrio nuclear e, em fase subsequente, modifica sua forma e, no
final da espermiogénese, alcanga seu perfil definitivo. Em C. sordidus o inicio da formagdo do acrossomo

é observado a partir do segundo estddio da espermiogénese, quando se nota uma pequena vesicula esférica,



situada entre 0 complexo de Golgi e o nicleo. Em fase subsequente esta vesicula encontra-se justaposta ao
envoltdrio nuclear e, durante a transformagio nuclear, ela se move, alcangando a regido apical do niicleo.
Nesta fase a vesicula pro-acrossdmica tem a forma de uma calota e encontra-se aposta a extremidade anterior
do nicleo. Em fase correspondente a esta, para o curculionideo A. grandis (GASSNER et alii, 1975), a
vesicula ainda € esférica e se localiza em uma leve depressio na extremidade anterior do nicleo. Somente
em fases mais adiantadas € que a mesma assume a forma de calota. A partir disto, acreditamos que o processo
de formagao do acrossomo seja igual para estas duas espécies. O acrossomo no espermatozéide de C.
sordidus € semelhante ao da maioria dos Curculionoidea (GASSNER et alii, 1975; BURRINI et alii, 1988),
localizando-se em uma pequena cavidade na extremidade anterior do nicleo. O acrossomo é constituido
por um perforatorium, uma vesicula acrossomal revestindo o perforatorium e um material extra-acrossomal.
Como excegao, no curculionideo Lixus, o acrossomo localiza-se ao longo de toda cabega do espermatozéide
(NATH, 1956, apud JUMPE e CANNON, 1975).

O acrossomo do espermatozdide de C. sordidus, entretanto, difere em dois aspectos daqueles descritos
por BURRINI et alii (1988) para a maioria das espécies de Curculionoidea: (1) a cavidade do niicleo, que
€ ocupada pelo perforatorium em C. sordidus, € bem menor ou praticamente inexiste para a maioria daquelas
espécies € (2) a lamela subacrossomal localizada entre o acrossomo e o niicleo, descrita por estes autores,
ndo foi observada nos espermatozdides do C. sordidus.

Embora PHILLIPS (1972) tenha descrito que as enzimas hidroliticas do acrossomo possuem arranjos
paracristalinos em varias espécies de mamiferos e que arranjos paracristalinos também tém sido descritos
para acrossomos de virias espécies de insetos (WARNER, 1971; QUAGIO-GRASSIOTTO, 1987; BAO
etalii, 1989), ndo observamos arranjos paracristalinos em qualquer das estruturas que formam o acrossomo

do espermatozdide do C. sordidus.

8.7 Os Derivados Mitocondriais

Para C. sordidus a formagio do complexo mitocondrial e sua posterior diferenciacio em dois longos
derivados mitocondriais, assemelham-se a0 processo observado para a maioria dos insetos, como j4 foi
descrito pormenorizadamente em Murgantia histrionica (PRATT, 1970) e resumido nas revisdes feitas por
BACCETTI (1972) e PHILLIPS (1970). Nas espermatides jovens, as mitocondrias agrupam-se em uma
determinada regiao do citoplasma e posteriormente se fundem, formando o complexo mitocondrial. Em M.
histrionica, PRATT (1970) descreveu que 0 complexo mitocondrial recém-formado € constituido por uma

Gnica pega. Mas, logo constitui duas redes completamente entrelagadas. Para C. sordidus, acreditamos que
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as mitocondrias ao se fundirem ji resultam em um complexo mitocondrial formado por duas estruturas
mitocondriais distintas, e ndo uma, e regularmente enroladas uma na outra (para melhor compreengao
observar a figura 10C). Outra caracteristica do complexo mitocondrial de C. sordidus é a existéncia de
microtubulos no espago entre as duas estruturas do complexo mitocondrial recém-formado. Em D.
melanogaster, STANLEY et alii (1972) observaram que o espago entre "a rede complexa de COTpOS
mitocondriais™ € bastante regular e, como em C. sordidus, mede 40nm. Entretanto, organelas citoplasmaticas
nunca foram identificadas neste espago.

