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1 INTRODUCAO

A mosca Ceratitis capitata Weldmann é um Diptero,
praga de fruto, portanto de considerdvel importancia biolégica e econdmica.
Esta mosca pertence a familia Tephritidae, ordem Diptera, sub-ordem Cy-
clorrhapha e tribo Schizophora. O seu controle, assim como da grande
maioria dos insetos pragas, tem sido feito com o uso indiscriminado de in-
seticidas, em detrimento ao equilibrio biolégico. Este método de controle,
além de causar problemas ao homem e ao meio ambiente de um modo
geral, pode eventualmente perder sua efetividade com a inevildvel sele-
cao de resisténcia pelo animal. Com estas preocupagdes, nas duas tltimas
décadas, esforcos foram concentrados com o intuito de desenvolver sofisti-
cados métodos de controle, sendo que os mais usados sao as técnicas de
esterilidade e outros métodos de controle genético (RADU et alii, 1975;
ROSSLER & KOLTIN, 1976; ROSSLER, 1982).

Para o desenvolvimento de controles alternativos nas po-
pulacdes de insetos o estudo da biologia da reproducao destes individuos
parace ser de grande valia. Desejando contribuir neste sentido, efetuamos
o estudo da espermiogénese no mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata,
o qual possui uma capacidade de inseminacdo bastante reduzida.

" As moscas que eclodem de ovos de Ceratitis capitata, da
linhagem selvagem, submetidos a irradiagao com luz ultravioleta, apresen-

tam alteracoes morfolégicas na segmentacio do abdomem. Ao se realizar o
cruzamento destes individuos obtem-se individuos com uma mutagao que



afeta a cor dos olhos — mutante “olho réseo”. Portanto, os raios ultravioleta
parecem causar lesoes no DNA das células germinativas dos individuos em
formacao no interior dos ovos irradiados. A mutagao que afeta a coloragao
dos olhos é monogénica, recessiva e autossémica. Os machos mutantes para
esta caracteristica também possuem uma capacidade de inseminagao signi-
ficativamente menor e o tempo requerido para a inseminacao das fémeas é
malior que aquele requerido pelos machos normais {CARDOSO et alii, 1984;
CARDOSO, 1987).

Frente a estas informacoes que apontam para uma al-
teracado comportamental do mutante, procuramos investigar ainda a pos-
sibilidade de modificacoes no desenvolvimento celular que poderiam levar
a malformagoes e/ou & produgdo de menor quantidade de células germi-

nativas vidveis no mutante. Propusemo-nos a investigar o processo da es-

permiogénese desta mosca a nivel ultra-estrutural, com o objetivo de am-
pliar os conhecimentos da biologia de reproducaoc de Ceralitis capitata, e em
especifico deste mutante, que, por possuir uma capacidade de inseminagao
significativamente menor, apresenta consequentemente uma populagao bas-
tante reduzida. '

Portanto, com o objetivo de contribuir com novos co-
nhecimentos a respeito do processo da espermiogénese da mosca-da-fruta
Ceratitis capitata, em especifico do mutante “olho réseo”, que possam servir
de base para posteriores trabalhos relacionados direta e/ou indiretamente
com o controle biolégico deste Diptero, praga das culturas frutiferas reali-
zaremos um estudo da organizagao testicular, ao qual segue uma analise
dos eventos de diferenciacao das células espermaticas no testiculo e na
espermateca. Para melhor entendermos as altera¢des morfofuncionais no
processo da espermiogénese recorremos ao estudo citoquimico para reagoes
engimaticas fosfatdsica acida e arilsulfatase. O nosso estudo, em todas as
suas etapas, sera realizado paralelamente na linhagem selvagem de Ceratitis
capitata e no mutanie “olho réseo” para efeitos comparativos; baseando-

se ainda na citodiferenciacao descrita para a espermiogénese normal de
Ceratitis capitata por QUAGIO-GRASSIOTTO (1983).



1.1 Revisao Bibliografica

Os espermatozdides sdo células altamente especializadas,
verdadeiros modelos de diferenciacio celular. Sao células destituidas de
muitas organelas associadas com o metabolisino celular, e os elementos
essencials que sao conservados passam por uma evolugao morfolégica que
nao tem paralelo em outros tipos celulares. Muitas de suas caracteristicas
estruturais estao relacionadas com o seu papel terminal na fertilizacao, cuja
funcao especifica relaciona-se com o carreamento do material genético e sua
introdugao no évulo durante o processo da fecundacido (PHILLIPS, 1974a}.

A dimensao ¢ ultra-estrutura do espermatozoide demons-
tra considerdvel variagao entre as diferentes espécies de insetos. As razoes
desta diversidade ainda nao sao totalmente conhecidas. Porém, esta di-

versidade pode refletir somente pequenas diferencas adaptacionals exigidas
funcionalmente durante a produgio, armazenamento e transferéncia dos
espermatozéides, e no processo de fertilizacdo; ou refletir pequenas mu-
dancas acumuladas com o processo de evolugao; ou ainda, a diversidade da
ultra-estrutura do espermatozéide relaciona-se com a filogenia dos grupos
de insetos (DALLAI & AFZELIUS, 1980).

Em todo o filo Arthropoda um tipo convencional de es-
permatozéides ¢ estabelecido. Na maloria das espécies de insetos os esper-
matozéides sao do tipo modificado, cujas caracteristicas morfélogicas estao
voltadas e/ou adaptadas & motilidade da célula, através de diferenciagoes
sofridas na sua forma filamentosa, na cabega muito alongada, no complexo
acrossomal e nas mitocdndrias muito modificadas que flanqueiam o longo
axonema {BACCETTI, 1970 e 1972; DALLAI & AFZELIUS, 1980).

A formagao das células germinativas ocorre no interior
de foliculos dentro dos testiculos, que geralmente sac érgaos pares. Os
testiculos morfofuncionalmente podem ser divididos em trés zonas distintas.
Em Drosophila melanogaster a divisao do testiculo em trés zonas fol assim
estabelecida: porcao apical (distal) onde encontram-se os espermatécitos e
alguns cistos com espermatides em fases iniciais de diferenciagao; porgao
intermedidria que ocupa a maior parte do testiculo, é o local onde as células
germinativas sofrem o processo de maturagao; porgao terminal (proximal),
regido onde se encontram cistos com espermatides em estddios adianta-
dos de maturacéio e cistos com espermatozéides maduros (BAIRATI, 1967,



TOKUYASU et alii, 1972a).

A espermatogénese representa um complexo sistema de
diferenciacao celular, o qual produz células hapléides encarregadas da trans-
feréncia do material genético aos 6vulos no processo de fertilizagao. Durante
a espermatogénese as espermatogénias pré-definitivas se desenvolvem ao re-
dor de uma célula apical localizada no “germarium”existente na porgao dis-
tal de cada foliculo testicular. A espermatogdnia pré-definitiva ao deixar
o “germarium” se associa s células somadticas formando um espermato-
cisto. Esta espermatogdnia agora encistada, denomina-se espermatogonia
definitiva. Iniciam-se as divisdes sincronicas (divisdes mitéticas goniais)
das quais resultam os espermatécitos primérios que ao passarem pelas duas
divisbes sucessivas da meiose dao origem a um leixe de espermatides; es-
tas, por sua vez, sofrem profundas alteragoes morfofuncionais no decorrer

de um processo designado espermiogénese. Este processo culmina com a
formacio de cistos com espermatozéides orientados paralelamente cabega
com cabega, cauda com cauda (VIRKKI, 1969; GARBINI & IMBERSKI,
1977; DUMSER, 1980).

Em contraste com muitos vertebrados, nos quais os es-
permatozdides desenvolvem-se no interior de tibulos seminiferos, em muitos
invertebrados e alguns poucos vertebrados as células germinativas mas-
culinas desenvolvem-se no interior de cistos. O cisto é essencialmente um
clone de células germinativas circundado por células somdticas de natureza
epitelial. O ndmero de espermatozéides por cisto é usualmente constan-
te e especifico para cada espécie, e é em geral igual a razao 2", onde
n é o numero de divisoes mitdticas goniais juntamente com 0 Processo
meidtico pelo qual passam os espermatdécitos secundarios, originando as
espermétides. As células germinativas de um cisto sao funcionalmente um
sincicio, elas dividem-se e desenvolvem-se em sincrénia. As espermatides in-
terconectadas por pontes citoplasmaticas no interior do cisto permanecem
alinhadas lado a lado durante o processo da espermiogénese (BAIRATI,
1967; VIRKKI, 1969; PHILLIPS, 1970a e 1974a; DUMSER, 1980).

O ndmero de células espermaticas por cisto € um indica-
tivo da posicdo filogenética ocupada pelo inseto dentro do grupo a que
pertence. Os insetos de ordens mais primitivas possuem um ndmero maior
de células esperméticas por cisto do que as ordens mais modernas; e no
interior de categorias sistematicas, grupos e espécies mais evoluidos ten-
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demn a possuir menos espermatozdides por cisto. O decréscimo do nimero
de espermatozéide por cisto possivelmente reflete uma reducao geral na
producao de espermatozdides, e isto provavelmente tem valor adaptativo
limitando a variabilidade genética (VIRKKI, 1969).

Na linhagem selvagem de Ceratitis capitata o nimero de
espermatozdides na grande maioria dos cistos aproxima-se de 256, seguindo
a razao 2", onde n ¢ igual a 8, sendo este niimero caracteristico para esta
espécie (QUAGIO-GRASSIOTTO, 1983). Seguindo a hipdtese de VIRKKI,
na ordem Diptera a familia Tephritidae, representada por Ceratitis capifata,
é menos evoluida, contendo aproximadamente 256 células espermadticas por
cisto, enquanto que a familia Drosophilidae, representada por Drosophila
melanogaster, é mals evoluida, contendo somente 64 células espermaticas
por cisto.

Porém, o nimero de células germinativas por cisto a-
presenta-se reduzido em mutantes X/0 de Drosophila melanogaster, onde
somente cerca de 20% dos cistos maduros contém a quantidade teorica-
mente esperada de espermatozdides, ou seja, 64 (KIEFER, 1966; HESS &
MEYER, 1968).