Pouco tem sido descrito sobre o processo de diferenciagio do complexo mitocondrial em derivados
mitocondriais. A Gnica hipétese existente foi formulada por PRATT (1970), quando estudou este fendmeno
em M. hisirionica. Asua hipdtese € de que a diferenciagio se dé através de quebras, retragdes e fusdes entre
os vérios segmentos mitocondriais a partir dos mais externos. Como consequéncia o nimero de segmentos
ou dobras diminuem até tornarem-se dois derivados mitocondriais.

Para C. sordidus, acreditamos que este processo seja diferente daquele proposto por PRATT (1970).
Neste inseto o inicio da diferenciagdo do complexo mitocondrial coincide com o alongamento do citoplasma
e este alongamento citoplasmatico é acompanhado pelo alongamento do complexo mitocondrial. Portanto,
acreditamos que o alongamento citoplasmatico exerga uma forga mecénica sobre o complexo mitocondrial
de modo que este se alonga e para isto o nimero de voltas vai diminuindo, de fora para dentro, até as duas
estruturas mitocondriais desenrolarem-se completamente e passarem a ser chamadas de derivados
mitocondriais. Todo este processo € orientado pelos microtiibulos existentes no espago entre as duas
estruturas mitocondriais do complexo. E como se as duas estruturas mitocondriais fossem sendo
desenroladas e a0 mesmo tempo esticadas no sentido do alongamento citoplasmitico.

Em C. sordidus, quando o complexo mitocondrial, seccionado transversalmente, € observado em
diferentes fases da diferenciacdo, nota-se que o seu didmetro vai diminuindo conforme a diferenciacgio
ocorre e que todas as camadas tém a mesma espessura. Os derivados mitocondriais recém-formados sio
longos, com didmetros reduzidos e nio existern massas citoplasmaticas no seu interior. Quando se observa
as micrografias publicadas por PRATT (1970), nota-se que em todas as fases da diferenciacdo o complexo
mitocondrial apresenta, aproximadamente, 0 mesmo didmetro. Também, observando-se as micrografias 6
e 18 publicadas por SZOLLOSI (1975) em seu estudo com Locusta migratoria, nota-se que conforme a
diferenciagdo do complexo mitocondrial ocorre, a camada mais externa vai tornando-se bem maior em
didmetro do que as demais camadas. Os derivados mitocondriais recém-formados em Euschistus
(PHILLIPS, 1970), L. migratoria (SZOLLOSI, 1975), D. melanogaster (STANLEY et alii, 1972), C
capitata(QUAGIO-GRASSIOTTO, 1987 e BAO, 1987), C. megacephala (MESSIAS Jr., 1990) e Triatoma

infestans (DOLDER, comunicagio pessoal) tém formas ovaladas e massas citoplasmaticas no seu interior.
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Com base nestas observagoes, € razodvel propor que o processo de diferenciagio do complexo mitocondrial
ndo seja 0 mesmo para todas as espécies.

Em C. sordidus, assim como em A. grandis (GASSNER et alii, 1975), em algumas fases da
espermiogénese, observam-se lamelas lisas envolvendo os derivados mitocondriais € os microtibulos a eles
associados. Para outras ordens de insetos, por exemplo, Diptera (TOKUYASU, 1975;
QUAGIO-GRASSIOTTO, 1987; MESSIAS JR., 1990) ¢ Hemiptera (DOLDER, comunicagio pessoal),
estas lamelas lisas envolvem o axonema. Segundo TOKUYASU (1975) estas lamelas teriam a finalidade
de manter a integridade deste axonema durante a sua formagio. Da mesma maneira, em C. sordidus e A.
grandis (GASSNER et alii, 1975), a finalidade destas lamelas lisas talvez seja a de manter a integridade do
conjunto formado pelos derivados mitocondriais e microtibulos, porém esta fungio ndo pode ser
generalizada.