O processo da espermiogénese foi descrito de forma de-
talhada, a nivel ultra-estrutural, relacionando as modificagoes morfolégicas
das células esperméticas com estadios caracteristicos em algumas espécies
de insetos, como Drosophila melanogaster (STANLEY et alii, 1972); Lo-
custa migratoria (SZ@LL@SI, 1975); e Ceratitis capitata (QUAGIO-
-GRASSIOTTO, 1983).

Intimeros autores, em seus trabalhos referentes a esper-
miogénese em insetos, enfocam os eventos morfofisiolégicos pelos quais pas-
sam as espermadtides para atingir a configuracao final do espermatozéide,
célula apta ao processo de fertilizacio (KESSEL, 1967; HOAGE & KES-
SEL, 1968, MOSES & WILSON, 1970; FOLLIOT & MAILLET, 1970;
PHILLIPS, 1970a e 1974a; WARNER, 1971; BACCETTI, 1972; YASU-
ZUMI, 1974; GASSNER et alii, 1975; CRUZ-LANDIM, 1979a; CRUZ-
LANDIM & BEIG, 1980).

Outros trabalhos referem-se especificamente a morfologia
do espermatozdide maduro de alguns insetos, como Drosophila

melanogaster Meig .(PEROTTI, 1969; BAIRATI & PEROTTI, 1970); Apis
mellifera (CRUZ-HOFLING et alii, 1970); Dalbulus maidis Del. e W. (CRUZ-
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LANDIM & KITAJIMA, 1972); Atta capiguara e Atta sexdens rubropila
(CAETANO, 1980); Heteroptera (DALLAL & AFZELIUS, 1980); Ceratitis
capitata Weidmann (QUAGIO-GRASSIOTTO & DOLDER, 1985); e
Alabama argillacea (MEDEIROS, 1986).

H4, entretanto, varias publicacoes que tratam da forma-
cao0, do desenvolvimento e da morfologia de determinadas estruturas celu-
lares que caracterizam ultra-estruturalmente os espermatozéides de insetos.
Quando do processo de diferenciacao da célula espermaética as organelas
celulares que sdo conservadas no espermatozéide sao bastante modificadas
contribuindo para a formato muito delgado desta célula, @ qual é constituida
por uma cabeca bastante delgada e por uma cauda ou flagelo extremamente
comprido.

A cabeca do espermatozodide é formada por um acrosso-
ma e pelo nicleo. O acrossoma é, essencialmente, um pequeno granulo,
limitado por membrana, que se localiza anteriormente ao nicleo. Sua
formacao, geralmente, inicia-se com o aparecimento de um grénulo pré-
acrossdbmico na superficie concava do complexo de Golgi, organela esta,
que participa ativamente no desenvolvimento do acrossoma. A natureza
enzimatica do contedido acrossomal propoe o envolvimento desta organela
no processo de fecundagao auxiliando a penetragdo do espermatozoide no
évulo (PHILLIPS, 1970a; BACCETTI, 1972; YASUZUMI, 1974).

Quanto ao estudo citoquimico, poucos trabalhos na li-
teratura enfocam a reacao enzimética fosfatasica 4cida em acrossoma de
espermatozdides. As enzimas parecem ser armazenadas em uma forma
inativa no acrossoma de espermatozdides do ourigo-do-mar (ANDERSON,
1068} e Marthasterias glacialis (SOUZA & AZEVEDO, 1986) e serao ati-
vadas somente no momento da fertilizagao.

Durante a espermiogénese, a cromatina das espermétides
sofre uma série de transformacoes que levam & condensacao de todo o ntcleo
com consequente alongamento e reducao do diametro do mesmo. FKEstas
transformacoes sao discutidas por intimeros pesquisadores em diferentes
espécies de insetos, como Aeschna grandis e outras espécies de libélulas
(KESSEL, 1966 e 1970); Drosophila melanogaster (TOKUYASU, 1974b e
1975a); Coelopa frigida (SCHRANKEL & SCHWALM, 1974); Myogryl-
fus sp. (CRUZ-LANDIM & FERREIRA, 1976); e Ceratitis capitata Weid
(QUAGIO-GRASSIOTTO & DOLDER, 1981).
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O estudo da reacdo enzimatica fosfatasica acida nuclear
na literatura restringe-se basicamente, a nicleos de células somaticas, com
excecao do trabaltho de YASUZUMI e colaboradores {1970b) em esper-
matides de Cipangopaludina malleata. No nicleo de células somaticas a
atividade fosfatase dcida parece relacionar-se com o processo de transcrigao
do DNA (DEULTOR et alii, 1981).

A regiao caudal ou flagelo é formado pelo adjunto do
centriolo, em sua porgao inicial, o qual circunda o corpiisculo basal, e o
axonema com um arranjo béasico de 9 + 2 microtiibulos circundado ainda,
por 9 microttibulos acessérios em muitos grupos de insetos. Ladeando o
axonema encontram-se dois derivados mitocondriais que se estendem da
regido anterior até préximo & extremidade posterior do flagelo.

O adjunto do centriolo estd associado com a regiao pos-

terior do nicleo e é observado como uma estrutura granular, densa que
circunda o centriolo e a por¢ao inicial do flagelo das células espermaticas
de muitos insetos. Na literatura YASUZUMI e colaboradores (1970a), TAF-
FAREL & ESPONDA (1980) trabalhando com a espermiogénese de gafa-
nhoto e CANTACUZENE (1970) em estudo com células esperméticas de
Orthoptera discutem a provéavel constituicao e fungao desta estrutura.

As células germinativas na maioria dos insetos retém
apareniemente, somente um centriolo, o qual modifica-se no corpisculo
basal do axonema. Por sua vez, o axonema geralmente apresenta um ar-
ranjo tubular tipico de 9 + 9 + 2 microtdbulos (2 microtibulos centrais
rodeados por 9 microtibulos duplos, que por sua vez, sao circundados por
mais 9 microtibulos simples). Na tentativa de elucidar a complexa orga-
niza¢ao do axonema, relacionando-a com a motilidade flagelar dos esperma-
toz6ides, intimeros autores envolveram-se no estudo ultra-estrutural deste
componente do flagelo, em células esperméticas de insetos (ROBISON, 1066
e 1970; PHILLIPS, 1966, 1969, 1970c e 1974b; HOAGE & KESSEL, 1968;
SHAY et alii, 1969; KIEFER, 1970; WARNER, 1970 e 1974; TILNEY et
alii, 1973; BACCETTI & DALLAIL 1976; CRUZ-LANDIM, 1979b; DALLAI
& MAZZINI, 1983; YIN et alii, 1985).

Paralelamente ao estudo ultra-estrutural surgiram alguns
estudos citoquimicos a nivel do flagelo de espermatozéides de insetos. Os
trabalhos na literatura referem-se & localizacao da atividade enzimatica
fosfatésica acida no axonema dos espermatozdides de Bacillus e Ceratitis



(BIGLIARDLI et alii, 1970); de Bacillus rossius, Ceratitis capitata e Pe-
zotettix giornai (BACCETTI et alii, 1971a); de Drosophila melanogaster
(BEAULATON & PERRIN-WALDEMER, 1973); ¢ de Triatoma infestans
(DOLDER, 1981}.

Os derivados mitocondriais dispoem-se um de cada lado
do axonema e estendem-se desde a extremidade posterior do nicleo até as
proximidades da extremidade final da cauda dos espermatozéides. Nos in-
setos, durante a espermiogénese, as mitocdndrias das células espermaticas
passam por uma série de transformacgoes morfofuncionais para a formagao
dos derivados mitocondriais. IEstas transformacoes estao elucidadas nos
trabalhos de PRATT {1970) com Murgantia histrionica (Hemiptera); de
TOKUYASU (1974a e 1975b) com Drosophila melanogaster; de ROSATI e

colaboradores (1976) num estudo comparativo de derivados mitocondriais

em espermatozoéides de varios grupos de insetos; de BACCETTI e colabo-
radores (1977) com espermatozéides de Notonecta ; e de CRUZ-LANDIM &
MORAES {1980) na espermiogénese de Melipona
quadrifasciata anthidioides Lep.

Na literatura pouquissimos sdo os trabalhos que enfocam
o estudo citoquimico de enzimas liticas em vesiculas lisossomais de células
eerminativas e/ou células cisticas. Os autores PERRIN-WALDEMER &
BEAULATON (1973) e TOKUYASU e colaboradores (1972b) respectiva-
mente, em estudos citoquimicos durante o processo da espermatogénese
e espermiogénese em Drosophila melonogaster enfocam a participacao da
fosfatase acida na eliminacao de residuos celulares resultantes das modi-
ficagoes morfoldgicas pelas quals passam as células germinativas e a agao
desta enzima nas células cisticas durante o processo de liberagao dos esper-
matozdides maduros.

Porém, inimeros sao os estudos encontrados na litera-
tura com referéncia ao estudo citoquimico de hidrolases, especificamente
fosfatases dcidas em lisossomos de células somaticas, tais como em células
de diferentes 6rgaos de ratos (GOLDFISCHER et alii, 1964; SMITH &
FARQUHAR, 1966; HELMINEN et alii, 1968; SERRANO et alii, 1976);
em intestino delgado de camundongo (BARKA, 1964); em tdbulos renais
de camundongo {SASAKI & FISHMAN, 1973; MIYAYAMA et alii, 1975);
em glandula salivar de Drosophila melanogaster {(ANASTASIA- SAWICKI
& MACINTYRE, 1976); em tibulos de Malphigi de Triatoma infestans
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(AZEREDO-OLIVEIRA, 1982); e mno O6Orgaoc pineal de Salmo
gairdneri (OMURA et alii, 1986).

Na literatura o estudo citoquimico da arilsulfatase, en-
zima cuja localizagao preferencial ocorre a nivel lisossomal esta mals rela-
cionado com andlises bioquimicas em testiculos e espermatozdides de ma-
miferos (ISHIZUKA et alii, 1973; YAMATO et alii, 1974). A localizacao
da enzima a nivel ultra-estrutural estd registrada em alguns trabalhos com
células renais de ratos (ARSTILA et alii, 1967; HOPSU-HAVU et alii, 1967;
ERICSSON & HELMINEN, 1967; HOPSU-HAVU & HELMINEN, 1974).

Na literatura alguns trabalhos com mutantes de
Drosophila referem-se a alteracoes no processo da espermiogénese. Em
machos Y-deficiente observa-se que todos os elementos estruturais para o
desenvolvimento do espermatozdide normal estao presentes, porém o que

thes falta é a propriedade de organizacao, portanto estes machos sao com-
pletamente vidveis, porém estéreis (MEYER, 1968 e 1970; KIEFER, 1969).
No mutante X/0 além da grande frequéncia de cistos com pequeno niimero
de espermatozdides, foram verificadas alteragoes no desenvolvimento dos
derivados mitocondriais e fibras do axonema (KIEFER, 1966}. O cromos-
somo Y heterocromaético é portador de inlimeros fatores de fertilidade indis-
pensédveis para o desenvolvimento normal de espermatozéides férteis (HESS
& MEYER, 1968; HARDY et alii, 1981).

Em mutantes autossémicos de Drosophila alteragoes mor-
foldgicas anormais no processo de diferenciagao da espermatide sao obser-
vadas. Entre as anomalias mais comuns observa-se a falta de diferenciacao
da cabega, degeneragao do axonema, formagao de corpiisculos paracrista-
linos multiplos nos derivados mitocondriais e nao formagao dos derivados
mitocondriais (SHOUP, 1967; ROMRELL et alii, 1972a e 1972b; WILKIN-
SON et alii, 1974; HABLISTON et alii, 1977; BRICK et alii, 1979).

Machos de Drosophila melanogaster e Locusta
migratoria submetidos & temperatura elevada apresentam o processo da
espermiogénese com algumas alteragoes onde observa-se frequentemente a
formacgao das células germinativas com anomalias morfoldgicas (ANDER-
SON, 1967; SZOLLOSI, 1976a e 1976b).



2 MATERIAIS e METODOS

Para este estudo foram utilizados machos selvagens e mu-
tantes “olho réseo” da mosca-da-fruta Ceratitis capitata, com 05 a 30 dias,
apds a emergéncia do adulto, e {émeas selvagens e mutantes cruzadas, res-
pectivamente, com machos da mesma linhagem.

O mutante “olho résec” foi obtido em laboratério. Ovos
com a idade de 01 hora, de Ceratitis capitata, da linhagem selvagem, foram
submetidos & irradiacdo durante 7.5 minutos, com luz ultravioleta, num
comprimento de onda de 254 nm. A partir do cruzamento dos individuos
que eclodiram dos ovos irradiados foi obtido o referido mutante (CAR-
DOSO, 1987). As moscas foram gentilmente cedidas pela professora Ana
Maria Pereira Cardoso do Departamento de Genética e Evolugao da UNI-
CAMP.

Machos adultos foram dissecados com auxilio de um mi-
croscopio estereoscopio ZEISS, os testiculos retirados e submetidos a dife-
rentes processos de fixacao para a observagao de aspectos ultra-estruturalis
e estudo citoquimico para fosfatase dcida e arilsulfatase nas diversas fases
da espermiogénese no mutante “olho réseo” , comparativo 4 linhagem sel-
vagem de Ceratitis capitata. As espermatecas de fémeas adultas foram
utilizadas para a observacao e anilise de espermatozéides armazenados no
trato genital feminino do mutante comparativo a fémea selvagem.
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Os métodos experimentais empregados no preparo de
testiculos e espermatecas para o estudo ultra~estrutural e citoquimico da
espermiogénese no mutante “olho réseo”, comparativo a linhagem selvagem
de Ceratitis capitata serao explicados a seguir.
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2.1 Meétodo de Preparacio para a Observacio Ul-
tra-Estrutural, segundo SIMIONESCU & SIMI-
ONESCU (1976a, b), com algumas modificagdes

Machos e fémeas adultos do mutante “olho réseo” e do
tipo selvagem da mosca-da-fruta Ceratitis capitata foram anestesiados com
éter sulfirico e dissecados em solucio de glutaraldeido 1.5 % em tampao
fosfato Sérensen 0.1 M, pH 7.4 (GLAUERT, 1975), contendo 3.5 % de sa-
carose e tragos de cloreto de cdlcio. Os érgaos reprodutores dos animais,
testiculos espermatecas, foram fixados inteiros, pois devido is pequenas
dimensoes dos mesmos (0.1 mm de didmetro da espermateca, e 0.5 mm
de comprimento por 0.3 mm de didmetro do testiculo) o fixador nio teria

dificuldades para penetracao.

Apés a remogao do material, testiculos e espermatecas
foram fixados, por imersdo, em solugdo de glutaraldeido 3% em tampio
fosfato Sérensen 0.1 M, pH 7.4, contendo 3.5 % de sacarose e tracos de
cloreto de célcio, durante 2 a 3 horas, a 4°C.

As génadas foram, apds a fixacdo em glutaraldeido, la-
vadas no mesmo tampao, durante 1 hora, a 4°C, efetuando-se 2 trocas.

A pés-fixagao foi efetuada, por imersao, em tetréxido de
dsmio 2% em tampdo fosfato Sérensen 0.2 M, pH 7.4, contendo 3.5 % de
sacarose e {ragos de cloreto de cdlcio, durante 1 hora, a 4°C.

Apés uma lavagem rdpida em tampao fosfato Sérensen
0.1 M; os espécimes foram tratados com 4cido thnico a 2% em tampao
fosfato Sérensen 0.1 M, pH 7.4, contendo 3.5 % de sacarose e tracos de
cloreto de célcio, durante 1 hora, a 4°C. O tratamentio com acido tinico
visa a obtencdo de um aumento geral de contraste das estruturas celulares,
particularmente das membranas.

Testiculos e espermatecas passaram por uma répida la-
vagem em dgua destilada e foram submetidos ao processo de desidratacao
em uma série gradual de dlcool etilico:

1. Apos a lavagem do material em dgua destilada, o mesmo foi imerso

em um pequeno volume de dgua destilada, ao qual adicionou-se 4lcool
etilico 95 %, gota a gota, durante 15 minutos, a 4°C, até a obtencao
do dobro do volume inicial da dgua, obtendo-se portanto uma con-
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centragao final do alcool de aproximadamente 45 %.

2. Desprezou-se metade do volume de dlcool 45 %, no qual estava imerso
o material em estudo, adicionou-se alcool etilico 95 %, gota a gota, du-
rante 15 minutos, a 4°C, até a obtengao do volume inicial do liquido,

obtendo-se portanto uma concentragao final do 4lcool de aproximada-
mente 75 %.

3. O volume total do dlcool 75 % foi desprezado, adicionou-se dlcool 95
%, deixando o material em estudo imerso durante 15 minutos, a 4°C.
A substitui¢do do dlcool 95 % foi repetida mais duas vezes.

4. 0 &lcool 95 % foi substituido por dlcool 100 %, deixando-se o material

imerso durante 10 minutos, a temperatura ambiente, A substituicao
do dlcool 100 % foi repetida mais duas vezes.

Apds a desidratacao dos espécimes, efetuou-se a substi-
tuicko do etanol pelo éxido de propileno segundo a metodologia abaixo
descrita:

1. Desprezou-se o alcool 100 % e adicionou-se etanol 100 % e 6xido de
propileno na proporcao 1:1, deixando o material em estudo imerso
nesta solugao durante 5 minutos, a temperatura ambiente.

2. A solucdo etanol 100 % e 6xido de propileno (1:1) foi substituida por
oxido de propileno puro, durante 5 minutos, a temperatura ambiente.
O procedimento foi repetido mais uma vez.

O material em estudo fol entao embebido em uma mis-
tura de 6xido de propileno e Epon {1:1), “overnight” ou 12 horas, em frasco
aberto, a temperatura ambiente. No dia seguinte procedeu-se a inclusao do
material em Epon 812, utilizando-se a forma dura - mistura B descrita por
LUFT (1961) para a obten¢do da maxima dureza final dos blocos.

Os cortes ultra-finos de aproximadamente 30 a 50 nm de
espessura, de cor cinza a levemente dourada (cor esta, devido a interferéncia

da luz) foram obtidos em ultra-micrétomo LKB, com a utilizacao de nava-
thas de vidro. Os cortes foram coletados em telas de cobre de 200 “mesh”
e contrastados em solugao aquosa de acetato de uranila a 2 % (WATSON,
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1958), por 20 minutos, & temperatura ambiente; e a seguir em solucao de
citrato de chumbo a 0.2 % em solugao 1 N de hidréxido de sédio (VENA-
BLE & COGGESHALL, 1965), por 2 minutos, & temperatura ambiente.

A observacao e as micrografias eletrénicas do material em
estudo foram efetuadas em Microscépio Eletrénico de Transmissao, marca
ZEISS EM 98-2, operado a 60 kV, a aumentos de 1.800 a 60.000 vezes,
utilizando-se filmes Fuji (Fuji Electron - Microscopic Film - FG).

Para revelacao dos filmes utilizou-se o revelador D19B,
preparado conforme férmula fornecida pela Kodak. As cépias fotograficas
foram feitas em papel fotografico Kodabromide, peso simples, F ou Fy, da
Kodak, com a utilizagao de uma ampliador Fuji, modelo S69, equipado com

as lentes originais. Na revelagao e fixagio das copias fotograficas utilizou-

se respectivamente, o revelador Dektol da Kodak e o Fixador também da
Kodak.
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2.2 Mdétodo de Preparacao da Reacao Citoquimica
para Fosfatase Acida (GOMORI, 1952 - apud ESS-
NER, 1973)

Machos adultos do mutante “olho réseo” e do tipo sel-
vagem da mosca-da-fruta Ceratitis capitata foram anestesiados em éter
sulfirico e dissecados em solugao de glutaraldeido 1.5 % em tampao ca-
codilate de sédio 0.2 M, pH 7.2 (GLAUERT, 1975), contendo 3.5 % de
sacarose. Os testiculos foram fixados, por imersao, em solucao de glutaral-
deido 1.5 % em tampao cacodilato de s6dio 0.2 M, pH 7.2, contendo 3.5 %
de sacarose, durante 30 minutos, a 4°C.

Apés a fixacao em glutaraldeido, o material em estudo foi

lavado rapidamente no mesmo tampao, e imerso no meio de incubagao para
a reacao enzimatica fosfatdsica dcida: 30 mg de F—glicerofosfato de sédio;
11 ml de tampao acetato 0.05 M, pH 5.0 (HUMASON, 1972), contendo 3.5
% de sacarose; e 0.1 ml de nitrato de chumbo 12 %. Os componentes do
meio foram misturados na ordem indicada, e este foi filtrado antes de ser
utilizado. O material em estudo permaneceu no meio de incubagao durante
1 hora, a temperatura ambiente.