' No espermatozoide de C. sordidus, assim como em Cicindela campestris (WERNER, 1965), A. grandis
(GASSNER et alii, 1975), S. multistriatus (JUMPER & CANNON, 1975) e D. frischii (HODGES, 1982),
os derivados mitocondriais sd0 em nimero de dois com dimensdes diferentes. Como é comum para os
insetos, estes derivados passam por dois fendmenos marcantes durante a sua reorganizagio e diferenciacio.
As cristas mitocondriais se orientam formando uma série de lamelas regularmente espagadas e dispostas
perpendicularmente a0 eixo maior do derivado e, dentro da matriz mitocondrial, surge um material em
bastonetes com arranjo paracristalino semelhante ao jé descrito para outras espécies de insetos (ROSATI
et alii, 1976; BAIRATI & PEROTTI, 1970; BACCETT] et alii, 1977b). Como observado em S. multistriatus
(JUMPER & CANNON, 1975) e em virias familias de Curculionoidea (BURRINI et alii, 1988), o derivado
mitocondrial maior no C. sordidus é quase totalmente preenchido pelo material paracristalino e as cristas
mitocondriais sd0 muito curtas, limitando-se a sua periferia em um dos lados. O derivado mitocondrial
menor ¢ praticamente desprovido de material paracristalino e as cristas se extendem de um lado a outro da
organela.

Nos espermatozdides do C. sordidus, como para os demais Curculionoidea, entre os elementos do
flagelo, € o derivado mitocondrial maior que se inicia mais anteriormente. Este encontra-se perfeitamente
encaixado em uma cavidade na base do niicleo. Excegio feita, aparentemente, para o S. oryzae (BURRINI
et alii, 1988), membro da mesma subfamilia do C. sordidus. Nesta espécie, parece-nos que a extremidade
anterior do derivado mitocondrial maior posiciona-se lateralmente a extremidade posterior do niicleo,
diferente, portanto, dos demais Curculionoidea.

Em montagem total de espermatozdides submetidos a coloragio negativa, nas regides do derivado
mitocondrial maior, em que a membrana mitocondrial ainda estd presente, observa-se tanto as cristas

mitocondriais, na periferia em um dos lados, como uma periodicidade de aproximadamente 25nm, no
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restante do derivado. Entretanto, quando a regido € desprovida de membrana, as cristas nio sio mais
observadas e o material paracristalino exibe periodicidade de 45Snm. ROSATI et alii (1976) observaram em
quatro outras espécies de coledpteros, periodicidade igual a 25nm, sendo que nestes casos os derivados
poderiam estar ainda associados com sua membrana. BACCETTI et alii (1977), estudando este material
paracristalino em Notonecta glauca, descreveram que o mesmo, provavelmente desprovido de sua
membrana, apresentava uma periodicidade principal de 45nm subdividida em duas subperiodicidades de
20nm cada. BACCETTI et alli (1977) descreveram ainda que o material paracristalino é formado por dois
polipeptideos principais de 52.000 e 55.000 daltons. '

Diversas fung¢Oes tém sido atribuidas para este material protéico de arranjo paracristalino depositado
nos derivados mitocondriais dos insetos. Segundo BAIRATI & PEROTTI (1970) este material resultaria
da reorganizacgio das proteinas das cristas mitocondriais. Jo YASUZUMI (1974) acredita que os derivados
mitocondriais estao relacionados com o suprimento de energia para a motilidade do flagelo. PEROTTI
(1977) descreveu este material como constituindo uma reserva a ser utilizada pelo embrido. Para
TOKUYASU (1974a) e ROSATI et alii (1976) a forma e a natureza dos derivados mitocondriais do flagelo
dos insetos estdo relacionados com o padrio de movimento dos espermatozéides.