Os espécimes, apds uma lavagem rapida em tampao ca-
codilato de sédio 0.2 M, pH 7.2, foram pés-fixados, por imersao, em tetrd-
xido de ésmio 1 % em tampdo cacodilato 0.2 M, pH 7.2, contendo 3.5 % de
sacarose, durante 30 minutos, & temperatura ambiente.

O material em estudo passou por uma riapida lavagem
em agua destilada, e fol em seguida submetido ao processo de desidratacao
em série gradual de dlcool etilico e inclusao em Epon 812, conforme descrito
anieriormente.

Os cortes ultra-finos foram observados em Microscopio
Eletronico de Transmissao, sem contrastacao em acetato de uranila e ci-
trato de chumbo. Nos controles da reacao citogquimica para fosfatase dci-
da, segundo GOMORI, os testiculos foram incubados em um meio sem a
presenca do substrato, g-glicerofosfato de sédio. Os cortes ultra-finos, para
observagao em Microscépio Eletronico de Transmissao, foram contrastados

em acetato de uranila e citrato de chumbo.
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2.3 Meétodo de Preparagiao da Reacio Citoquimica
para Fosfatase Acida (BARKA & ANDERSON,
1962 - apud ESSNER, 1973; modificado por PA-
AVOLA, 1978a, e SOUZA & AZEVEDO, 1986)

No estudo citoquimico para fosfatase dcida, além da me-
todologia descrita anteriormente, foi empregada uma variagao da técnica
de fixagao e meio de incubagdo. Esta variagao encontra-se descrita a seguir.

Machos adultos do mutante “olho réseo” e do tipo sel-
vagem da mosca-da-fruta Ceratitis capitata foram anestesiados em éter
sulftirico e dissecados em solucao de glutaraldeido 1.5 % em tampio ca-

codilato de sodio 0.1 M, pH 7.2, contendo 5 % de sacarose. Os testiculos
foram fixados, por imersao, em solucao de glutaraldeido 1.5 % em tampao
cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.2, contendo 5 % de sacarose, durante 30
minutos e¢/ou 2 horas, a 4°C.

Apds a fixa¢ao em glutaraldeido, o material em estudo
foi lavado em tampao cacodilato de sddio 0.1 M, pH 7.2, contendo 5% de
sacarose, durante 30 minutos e/ou 2 horas, a 4°C.

A seguir, os testiculos foram pré-incubados em tampao
tris-maleato 0.056 M, pH 5.0 (VILLELA et alli, 1973), contendo 5 % de
sacarose, duranie 30 minutos, a 4°C.

A incubagao por 1 hora, a 37°C e/ou temperatura ambi-
ente, foi realizada no seguinte meio: 12.5 mg de f-glicerofosfato de sédio;
1.0 ml de égua destilada; 2.0 ml de tampéo tris-maleato 0.05 M, pH 5.0,
contendo 5 % de sacarose; ¢ 2.0 ml de nitrato de chumbo 0.2 %. Os compo-
nentes do meio de incubagao foram misturados na ordem indicada, e este
foi filtrado antes de ser utilizado.

Apds a incubacgado, o material em estudo foi lavado 2
vezes, por b minutos cada lavagem, em tampao tris-maleato 0.05 M, pH
5.0, contendo 5 % de sacarose; em seguida lavado 2 veges, por 5 minutos
cada lavagem, em tampao cacodilato de sédio 0.1 M, pH 7.2, contendo 5 %
de sacarose.

Na etapa seguinte, os espécimes foram pds-fixados em
tetréxido de 6smio 1 % em tampao cacodilato de sédio 0.1 M, pH 7.2,
contendo 5 % de sacarose, durante 1 hora.
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O material em estudo passou por uma rdpida lavagem em
dgua destilada e foi em seguida submetido ao processo de desidratagao em
série gradual de dlcool etilico, e inclusao em Epon 812, conforme descrito

anteriormente.

Os cortes ultra-finos foram observados em Microscépio
Eletrénico de Transmissdo, sem contrastagao por acetato de uranila e ci-
trato de chumbeo.

Nos controles da reacao citoquimica para fosfatase 4ci-
da, segundo BARKA & ANDERSON, os testiculos foram incubados em
um meio sem a presencga do substrato, J-glicerofosfato de s6dio. Os cortes
ultra-finos, para observacao em Microscépio Eletrdnico de Transmissao,

foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo.
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2.4 Método de Preparacio da Reagao Citogquimica
para Arilsulfatase segundo HOPSU-HAVU et alii
(1967), com algumas modificagdes

Foi investigada também a presenca de arilsulfatase, a
qual estd associada principalmente & presenca de lisossomos. A metodologia
ermpregada encontra-se descrita a seguir.

Machos adultos do mutante “olho réseo” e do tipo sel-
vagem da mosca-da-fruta Ceratitis capitata foram anestesiados em éter
sulfirico e dissecados em solugao de glutaraldeido 1.5 % em tampao ca-
codilato de sédio 0.1 M, pH 7.2, contendo 5 % de sacarose. Os testiculos

foram fixados, por imersao, em solugao de glutaraldeido 3 % em tampao

cacodilato de sédio 0.1 M, pH 7.2, contendo 5 % de sacarose, durante 1
hora, a 4°C.

Apoés fixacao em glutaraldeido, os espécimes foram lava-
dos em tampao cacodilato de sédio 0.1 M, pH 7.2, contendo 5 % de saca-
rose, durante 30 minutos, realizando-se duas trocas; em seguida, passou-se
3 lavagem em tampao acetato 0.1 M, pH 5.4, contendo 5 % de sacaro-
se, durante 30 minutos, realizando-se 2 trocas. Ambas as lavagens foram
realizadas a 4°C.

A incubagao, por 1 hora, foi realizada no seguinte meio:
60 mg de p-nitrocatecol sulfato em 1.5 ml de dgua destilada; 4.5 ml de
tampao acetato 0.1 M, pH 5.4, contendo 5 % de sacarose; e 1.5 ml de
cloreto de bario 5 %. O meio de incubacgio foi mantido a 37°C.

Apés a incubacao, o material em estudo foi lavado em
tampao acetato 0.1 M, pH 5.4, contendo 5 % de sacarose, durante 15 minu-
tos, realizando-se 2 trocas; ¢ em seguida uma lavagem em tampéo cacodilato
de sodio 0.1 M, pH 7.2, contendo 5 % de sacarose, durante 15 minutos,
realizando-se 2 trocas. Ambas as lavagens foram realizadas & temmperatura
ambiente.

Os espécimes foram pés-fixados em tetréxido de ésmio
2% em tampdo cacodilato de sédio 0.1 M, pH 7.2, contendo 5 % de sacaro-
se, durante 1 hora.
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O material em estudo passou por uma rapida lavagem
em dgua destilada e foi em seguida submetido ao processo de desidratacio
em uma série gradual de alcool etilico, e inclusdo em Epon 812, conforme
descrito anteriormente.

Para a andlise em Microscépio Eletronico de Transmissao
a contrastagao com acetato de uranila e citrato de chumbo néo foi realizada
nos cortes ultrafinos.

Nos controles da reagao citoquimica para arilsulfatase os
testiculos foram incubados em um meio sem a presenca do substrato, p—
nitrocatecol sulfato. Os cortes ultra-finos foram contrastados com acetato
de uranila e citrato de chumbo para a observacao em Microscépio Eletronico

de Transmissao.
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3 RESULTADOS

Para o estudo da espermiogénese do mutante “olho ré-
seo” seguiremos a classifica¢io dos estddios que caracterizam o desenvolvi-
mento das espermatides de Ceratitis capitata da linhagem selvagem, des-
crita por QUAGIO-GRASSIOTTO (1983). O processo da espermiogénese
foi dividido em 10 estddios de diferenciacio das espermadtides, os quais sao
distinguiveis morfofisiologicamente. Porém, com o intufto de facilitar nosso
estudo passaremos a considerar os estddios 1, 2, 3, 4 e 5 como estadios
iniciais; os estddios 6, 7 e 8 como estadios intermediirios; e os estddios 9 e
10 como estddios finais na diferenciagio da célula espermética.
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3.1 Organizaciao Testicular

O macho de Ceratitis capitata tem dois testiculos, na
forma de pequenos tibulos, medindo 0.5 mm de comprimento por 0.3 mm
de didmetro. Para a descricio da organizacao testicular os testiculos, de
machos adultos com 15 dias apds a emergéncia do aduito foram divididos
em trés zonas distintas: distal (apical), mediana (intermediaria), e proximal
(basal) a qual comunica-se com o ducto testicular (Desenhos Esqueméticos
1e2).

O testiculo ¢ formado por uma parede externa e por
tecido germinativo interno. A parede do testiculo é constituida por duas

camadas celulares de natureza diferente: as células pigmentadas, mais ex-

ternas, as quals contem infimeros granulos de pigmentos; e as fibras muscu-
lares, mais internas (Figs. 1, 5, 8 € 99). As células germinativas ocorrem em
grupos e estao envolvidas pelas células cisticas formando cistos, principal
constituinte do testiculo (Figs. 1, 2, 3,4, 5 e 6).

Para a avaliagao e comparacao dos cistos existentes nos
diferentes niveis, foi dada preferéncia a baixos aumentos, cobrindo areas
maiores. Os diversos estddios portanto, foram reconhecidos através do uso
de lupa manual, quando da anilise de micrografias em baixo aumento, e
as caracteristicas citadas podem ser visualizadas com mais detalhes em
micrografias de maior aumento, colocadas posteriormente a esta descrigio
da organizagao do testiculo.

As figuras 1 e 2 representamn, respectivamente, a zona
testicular distal do mutante “olho réseo” e do tipo selvagem da mosca-da-
fruta Ceratitis capitata. Na figura 1 observa-se um grupo de esperméatides
em estadio inicial de diferenciacido (estddio 1). Nas espermétides jovens
pode-se observar o nicleo com formato irregular, dreas de cromatina con-
densada e regioes nucleolares evidentes; no citoplasma encontramos grande
quantidade de mitocondrias, cisternas do reticulo endoplasmaético e, em al-
gumas células, complexo de Golgi. Lamelas anuladas estio presentes junto
ao envélucro nuclear de uma das espermétides. As células que formam a
parede do cisto sao ricas em mitocondrias.