Nossa opinido € que, em C. sordidus, os derivados mitocondriais podem estar relacionados tanto com
o suprimento de energia como com o padrio de batimento do flagelo dos espermatozéides. No primeiro
caso estaria envolvido principalmente o derivado mitocondrial menor, por ser praticamente todo preenchido
por cristas mitocondriais, estruturas estas diretamente envolvidas no processo de fosforilagio oxidativa em
mitocdndrias tipicas. Com o padrao de movimento estaria envolvido o derivado mitocondrial maior. Esta
opinido ¢ baseada em sua grande quantidade de material paracristalino, o que conferiria rigidez ao batimento,
e na sua relagdo com o nicleo, que proporcionaria apoio ao flagelo. Este derivado mitocondrial também
poderia funcionar como um propagador dos movimentos gerados pelo axonema, para todo o
espermatozdide, especialmente & cabega. Outra fungdo que poderia ser desempenhada por este derivédo,
seria a de estabilizar a unido nicleo-flagelo, funcio esta geralmente atribuida ao adjunto do centriolo em
espécies onde esta estrutura € mantida. Ainda, a hipétese de PEROTTI (1977) também parece ser viavel,
uma vez que, sendo a natureza do material paracristalino protéica, o mesmo poderia servir como fonte de

nutrientes para o embrido.
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8.4 O Centriolo

Em C. sordidus as espermitides retém, aparentemente, um tnico centriolo, o qual daré origem ao
axonema. Na cé€lula germinativa do coledptero Cicindela flavopunctata rectilatera, BRELAND et alii
(1968) demonstraram a existéncia de dois centriolos. HODGES (1982) descreveu que espermétides jovens
de insetos possuem tipicamente dois centriolos e que € o centriolo distal e em 4ngulo reto em relagio ao
envoltério nuclear que forma o corpiisculo basal do axonema. Como este autor observou somente um
centriolo na espermitide do coledptero D. frischii, ele acredita que seja porque o centriolo proximal
desaparece 130 logo as espermitides sejam formadas. Entretanto, no Lepidoptera Ephestia kuehniella,
WOLF & KYBURG (1989) demonstraram a existéncia de um inico centriolo nas espermatides.

Nas espermatides ainda bastante jovens de C. sordidus, bem como em D. frischii (HODGES, 1982), o
centriolo posiciona-se em uma depressio lateral do nicleo com seu eixo maior paralelo ao envoltrio nuclear
e, durante o quinto estddio, quando o niicleo passa de esférico a fusiforme, este centriolo migra para a regiao
posterior do niicleo e torma-se perpendicular ao envoltério nuclear desta regido. No curculionideo A. grandis
(GASSNER et alii, 1975), assim como em Hemiptera (DOLDER, comunicagio pessoal), Diptera
(MESSIAS JR., 1990) e Orthoptera (SZOLLOSI, 1975) o centriolo ja no inicio se posiciona na regido
posterior do ntcleo e perpendicular ao envoltdrio nuclear.

Em C. sordidus, até o quarto estidio da espermiogénese, o centriolo apresenta a configuracio classica
de nove trincas de microtiibulos arranjadas helicoidalmente, como jd observado para vérios outros insetos
(ANDRE & BERNHARD (1964) e FAWCETT (1966), apud BACCETTI (1972); ROSS, 1968; HODGES,
1982). Entretanto, esta configuragio encontra-se totalmente alterada no espermatozéide, sendo dificil
reconhecer esta regido do axonema como centriolo. Estas mesmas caracteristicas j4 foram descritas por
PHILLIPS (1970) para Homoptera, Hemiptera e outros Coleoptera.

8.5 A Formacao do Adjunto do Centriolo

Em C. sordidus, como jé descrito para vérias outras espécies de insetos (PHILLIPS, 1970; BACCETTI,
1972), o centriolo torna-se envolto por um material eletrondenso e finamente granular denominado adjunto
do centriolo. Nesta espécie, o adjunto do centriolo aparece no quarto estidio, durante a transformagao do

niicleo de esférico para fusiforme. No quinto estidio, esta estrutura cresce consideravelmente e, no sétimo
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estddio, fase em que o nicleo encontra-se em alongamento, este adjunto centriolar j4 desapareceu
completamente. Comportamento semelhante foi descrito paraA. grandis (GASSNER et alii, 1975), algumas
espécies de Lepidoptera e alguns Trichoptera (PHILLIPS, 1970). Enquanto que para C. capitata
(QUAGIO-GRASSIOTTO, 1987, BAO, 1987), C. megacephala (MESSIAS JR., 1990) e vérias espécies
de mosquitos (BRELAND et alii, 1966) o adjunto do centriolo permanece no espermatozéide maduro como
uma estrutura pequena, compacta e bastante eletrondensa.

O adjunto do centriolo, para WERNER (1965) tem origem nuclear ¢ CANTACUZENE (1970)
descreveusua sintese como sendo induzida pelo centriolo da espermétide. Virios autores, usando técnicas
histoquimicas (BACCETTI et alli (1969), YASUZUMI et alii (1970) ¢ GASSNER (1970), apud
BACCETTI, 1972), autoradiografia (BACCETTI et alli (1970), apud BACCETTI, 1972) e citoquimica
combinada com digestao enzimatica (TAFFAREL & ESPONDA, 1980), demonstraram que o adjunto do
centriolo ¢ composto principalmente por ribonucleoproteinas.

A fungdo do adjunto do centriolo ainda néo € bastante clara. GATENBY e TAHMISIAN (1959) e
GATEMBY (1961) apud BACCETTI (1972), propuseram que o adjunto do centriolo tem a fungio de manter
o flagelo junto ao nicleo. Esta proposta também € compartilhada por BRELAND et alii (1966) e FAWCETT
& PHILLIPS (1969). Ja BACCETTI (1972) acredita que se o segmento inicial do axonema dos
espermatozéides dos insetos encontra-se alojado dentro do adjunto do centriolo e, sendo este segmento
aparentemente o responsivel pelo inicio do movimento do axonema (BACCETTI et alii, 1977b), uma
fungao mecanica para o adjunto do centriolo seja a mais provavel. Nés acreditamos que para as espécies
tais como o C. sordidus, onde este adjunto centriolar deixa de existir ja4 nas fases intermedidrias da
espermiogénese, as fungbes propostas acima n#o sejam as mais plausiveis. Para C. sordidus, é possivel
supor que o adjunto do centriolo tenha como fungio principal, manter o centriolo associado ao envoltério
nuclear e garantir que este alcance a regiao basal do niicleo, durante a alteragio do formato nuclear, visto
que nesta espécie o adjunto centriolar s6 estd presente nas fases da espermiogénese onde ocorrem estas
alteragdes. Acreditamos que a fungdo proposta para o adjunto do centriolo, de manter o flagelo junto ao
nicleo nos espermatozdides, seja desempenhada nesta espécie pelo derivado mitocondrial maior, através

de sua extremidade anterior que se encontra inserida na cavidade da base do nicleo.

8.6 A Formacao do Axonema

No axonema dos espermatozdides de C. sordidus os microtibulos estdo organizados no padrio clssico