Também, na zona distal do testiculo de Ceratitis
capitata, tipo selvagem (Fig. 2) observam-se cistos com espermdtides em
estadios jovens de maturacdo (estddios 4 e 5). O estddio 4 foi identificado
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mediante algumas caracteristicas tipicas desta fase. Assim, a regido de
flagelo da espermatide apresenta-se com o axonema circundado por dupla
membrana lisa e somente com o complexo bdsico 9 + 2 microtibulos e com-
plexo mitocondrial em alongamento, dividido em duas massas iguals, uma
de cada lado do axonema e com porgoes de citoplasma que penetram os
derivados mitocondriais em formacgao. O nicleo apresenta-se com areas de
cromatina condensada. O adjunto do centriolo encontra-se como um corpo
eletrondenso de aspecto granular e com dreas eletronlicidas, justaposto a
regiac posterior do nicleo, onde se insere o flagelo.

A regiao flagelar de espermatides no estddio 5 caracteri-
za-se pelo alongamento dos derivados mitocondriais ¢ deposicao de mate-

rial eletrondenso em arranjo paracristalino no seu interior, e formacao das

fibras acessérias no axonema. Pode-se observar, em ambos os estddios, a
existéncia de massas cifoplasmaticas comuns entre varios flagelos do mesmo
cisto.

Na zona mediana do testiculo do mutante “olho réseo”
observam-se grupos de espermatides em estadios jovens de diferenciacao
(estddios 4 e B) e estddios intermedidrios (estddios 6 e 7) (Fig. 3). No
nivel de corte das espermaitides no estddio 4, as células apresentam nicleo
ovoide ou esferdide com dreas de cromatina condensada e poros nucleares
em uma area especifica do envélucro nuclear; alémn do adjunto do centriolo.
O nicleo das células espermaticas no estadio 5 de diferenciacao encontra-se
no processo de alongamento com cromatina em fase inicial de compactacio;
ao nivel do citoplasma duas membranas adjacentes ao envdlucro nuclear
e situadas em regites diametralmente opostas ao nicleo comecam a ser
formadas. As caracteristicas da regido de flagelo, de ambos os estddios,
foram descritas anteriormente no selvagem, e ndo diferem no mutante.

No estadio 6 o nicleo em alongamento apresenta con-
cavidades laterais e cromatina em compactagao, na forma de filamentos
em seu interior; membranas adjacentes ao nicleo e inimeros microttbulos
orientados longitudinalmente no citoplasma.

O nicleo de espermétide no estddio 7 apresenta cro-
matina em compactagao crescente, perda gradual das concavidades nucle-

ares, enrolamento das extremidades laterals das membranas adjacentes, e
conjunto de microtibulos nas regices citoplasmaticas perpendiculares a es-
tas membranas.
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As figuras 4 e 5 representam cortes a nivel da zona medi-
ana do testiculo de Ceratitis capitata, tipo selvagem. Na figura 4 observam-
se cistos com espermdtides em estadio intermedidrio (estadio 8) e estddios
adiantados (estddios 9 e 10) no processo de maturagio; enquanto na figura
5, observam-se somente os estadios intermediarios (estadios 6, 7 e 8) do
processo de diferenciacao da espermatide.

Na regiao de flagelo, no estadio 6 inicia-se a formacao
das fibras eletrondensas entre os microtibulos do axonema. No estadio
7, observa-se uma deposicao crescente de material em arranjo paracristali-
no nos derivados mitocondriais e o aparecimento de material eletrondenso
preenchendo o par central de microtibulos e os microtiitbulos acessérios do
axonema.

As espermatides no estadio 8 apresentam ntcleo com cro-
matina em processo final de compactacao, membranas adjacentes com as ex-
tremidades laterais enroladas para dentro e distantes dos bordos nucleares
e microttibulos em camadas concéntricas ao redor do ntcleo. O axonema
estd formado e os derivados mitocondriais quase totalmente preenchidos
por material em arranjo paracristalino.

No estddio 9 observa-se uma fina camada de citoplasma
envolvendo o axonema e os derivados mitocondriais, enquanto no estadio 10
o citoplasma encontra-se praticamente ausente das células espermaéticas e os
derivados mitocondriais totalmente preenchidos por material eletrondenso.

A nivel da regiao de cauda, nos estddios 6, 7 ¢ 8 obser-
vam-se varios flagelos no interior de massas citoplasmaéticas cormuns.

Na zona proximal do testiculo do mutante “olho réseo”
(Fig. 6) observa-se a presenca de vérios cistos, ainda organizados com es-
permétides em estddios finais de maturacdo (estadio 9 e 10}. Neste mesmo
nivel de corte encontram-se dois cistos com espermatides nos estadios 7 e
8 de diferenciacao, onde virios flagelos estido situados no interior de uma
massa citoplasmaética comum. Observa-se ainda, um cisto onde os esper-
matozdides estao sendo eliminados e com a presenga de massas residuais,
provavelmente resultantes do contetido do cisto apds o processo de elimina-
¢ao dos espermatozdides j4 maduros.
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Na figura 7 observa-se a regidao de eliminagao dos esper-
matozodides maduros e auséncia da organizagao em cisto do tecido germina-
tivo do mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata. As células que formam a
parede dos cistos desta regiao sao ricas em microvilosidades onde intimeros
espermatozdides estao “ancorados”. Estas células apresentam alteracoes
estrufurais iniciando-se aparentemente o processo de destruicao das mes-
mas.

A figura 8 mostra a mesma zona proximal do testiculo
em Ceratitis capitata, tipo selvagem, com espermatozéides maduros em
eliminagao e células cisticas em processo degenerativo.
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3.2 Aspectos Ultra-Estruturais de Espermatides em
Diferenciacao

3.2.1 Estadios Iniciais

Como estddios iniciais no processo de diferenciacao das
espermatides estao sendo considerados os estddios 1, 2, 3, 4 ¢ 5. Estes
estddios caracterizam-se pela formagdo do complexo mitocondrial ou
“nebenkern” e sua posterior diferenciagao em derivados mitocondriais, do
acrossoma, do adjunto do centriolo, além do inicio de formacao do axonema
e alongamento nuclear.

Formacao do Complexo Mitocondrial Em espermatides no estadio
1 de diferenciacao observam-se intimeras mitocondrias aglomeradas em um
polo citoplasmdtico (Figs. 1 e 9). O nicleo apresenta uma forma irregu-
lar com pequenas areas de cromatina condensada e nucléolo evidente. No
citoplasma encontram-se cisternas do reticulo endoplasmatico.

No estddio subsequente as intimeras mitocondrias fun-
dem-se formando o complexo mitocondrial (Figs. 10 e 11). Viérias mitocbn-
drias interligam-se formando uma estrutura complexa em rede, grande e
uinica. O nicleo nestas células é ovdide ou esferdide com édreas dispersas de
cromatina condensada, e complexos de poros nucleares em éreas especificas
do envdélucro nuclear. No citoplasma encontram-se cisternas do reticulo
endoplasmatico e o complexo de Golgi situado préximo ao ntcleo. O axo-
nema com nove duplas periféricas de microtiibulos circundadas por dupla
membrana lisa é observado na figura 11.

A complexa estrutura em rede organiza-se, através de
fusoes de mitocondrias, em uma estrutura em camadas que lembra uma
“cebola”, e tem recebido esta denominacio {Fig. 12). Isto é caracteristico
do estddio 3 de diferenciagao da espermatide. O axonema, ainda incom-
pleto, é circundado por dupla membrana lisa. O conjunto de cisternas do
complexo de Golgi encontra-se préximo ao axonema.

Posteriormente, no estddio 4, o complexo mitocondrial

divide-se em duas massas iguais, uma de cada lado do axonema e com
por¢oes citoplasmaticas que invadem os derivados mitocondriais em for-
macao (Fig. 13). Observa-se o niicleo ovéide ou esferdide com &reas de
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cromatina condensada. No citoplasma préximo ao niicleo encontra-se um
grande complexo de Golgi com algumas vesiculas pré-acrossomicas.

Formacdo do Acrossoma O complexo de Golgi (Figs. 13 e 14) nos
estddios iniclals da espermiogénese participa ativamente no processo de
formagao do acrossoma. Durante este processo uma estrutura intermedié-
ria, o granulo pré-acrossomico (Fig. 15) origina-se do complexo de Golgi.
O granulo pré-acrossomico apresenta uma eletrondensidade menor quando
comparado ao acrossoma ja formado (Figs. 16 e 17) que se localiza anteri-
ormente ao nucleo. Nesta fase observam-se cisternas e vesiculas Golgianas
junto ao granule pré-acrossémico em formagao.

Na figura 16 observa-se uma célula esperméatica no es-
tadio 4 de diferenciacao com o acrossoma em corte obliquo e com uma
localizacao anterior em relacac ao nicleo. O acrossoma apresenta-se cir-
cundado por um complexoe de dupla membrana e com diferencas na eletron-
densidade do seu conteddo, verificando-se uma malior eletrondensidade nas
regioes periféricas. Na regido entre o acrossoma e o nicleo da espermatide
observa-se a presenca de uma membrana intersticial eletrondensa.

O acrossoma quando cortado transversalmente (Figs. 17
e 18) apresenta-se como uma estrutura circular, eletrondensa, situada an-
teriormente ao nicleo e em oposicao ao adjunto do centriolo (Fig. 18). O
acrossoma esta intimamente associado ao envélucro nuclear e nesta regiao
observa-se uma eletrondensidade maior. Na regiao central do acrossoma o
seu conteildo apresenta-se menos eletrondenso.

Formacio do Adjunto do Centriolo O adjunto do centriolo é formado
durante os primeiros estddios da espermiogénese em Ceratitis capitata.
Esta estrutura é observada nas espermétides como um corpo eletrondenso
com dreas eletronlicidas, justaposta & regido posterior do niicleo, onde se in-
sere o flagelo (Figs. 18 e 19). Na 4rea de contato entre o ntcleo e o adjunto
do centriolo verifica-se uma descontinuidade e modificacdao do envélucro
nuclear pela deposicao de uma camada fina de material eletrondenso (Fig.
18). O adjunto do centriolo justapde-se ao corpisculo basal, regido ini-
cial de formacao do axonema, e encontra-se circundado por microtibulos
orientados longitudinalmente no citoplasma da espermétide (Fig. 19).
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No decorrer do processo da espermiogénese o adjunto do
centriolo diminui de tamanho e torna-se uma estrutura bastante compacta
e eletrondensa localizada entre os derivados mitocondriais na regido final
da cabeca e inicial da cauda da espermaétide (Figs. 29 e 33).