de dois microtabulos centrais, nove duplas de microtfibulos periféricos e nove microtibulos acessérios,
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como descrito para os espermatozoides da grande maioria dos insetos (BACCETTI, 1972; SHAY et alii,
1969; BURRINI et alii, 1988; QUAGIO-GRASSIOTTO, 1987; BAO, 1987; MESSIAS JR., 1990). A
sequéncia de eventos na formagio do axonema neste inseto, também nio difere daquela descrita para a
maioria de diferentes espécies de insetos (BACCETTI, 1972; KIEFER, 1970; PEROTTI, 1969; PHILLIPS,
1970; SHAY et alii, 1969; STANLEY et alii, 1972; SZOLLOSI, 1975; TOKUYASU et alii, 1972;
WARNER, 1970 €1971; HODGES, 1982; GASSNER et alii, 1975). A principio, 0 axonema possui o arranjo
bésico de nove duplas de microtibulos e dois microtiibulos centrais. Em estddios subsequentes ocorre a
formagio dos nove microtibulos acessérios e, entre estes, das fibras eletrondensas. Os nove microtibulos
acessorios e um dos microtibulos centrais, tornam-se preenchidos por material eletrondenso. Caracteristicas
semelhantes foram descritas para varios outros insetos (PHILLIPS, 1970; WARNER, 1971; BACCETTI,
1972; QUAGIO-GRASSIOTTO, 1987; BAO, 1987; MESSIAS J., 1990). Entretanto, nestes insetos ocorre
material eletrondenso nos nove microtiibulos acessérios e nos dois microtibulos centrais e nio somente em
um como em C. sordidus. Para BACCETTI (1972) este material eletrondenso é constituido por proteinas
e polissacarideos tipo glicogénio. Recentemente CRAVEIRO & BAO (1997) demonstraram a presenga de
carboidratos nos nove microtibulos acessérios e em apenas um dos microtibulos centrais em Diabrotica
(Coleoptera, Chrysomelidae).

Os microtibulos na extremidade proximal do axonema, em C. sordidus, ji se encontram organizados
em duplas, mais um microtibulo acessdrio para cada dupla. Entretanto, ndo existem os dois microtibulos
centrais. Ainda, nesta regiéo proximal os microtibulos iniciam-se em niveis diferentes, de forma que
somente alguns alcangam o inicio da cavidade na base do niicleo. Caracteristica semelthante foi descrita
para o curculionideo Tenebrio molitor por BACCETTI (1977a, apud JAMIESON, 1987).

8.7 A Formacao dos Corpos Acessorios.

Os corpos acessorios dos espermatozéides de C. sordidus sdo duas estruturas eletrondensas e
aproximadamente triangulares, em sec¢do transversal, que flanqueam o axonema de forma a envolver
aproximadamente a metade deste, aquela voltada para o centro do flagelo. Estas mesmas caracteristicas sio
observadas para todas as espécies de Curculionoidea estudadas por BURRINI et alii (1988). Entretanto,
para outros coledpteros, variam bastante, podendo até mesmo ndo existirem, como ocorre em D. frischii
(HODGES, 1982). Em Divales bipustulatus (MAZZINI, 1976), estes corpos acessérios, em secgio

transversal, sdo aproximadamente arredondados, de didmetro bem maior do que o axonema e apresentam
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regides cortical e medular bem distintas. Esta Gltima apresenta-se com pequenos espagos elétron
transparentes em forma de favo-de-mel.

Cada corpo acessorio, na face voltada para os derivados mitocondriais, possui uma expansio formada
de material menos compacto ¢ de menor eletrondensidade. A expansido em um dos corpos acessOrios, para
todos os Curculionoidea, ¢ bem mais desenvolvida e, as vezes, apresenta a forma de U, como por exemplo
em S. multristriatus (JUMPE & CANNON Jr., 1975) e Curculio elephas (BURRINI et alii, 1988). Estas
expansoes també€m podem ndo existir, como para o coledptero D. bipustulatus (MAZZINI, 1976).

Durante a espermiogénese, em C. sordidus, o inicio da formagio dos dois corpos acessérios ocorre no
sétimo estddio e as suas expansdes aparecem no oitavo estddio. No curculionideo A. grandis, GASSNER
et alii (1975) descreveram que primeiramente ocorre a formagio de um corpo acessorio, o qual daré origem
ao segundo corpo acessorio.