Formacgao do Axonema No mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata,
assim como no tipo selvagem e na maloria dos insetos, um centriolo se
transforma em corpisculo basal do flagelo. O arranjo tipico de nove grupos
de microtibulos triplos pode ser observado na regido inicial do adjunto do
centriolo (Fig. 19) e portanto regido de inser¢éo do axonema junto ao niicleo
(Fig. 33).

A organizacao do axonema nos estddios jovens de matu-
racao da espermatide em mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata nao
difere do padrdo ja descrito por QUAGIO-GRASSIOTTO (1983) para o
tipo selvagem, padrao este apresentado pela maioria dos insetos. O a-
xonema no estadio 4 é formado somente pelo complexo basico de 9 + 2
microtiubulos (Figs. 2, 3 e 26}, jd no estéadio 5 ocorre a formacgao dos mi-
crottibulos acessérios (Figs. 19 e 22). Nos estadios subsequentes o axonema
desenvolver-se-a conforme o padrao fundamental 9 + 9 + 2 microtibulos,
isto é dois microtibulos centrais, nove duplas periféricas de microtiibulos
e nove microtubulos acessérios (Figs. 21, 23 e 29), interligados por fibras
densas.

No processo de formacgao do conjunto axonema e deriva-
dos mitocondriais no flagelo do mutante “olho réseo” observa-se com fre-
quéncia uma relativa desorganizagdo. Derivados mitocondriais extranu-
merarios e com caracteristicas morfolégicas que diferem do padrao normal
podem ser observados na figura 20.

Ainda, nos estadios iniciais de diferenciagao da espermé-
tide observa-se a formacao de membranas em torno do axonema (Figs. 21,
22, 23 e 24). A dupla membrana lisa que circunda o axonema parece ser
formada a partir de cisternas do complexo de Golgi, conforme pode ser
observado nas figuras 22, 23 e 24. Na figura 21, a dupla membrana lisa
além de estar organizada em torno do axonema, encontra-se circundando

os derivados mitocondriais. Esta dupla membrana delimita a cauda, sepa-
rando os flagelos que se encontram em uma massa citoplasmatica Gnica e
participa do processo de eliminagao do excesso de contetido citoplasmatico
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da célula espermaética.

O complexo de Golgi parece ter também uma partici-
pacao ativa na formacdo de membranas que separam células espermaticas
cujos nicleos encontram-se no interior de uma massa citoplasmatica comum
(Fig. 25).

Diferencia¢io Nuclear O nicleo da espermatide do mutante “olho r6-
seo” de Ceratitis capitata, nos estddios iniciails de diferenciagao, passa pelo
mesmo processo de transformagdes observadas no tipo selvagem (QUAGIO-
GRASSIOTTO, 1983). Inicialmente, apresenta-se com uma forma irregu-
lar, com pequenas dreas de cromatina condensada e nucléolo, portanto com

aspecto de um nicleo interfasico (Figs. 1 e 9). Justaposto ao envélucro nu-

clear, neste estddio (estddio 1), observam-se lamelas anuladas eletrondensas
(Figs. 1 e 14). Estas lamelas anuladas apresentam complexos de poros sim-
ples semelhantes aqueles observados no envélucro nuclear de espermatides
jovens.

Logo em segulda, no estiddio 2, o niucleo adquire uma
~ forma ovéide ou esférica com dreas dispersas de cromatina condensada (Fig.
10).

Apés a formacao do complexo mitocondrial e o inicio de
formacao do axonema inicia-se o alongamento do nicleo e a compactacao
do material cromatinico nele existente {Figs. 17 e 18). Anteriormente ao
processo das transformacoes nucleares mais drésticas, alongamento com
redugao do diametro em dez vezes e complexa compactagao da cromatina,
a condensacao cromatinica no nicleo das espermadtides parece se desfazer
com excecao dos nucléolos {Fig. 16). Nesta fase o material cromatinico
apresenta-se com um aspecto granular.

Os poros nucleares sdo observados em dreas especificas
do envolucro nuclear, em posicao posterior ao acrossoma (Figs. 17 e 18),
ou seja, aparentemente em regiao dorsal quando em corte longitudinal da
espermatide (Fig. 18).
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Com o inicio do alongamento nuclear, estadio 5, mem-
branas adjacentes ao envdlucro nuclear aparecem no citoplasma. Sao duas
membranas por ndcleo, as quails se situam em regioes diametralmente o-
postas. Nas regioes em que as membranas adjacentes nao sdo encontradas
observa-se a presenca de microtibulos dispostos paralelamente ao envélucro
nuclear (Fig. 36).

3.2.2 Estadios Intermediarios

Como estddios intermediarios no processo de diferen-
ciacao da espermatide estao sendo considerados os estadios 6, 7 e 8. Estes

estadios caracterizam-se pela progressiva compactagao da cromatina nu-

clear e formacao do flagelo com o consequenie alongamento celular.

Nos estddios intermedidrios durante a espermiogénese do
mutante “otho réseo” de Ceratitis capitata observa-se frequentemente a
mistura de espermaétides em diferentes estddios de maturacao (Figs. 26, 27,
28 e 36), assim como a presenca, no mesmo nivel de corte, da regiao anterior
da cabeca e da extremidade posterior do flagelo (Fig. 28). Esta imagem
obtida difere muito do padrao encontrado no tipo selvagem.

A figura 29 mostra um conjunto de espermatides de
Ceratitis capitata, tipo selvagem onde observam-se todas as células germi-
nativas num mesmo estadio de diferenciacao, seguindo portanto um padrao

4

de organizacao.

Os derivados mitocondriais em espermdtides do mutante
“olho réseo” de Ceratitis capitata, nos estddios intermediarios de diferen-
clagao seguem as mesmas modificagoes morfofuncionais ja descritas para o
tipo selvagem por QUAGIO-GRASSIOTTO.

Nos estadios intermediarios, durante o alongamento das
esperméatides, os derivados mitocondriais pareados e mantendo sempre pro-
porgoes idénticas, diminuem consideravelmente de didmetro e perdem gra-
dualmente as cristas mitocondriais de seu interior (Figs. 21 e 34). Os cor-
pusculos cristaléides formados por bastdes eletrondensos dispostos em ar-
ranjo hexagonal localizam-se na matriz dos derivados mitocondriais, na
regiao adjacente ao axonema (Fig. 23 e 24). O material eletrondenso em
arranjo paracristalino continua a ser acumulado preenchendo uma grande
area dos derivados mitocondriais (Figs. 26, 27 e 33). Intimeros microtibulos
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citoplasmaticos orientados paralelamente encontram-se ao redor e entre os
derivados mitocondriais (Figs. 19, 27 e 33).

Conforme descri¢ao anterior, derivados mitocondriais ex-
tranumerdrios podem ser observados em espermétides do mutante “olho
réseo” {Fig. 20). .
O adjunto do centriolo decresce de tamanho nos estddios
intermediérios de diferenciacao da espermétide do mutante “olho résec”
seguindo o observado e descrito para o tipo selvagem. O adjunto do centri-
olo ¢ observado entre os derivados mitocondriais na regiao final da cabeca
e inicial da cauda da célula espermaética (Figs. 29, 33 e 37) e apresenta-se
como uma estrutura mais compacta e eletrondensa em relagio aos estadios
iniciais. Um conjunto de microtibulos citoplasmaticos, longitudinalmente

orientados, circundam o adjunto do centriolo (Figs. 19, 20 e 33).

(O axonema nos estadios intermediirios de diferenciagao
da espermadtide do mutante “olho roseo” de Ceratitis capitata apresenta-se,
na maioria das células, com o padrao normal de organizacao, descrito para
a linhagem selvagem e para a maioria dos insetos (Figs. 27, 28 e 33).

No estéddio 6 do processo de maturagio o axonema a-
presenta o padrao de organizacao 9 + 9 + 2 (Fig. 27), isto é os 2 mi-
crotibulos centrais, circundados por 9 duplas de microtiibulos periféricos
e 9 microtibulos acessdrios. Os microtiibulos acessérios do axonema sao
formados a partir de projecoes da subfibra B das duplas periféricas de
microtibulos, ainda durante o estddio 5 (Fig. 19). Juntamente com os mi-
crotibulos acessérios aparecem as fibras eletrondensas entre o par central
e as duplas periféricas de microtibulos (Figs. 19, 23 e 27).

Com o processo de maturagao das espermadtides, nos
estddios subsequentes, 0 axonema completa a sua formacio: o par central
de microtiibulos é preenchido por material eletrondenso, assim como os
microttibulos acessérios; ocorre ainda a deposicao de material eletrondenso
entre o par central e as duplas periféricas de microtibulos e 0 aparecimento
de fibras eletrondensas entre os microtibulos acessérios (Figs. 29 e 33).

Nos estadios intermedidrios mais adiantados (estéddios 7
e 8) verifica-se que a dupla membrana lisa que circundava o axonema, agora
restringe-se somente a regiao entre o axonema e os derivados mitocondriais
(Figs. 28, 29 e 37).

A ligacao eletrondensa observada entre o axonema e os
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derivados mitocondriais nos estadios iniciais (Fig. 19) persiste nos estddios
intermedidrios (Figs. 27 e 33)

Na regiao caudal de células espermiticas, em estdadios
intermediarios de diferenciagao, persiste ainda a aglomeracao de intimeros
flagelos no interior de uma massa citoplasmaética comum (Figs. 5, 7, 20, 27
e 28).

Nas espermaétides do mutante “olho réseo” de Ceratitis
capitata foram observados, no estddio 6 de diferenciacdo, axonemas com to-
dos 0s seus elementos tubulares, porém distribuidos de forma desorganizada
(Fig. 20 e 34), o que é desconhecido no tipo selvagem.

Nos estddios intermediarios do processo de maturacao
de espermatides do mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata as trans-

formacoes nucleares seguem os padroes descritos para o tipo selvagem por
QUAGIO-GRASSIOTTO (1983), na maioria das células da linhagem ger-
minativa.