A origem, composi¢io quimica e fung@o destes corpos acessérios ainda sio desconhecidas. Para T
molitor, BACCETTI et allii (1977a, apud JAMIESON, 1987) descreveram que originam-se diretamente do
complexo de Golgi, que a regido medular € digerivel pelas enzimas amilase ou pepsina e que aregido cortical
¢ sitio de atividade ATPase e UTPase. Em C. sordidus, é possivel que 0s corpos acessérios e/ou suas
expansdes contenham na sua composigdo quimica proteina(s) e que estas sejam sintetizadas a partir de
polissomos livres, jd que durante a formagdo dos mesmos, estas organelas sdo abundantes no citoplasma
do flagelo. Quanto a fungdo, acreditamos que estas duas estruturas, juntaménte com o derivado mitocondrial
maior, estejam envolvidos no padrao de batimento do flagelo. Durante a espermiogénese, até a fase em que
comegam a ser formadas as expansoes, observando flagelos em cortes transversais nota-se que todos os
elementos do flagelo possuem a mesma orientagao em relagio aos dois microtibulos centrais do axonema.
Entretanto, conforme os corpos acessdrios vao sendo formados, especialmente suas expansoes, os derivados
mitocondriais vao se tornando mais afastados do axonema, principalmente o maior, e a orienta¢io entre os
elementos do flagelo com relagao ao axonema nao € mais mantida. Portanto, acreditamos que estes corpos
acessdrios € em especial as suas expansdes, por possuirem certa elasticidade, sejam os responsaveis pelo

trajeto ondulado do axonema e, por conseguinte, influenciem no padrio de movimento dos espermatozéides.

8.8 A Morfologia do Espermatozoéide e a Organizagio do Flagelo

Amorfologia dos espermatozoides do C. sordidus é semelhante aquela dos espermatozéides das demais

espécies da superfamilia Curculionoidea estudadas por BURRINI et alii (1988). Sdo espermatozdides muito
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longos e finos, medindo de 110 a 700um e com espessura aproximadamente constante (BURRINI et alii,
1988). Os espermatozdides do S. oryzae, espécie da mesma subfamilia do C. sordidus, estudados por
BURRINI et alii (1988), medem 100um de comprimento, sendo, portanto, 60um mais curtos que os
espermatozoides de C. sordidus. O flagelo dos espermatozdides do C. sordidus tem arranjo estrutural
semelhante ao flagelo dos espermatozdides da maioria dos Curculionoidea (PHILLIPS, 1970; GASSNER
et alii, 1975; BURRINI et alii, 1988). Todos sao formados por 2 derivados mitocondriais e 2 corpos
acessérios que flanqueam um axonema de padrdo "9 + 9 + 2", descrito para a maioria destes insetos, exceto
para Deporaus betulae (L.). O axonema deste besouro nio possui os 2 microtibulos centrais, sendo de
padrdo "9 + 9 + 0" (BURRINI et alii, 1988). Ainda, quanto & implantacio dos elementos do flagelo, o
espermatozéide do C. sordidus é semelhante aos da maioria dos Curculionoidea. Ou seja, estes elementos
estio implantados na regido basal do nicleo, diferente apenas em C. campestris, em que os elementos do
flagelo se estendem por toda a extensdo da cabega, terminando préximos ao dpice do nicleo (WERNER,
1965). Em microscopia eletronica de varredura, o flagelo dos espermatozéides do C. sordidus é semelhante
ao do Crytorhynchidius lapathi, mostrado por BURRINI et alii (1988). Entretanto, é possivel que a
semelhanga se estenda para todas as espécies da superfamilia Curculionoidae, como pode ser observado

pelas microfotografias publicadas por estes mesmos autores.
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9 CONCLUSOES

1. Asequéncia de transformagdes que ocorrem durante a diferenciagio das espermétides de C. sordidus
em espermatozdides revelaram-se, em muitos aspectos, semelhantes aquelas de outras espécies de insetos,

em particular de outros curculionideos.

2. O processo de compactagao da cromatina apresenta uma sequéncia de fases bem distintas. Primeiro
a cromatina torna-se toda condensada para depois assumir a forma de filamentos. Por associa¢des estes
filamentos formam corddes espessos € estes, entio, coalescem em uma massa cromatinica. No processo de
alongamento nuclear, acreditamos que virios fatores tais como, presenga de microtibulos, agregagio da

cromatina e elementos do envoltério nuclear desempenham papéis fundamentais.