A formacao das concavidades em dois lados diametral-
mente opostos do nicleo, onde sdao encontradas as membranas adjacentes
(Figs. 25, 26,730 e 36) caracterizam o niicleo de espermatides no estddio 6 de
diferenciacao. Nas regioes em que as membranas adjacentes ao nticleo estao
ausentes, uma fileira Gnica de microtibulos citoplasmaticos orientados par-
alelamente ao envélucro nuclear é observada (Fig. 36). Concomitantemente
com o alongamento do nidcleo aumenta a camada de material cromatinico
depositado junto a face interna da membrana nuclear interna, enquanto que
na regiao central a cromatina encontra-se na forma de finas fibrilas (Fig.
25).

Com o processo de maturagao da célula espermética as
concavidades laterais do nicleo tornam-se menos acentuadas, até tornarem-
se pouco perceptiveis, caracterizando o estadio 7 (Figs. 31, 33 e 37). Nesta
fase observam-se densos grumos de cromatina compactada no interior do
nicleo. O processo de eliminagao de excesso do nucleoplasma e do envéiucro
nuclear determina o aparecimento de uma protuberincia na regiao posterior
do nicleo e inicial do flagelo, denominada bulbo nuclear. Este caracteriza-
se por conter em seu interior material de baixa densidade eletrénica (Figs.

29 e 37). As membranas adjacentes afastam-se progressivamente do niicleo
e suas extremidades laterais enrolam-se para dentre como um pergaminho
(Figs. 31, 32, 33 e 37). Estas membranas adjacentes acompanham o nicleo
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desde sua extremidade anterior na qual se insere o acrossoma (Fig. 29} até
sua extremidade posterior onde se inicia o flagelo (Figs. 29, 33 e 37). Uma
fileira tinica de microtibulos aparece margeando as regides do envélucro
nuclear perpendiculares &s membranas adjacentes (Figs. 33 e 37). Na regiao
do bulbo nuclear os microtibulos citoplasmaticos estdao ausentes (Fig. 37).

Em uma fase posterior, estddio 8, a cromatina encontra-
se bermn compactada e em corte transversal tem-se um niicleo com contorno
circular (Figs. 28, 29,32, 37 ¢ 38). As membranas adjacentes encontram-se
entao, ainda mais afastadas do ncleo (Figs. 29, 32, 37 e 38). Observa-se
que um conjunto de microtibulos citoplasméticos margeam o niicleo {Figs.
28, 29 e 38). Estes microtibulos encontram-se paralelos ao nicleo no eixo
de alongamento da célula espermatica.

Nos estddios intermedidrios da espermiogénese de
Ceratitis capitata observam-se também, a nivel da regiao nuclear, indmeros
nicleos no interior de uma massa citoplasmaética comum (Figs. 30, 31 e 32).

Nas figuras 21 e 28 observam-se niicleos de espermatides
cuja compactagao da cromatina estd alterada, em relagdo ao estddio de
maturagac em que as células se encontram, fenémeno aparentemente fre-
quente no processo da espermiogénese do mutante “olho réseo”. Ainda,
relativo as alteracoes no processo de compactacio da cromatina em mu-
tante, na figura 33 duas células espermaticas apresentam um corpiisculo
altamente eletrondenso no interior do ntcleo.

No processo da espermiogénese do mutante “olho résec” o
envélucro nuclear nao ¢ distinguivel em determinadas regides nucleares (Fig.
33}, especialmente nas dreas em que estdo faltando os microtibulos cito-
plasmaticos.

Na figura 35 vdrios flagelos formados pelo conjunto a-
xonema e dois derivados mitocondriais encontram-se destituidos da mem-
brana plasmética. Porém, alguns flagelos agrupados apresentam a mem-
brana plasmética e observa-se ainda, a presenca de uma estrutura lem-
brando figura mielinica, provavelmente formada pelos residuos de mem-
branas e contetido citoplasmético resultantes do processo de diferenciacao
das células espermaticas.

Aglomerados de espermatides em diferentes estadios de
maturagao parecem resultar de um processo degenerativo das células que
formam a parede dos cistos, conforme pode ser verificado nas figuras 36, 37
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e 38. Restos de membranas provenientes de células que formam a parede
dos cistos sao observadas entre grupos de espermdtides que se encontram
em sua Inaioria nos estddios intermedidrios de diferenciacdo {Figs. 36 e
37). Estes grupos de células esperméticas provavelmente constituiam cistos
independentes,

3.2.3 Estadios Finais

Como estadios finais do processo da espermiogénese estao
sendo considerados os estddios 9 e 10. Estes estddios caracterizam-se pela
eliminacao do excesso do contetido citoplasmético, tendo-se no final uma
célula espermatica madura, espermatozdide, apta ao processo de fertilizacao
do évulo.

As células espermadticas, nestes estddios finals, apresen-
tam o material nuclear altamente compactado (Figs. 39, 41 e 44}, cito-
plasma praticamente ausente, derivados mitocondriais totalmente preenchi-
dos por material eletrondenso e o axonema com todos os seus componentes
tubulares (Figs. 40, 42 e 43].

Nos estddios finais o mutante “olho résec” de Ceratitis
capitata apresenta cistos com urn ndmero de espermatozdides considerado
normal (Fig. 39), porém aparentemente em uma frequéncia bem menor
que a observada no tipo selvagem (Fig. 41). Este cisto do mutante apre-
senta um ndimero de aproximadarmmente 249 células espermaticas, portanto
muito préximo da quantidade teoricamente esperada, a qual seria de 256
células por cistos, ou seja 2" sendo n = 8. As células que formam a parede
dos cistos organizados apresentame-se morfologicamente normais e ricas em
mitocéndrias (Figs. 39 e 42).

A figura 40 mostra a regiao final da cauda de esperma-
tozbides onde observa-se a terminalizacao dos derivados mitocondriais na
maioria dos flagelos, e em alguns, a presenca do axonema sozinho conser-
vando o padrao de organizacao dos componentes tubulares.

No mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata frequente-
mente encontram-se em cistos organizados, células esperméticas em estddios
de diferenciacao atrasados em relagdo a maioria das células da linhagem
germinativa (Fig. 42). Nestes cistos verifica-se também a presenca de uma
grande quantidade de membranas entre as células esperméticas. No final
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da espermiogénese do mutante “olho réseo” observou-se também a presenca
de cistos organizados com um pequeno nimero de células esperméticas e
uma possivel fusdo das células cisticas (Fig. 43).

No término do processo da espermiogénese tem-se um
conjunto de espermatozdides maduros no interior de cistos organizados. Os
feixes de espermatozdides passamn a ser eliminados e concomitantemente
parece haver um processo degenerativo a nivel das células que formam a
parede dos cistos, resultando assim na desorganizagao do conjunto (Figs.
44, 45, 47 e 48). Intmeras estruturas lembrando figuras mielinicas estao
presentes nesta fase (Figs. 44, 45 e 47).

Na figura 46 observa-se o contetido citoplasmatico de
uma célula que forma a parede de um cisto do mutante “olho réseo” de
Ceratitis capitata em processo degenerativo bastante adiantado. Os esper-
matozdides encontram-se espalthados de forma desorganizada e cortados em
diferentes angulos indicando uma distribuicio espacial aleatéria dos mes-
NOS.

Em Ceratitis capitata, tipo selvagem, a desorganizagao
no momento da eliminagao das células maduras parece ser menor (Figs.
47 ¢ 48). Na figura 48 tem-se umn cisto cujos espermatozéides estiao sendo
eliminados e outro em que a organizagio das células espermdticas faz-se pre-
sente. O contetdo das células que formam a parede dos cistos apresenta-se
morfologicamente alterada, j& em processo degenerativo, caracteristico da
fase de eliminacdo dos espermatozéides do interior do cisto. Na figura 47 o
grau de desorganizacdo é maior, que no cisto da figura 48, pois observam-
se células maduras sendo eliminadas junto a um conjunto de esperméatides
que se encontram no estddio 9 de diferenciacio, com véarios flagelos em
massas citoplasméticas comuns. Porém, o fenémeno verificado nesta figura
apresenta-se com baixa frequéncia no tipo selvagem e este grau de desor-
ganizacao difere do verificado no mutante “olho réseo” (Figs. 26, 27, 28 e
45).

No mutante “olho réseo” a ocorréncia de cistos comple-
tamente desorganizados é elevada, sendo frequente a aglomeracao de es-
permatides em diferentes estidios de diferenciagdo (Figs. 26, 27, 28, 36 e
37) e a distribui¢ao espacial desorientada das célula germinativas (Figs. 36,
38 e 45) resultante da ndo permanéncia dos espermatozéides em feixes no
interior do cisto.
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Apods a eliminacao dos espermatozéides maduros, do in-
terior do cisto, observa-se a presenca de uma massa residual muito rica em
estruturas lembrando figuras mielinicas e vesiculas lisossdmicas (Figs. 49 e
50). Esta massa residual provavelmente é o contetido resultante do processo
degenerativo pelo qual passam as células cisticas durante a eliminacio dos
espermatozdides.

3.2.4 Ultra-Estrutura do Espermatozdide na Espermateca

O processamento das espermatecas para o estudo da ul-
tra-estrutura ofereceu intimeras dificuldades, conforme j& mencionado por
QUAGIO-GRASSIOTTO (1983). O material dos intmeros cortes obtidos
apresentava-se pobremente preservado e portanto com a qualidade compro-
metida.

Os espermatozdides presentes no interior das espermate-
cas da fémea (Figs. 52, 55 e 56) nao apresentaram diferencas morfolégicas
de sua estrutura bdsica em relacéo as observagdes realizadas nos esperma-
tozdides dos testiculos do macho. Ainda, no material analisado, verificou-se
a nao existéncia de diferencas morfolégicas entre os espermatozdides en-
contrados no interior das espermatecas de fémeas do tipo selvagem e do
mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata, conforme figuras 52 e 56, res-
pectivamente.

Na figura 51 observa-se corte de uma espermateca sem
espermatozdides; em seu interior encontra-se um material tubular. Este
material tubular localiza-se no espaco entre os espermatozéides quando
estes estao presentes no interior da espermateca (Figs. 52, 53, 55 e 56).

A massa de espermatozdides nao estd junto a camada
de quitina da parede da espermateca na figura 53; a mesma encontra-se
isolada no interior do 6rgdo, indicando que j4 foi eliminado parte dos es-
permatozdides da espermateca, provavelmente utilizados no processo de
fertilizagao dos évulos. Por outro lado, na figura 55, observa-se uma maior
proximidade da massa de espermatozéides junto & camada de quitina.