3. O inicio da formacio do acrossomo ocorre ja no comego da espermiogénese, a partir do complexo
de Golgi. Inicialmente a vesicula pré-acrossdmica associa-se lateralmente ao envoltério nuclear e, durante
a transformag@o do formato nuclear, esta vesicula alcancga a sua posi¢io definitiva na extremidade anterior
do niicleo. O acrossomo € composto de 3 elementos: o perforatorium, a vesicula acrossomal e uma camada

extra-acrosséomica.

4. No comego da espermiogénese as mitocOndrias formam um complexo mitocondrial constituido,
desde o inicio, por duas estruturas mitocondriais bem distintas e enroladas uma na outra. Subsequentemente
este complexo mitocondrial diferencia-se em dois derivados mitocondriais desiguais, onde o maior € quase
totalmente preenchido por material paracristalino e, em difimetro, tem aproximadamente o dobro do menor.
Sua extremidade anterior localiza-se na cavidade da base do nicleo. O derivado mitocondrial menor é
basicamente ocupado por cristas mitocondriais, regularmente dispostas em 4ngulo reto relativo ao seu eixo

maior. E possivel que estes derivados mitocondriais estejam relacionados com a motilidade dos
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espermatozéides: o menor como responsivel pelo fornecimento de energia e o maior pelo padrao de

batimento do flagelo.

5. Nas espermétides jovens foi observado um dnico centriolo. Este, no inicio da espermiogénese, é
formado por 9 trincas de microtibulos e localiza-se em uma depressao lateral do nicleo. Durante a alteragao
nuclear, o centriolo migra para a regiao basal do nicleo e torna-se alinhado com este. Nos espermatozdides,

como ocorre na maioria dos insetos, o arranjo original em trincas deste centriolo ndo € mais observado.

6. O adjunto do centriolo aparece no quarto estidio, torna-se desenvolvido durante a transformagao do
formato nuclear e, no sétimo estddio, ja ndo € mais observado. Nesta espécie, supomos que o adjunto tem
como fungio manter o centriolo associado ao envoltdrio nuclear e garantir que este centriolo alcance a sua
posigio posterior e orientagio definitiva durante esta transformagao do nicleo.
7. O axonema tem origem a partir do Ginico centriolo observado na espermatide e, inicialmente,
apresenta o esquema bésico de "9 + 2", 0 qual durante o quarto estiadio evolui para o padrao classico de "9
+ 9 + 2", ja descrito para a grande maioria dos insetos. O axonema, como para todos os animais, €

responsavel pela locomogdo dos espermatozoides.

8. Os corpos acessérios sdo estruturas aproximadamente triangulares, em secgdo transversal, que
flanqueam o axonema, separando-o dos derivados mitocondriais. Cada corpo acessOrio possui uma
expansio menos compacta, sendo esta mais desenvolvida em um deles. Durante a espermiogénese, 0 corpos
acessérios comegam a ser formados no sétimo estddio e suas expansdes no oitavo. Acreditamos que estes
corpos acessOrios, especialmente suas expansoes, juntamente com o derivado mitocondrial maior, estejam

relacionados com o padrio de batimento do flagelo dos espermatozdides.

9. O espermatozéide de C. sordidus é muito longo e fino, medindo aproximadamente 160um de
comprimento. A cabega, também longa e fina, mede por volta de 22um. Destes, 1um ¢ representado pelo
acrossomo. Por microscopia eletrdnica de varredura, o flagelo apresenta-se como sendo formado por dois
filamentos, sendo um linear e o outro ondulado. Quando observado em corte longitudinal, nota-se que o
filamento ondulado é constituido pelo axonema, os dois corpos acessorios com suas expansoes e o derivado

mitocondrial menor, enquanto o filamento ndo ondulado representa o derivado mitocondrial maior.
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