Quando da presenga de inlimeros espermatozéides no in-
terior da espermateca observa-se que os mesmos estdo envolvidos por um
material tubular, cujo didmetro, de aproximadamente 30 nm, é bem maior
do que o didmetro dos microtibulos do axonema, componente do flagelo
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(Figs. 52 e 56). No momento em que a maioria dos espermatozéides foram
eliminados para serem utilizados no processo de fertilizagio verifica-se que
o0s poucos espermatozdides que permanecem no interior da espermateca
encontram-se envolvidos por material fibrilar (Fig. 54).
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3.3 Estudo Citoquimico para Fosfatase Acida no Pro-
cesso de Espermiogénese de Ceratitis capitata

O estudo da reacio citoquimica para fosfatase acida nos
métodos utilizados GOMORI, 1952 — apud ESSNER, 1973 e BARKA &
ANDERSON, 1962 — apud ESSINER 1973) envolve a incubacdo do mate-
rial em um meio contendo F-glicerofosfato de sédio como substrato e na
presenca de nitrato de chumbo. As enzimas liberam fosfato do substrato
e dessa forma um precipitado insolivel de fosfato de chumbo, bastante
eletrondenso serd formado no sitio da atividade enzimaética.

O material para controle foi incubado e um meio sem
a presenca do substrato, g-glicerofosfato de sédio.

As células espermaticas, assim como as células que for-
mam a parde dos cistos da mosca-da-fruta Ceratitis capitata, tipo selvagem
e do mutante “olho réseo” demonstraram a atividade fosfatésica acida em
varias estruturas celulares.

0 método descrito por GOMORI, 1952 - apud ESSNER,
1973 ofereceu intmeras dificuldades para a obtencao de cortes ultra-finos, o
material apresenta-se pobremente preservado e portanto com sua qualidade
comprometida. Observa-se ainda a presenca de precipitados bastante gros-
seiros (Fig. 57} quando comparados com o método descrito por BARKA &
ANDERSON, 1962 - apud ESSNER, 1973 (Fig. 74).

Em fun¢ao destas observagdes o método eleito para o
estudo da reacao citoquimica para a fosfatase dcida na diferenciacio das
espermatides durante o processo da espermiogénese em Ceratitis capitata,
tipo selvagem e o mutante “olho rdéseo” foi o descrito por BARKA & AN-
DERSON, 1962 - apud ESSNER, 1973 com algumas modificagoes conforme
ja mencionado em materiais e métodos.

No processamento da reacio citoquimica para fosfatase
acida duas variacoes foram efetivadas no método descrito por BARKA &
ANDERSON. A primeira refere-se ao tempo de fixacao em glutaraldeido,
onde utilizou-se uma amostra corn 30 minutos de fixacao e a outra com
2 horas. Do material analisado observou-se que com 2 horas de fixacao
tinhamos uma melhor preservacao das estruturas celulares, porém parece
haver uma diminuigao na quantidade do produto da reagao nos sftios de
atividade enzimética (Figs. 62, 75 e 85).
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A segunda variacac estabelecida fol quanto & temperatu-
ra emn que se processou a incubac¢ao do material, uma amostra fol incubada
a 37°C e a outra a temperatura ambiente. Do material analisado observou-
se que as células espermdticas e cisticas, de testiculos cuja incubacao foi
efetivada a 37°C apresentaram frequéncia e quantidade maior do produto
de reagao nos sitios de atividade enzimatica (Figs. 58, 60, 61, 66, 71, 72, 74
e 86).

Em espermatides nos estddios iniciais de diferenciacao
observa-se a presenca de um fino precipitado resultante da atividade en-
zimatica no material nuclear, principalmente junto as regides de cromatina
mais compactada (Figs. 58, 59, 60, 61 e 62). A nivel de nucléolo o produto
da reagao enzimatica parece restringir-se as regides periféricas (Figs. 59 e
61).

Nos nticleos de espermaétides nos estidios iniciais de di-
ferenciagao, visualizados em cortes ultra-finos obtidos de testiculos sub-
metidos ao meio de incubacao sem a presenca do substrato, verifica-se a
auséncia de depésitos de fosfato de chumbo (Figs. 64 e 65).

No complexo de Golgi, estrutura celular da qual origina-
se o acrossoma durante os estadios iniciais de diferenciagao da espermadtide,
observa-se a formagao de precipitados de fosfato de chumbo. Nas figuras 59
e 60 estes precipitados estao presentes nas cisternas do complexo de Golgi e
na figura 58 em vesiculas Golgianas. Nos controles para a reacdo enzimdtica
nenhum produto da reagao enzimatica estd presente nas cisternas e vesiculas
Golgianas (Figs. 64 e 80).

O produto da reacdo enziméatica é também encontrado
nas vesiculas pré-acrossémicas (Figs. 60 e 61}). Nestas vesiculas a reacdo
¢é bastante intensa, o que indica a presenca de uma grande quantidade de
sitios da atividade enzimaética.

No acrossoma em fase adiantada de formacao, nos es-
tadios 4 e 5 de diferenciacac da espermadtide, observam-se pequenas areas
onde precipitados da reagao enzimética fazem-se presentes (Figs. 60 e 62), o
que provavelmente indica, ja nestes estddios, uma inatividade de intimeras
enzimas acrossomals, as guais se tornarao ativas novamente somente du-
rante o processo de fecundacao dos dvulos. Em estéadios intermediirios do
processo da espermiogénese o acrossoma nao apresenta nenhum produto da
reagao enzimdtica (Fig. 63) parecendo-se com o controle (Fig. 65) para o
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qual nao foi fornecido o substrato.

Nestes estddios iniciais de diferenciacao da espermaitide
nao foi observado nenhuma reacao enzimatica na regiao do flagelo. Por-
tanto, parece nao existir nenhuma atividade fosfatdsica dcida no axonema
e complexo mitocondrial em formacao.

Em espermatides no estddio 8 de diferenciacao observam-
se depositos de fosfato de chumbo em ntcleos, estes encontram-se nas
regioes de cromatina compactada junto ao envélucro nuclear e aparente-
mente com menor intensidade nas regioes mais centrais do nicleo, onde a
cromatina ainda encontra-se bastante frouxa (Fig. 66). Verifica-se que os
precipitados resultantes da reagdo enzimética estiao presentes em nicleos
de algumas espermatides e ausentes em niicleos de outras espermatides de
um mesmo cisto.

No nicleo de espermatides no estiadio 7 de maturagao
observamn-se depédsitos de fosfato de chumbo em volta das massas cro-
matinicas mais compactadas (Fig. 67). Na figura 68 tem-se niicleos com
grandes areas de cromatina bastante condensada e observa-se que o pro-
duto da reacao enzimdtica estd presente em volta destas dreas e distribufdo
na regiao em que a cromatina ainda encontra-se frouxa. Nos estidios em
que a cromatina encontra-se totalmente compactada (estddios 8, 9 e 10)
verifica-se a auséncia do produto da reacao junto ao material nuclear (Figs.
63, 69 e 70).

Nos estddios em que o alongamento celular é bastante
evidente (estddios 6 e 7) nos quais ocorre uma dréstica diminui¢ao do vo-
lume nuclear observam-se densos precipitados resultantes da atividade en-
zimatica no envélucro nuclear (Figs. 67, 68 e 72}. O produto da reacdo
enzimatica estd ainda presente no envélucro nuclear em estddios finais de
diferenciacao da espermatide (Figs. 69 e 70). Estes precipitados parecem
estar localizados especificamente no espaco perinuclear existente entre as
membranas nucleares externa e interna.

Nos controles da reacao citoquimica para fosfatase acida
nao sao observados depdsitos de fosfato de chumbo no material nuclear e
envélucro nuclear (Fig. 73).

Foi observada, em espermatides do mutante “olho ré6-
seo” que se encontravam em estiddios intermedidrios de diferenciagao, mais
especificamente no estadio 6, a presenca de lisossomos no citoplasma com
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depésitos de fosfato de chumbo (Figs. 71 e 72).

Na regiao de flagelo da célula espermatica de Ceratitis
capitata em estadios intermediérios e finais do processo de maturacao o
produte da reagdo enzimdtica é observado no axonema, nos derivados mi-
tocondriais e na dupla membrana lisa que circunda o axonema.

Os depdsitos de fosfato de chumbo no axonema locali-
zam-se especificamente nas fibras eletrondensas entre o par central e as
nove duplas periféricas de microtiibulos e nas fibras eletrondensas encon-
tradas entre os microtdbulos acessérios (Figs. 57, 74, 75 e 76). Portanto a
reacao enzimatica para fosfatase dcida passa a ser detectada no axonema
somente apds o estadio 6 de maturacao da espermétide, pois neste estddio
ocorre o aparecimento das fibras eletrondensas entre os microtibulos que
formam o modelo basico 9 + 9 + 2 do axonema. A presenca do produto
da reagao enzimdtica nao se estende a todos os axonemas dos flagelos de
um cisto (Figs. 79 e 91). Outro aspecto evidente é quanto & intensidade da
reagao nos elementos do axonema, esta difere de um axonema para outro
(Figs. 74,77 ¢ 79). Verifica-se ainda, diferengas de intensidade nas préprias
fibras eletrondensas do mesmo axonema. A reacio parece ser mais intensa
nas fibras eletrondensas localizadas entre o par central e as nove duplas
periféricas de microtibulos (Figs. 74, 75, 76 e 77).

Nos derivados mitocondriais em estadios intermedidrios
e finais de diferenciacao da espermatide, mais especificamente nas fases
de grande diminuicao do volume e alongamento desta estrutura observa-
se a presencga de depositos de fosfato de chumbo nas regides periféricas
dos derivados mitocondriais, ou seja circundando a regiao eletrondensa do
material em arranjo paracristalino (Figs. 69, 70 e 77).

A dupla membrana lisa que circunda o axonema nos
estadios jovens de maturagao e que com o amadurecimento da espermétide
aparentemente desintegra-se, apresenta precipitados de fosfato de chumbo
resultantes da atividade enzimatica (Figs. 69 e 77). Na figura 77 observa-se
ainda, que nas membranas lisas e duplas, que envolvem quase por completo
o conjunto formado pelos derivados mitocondrials e axonema, e ocasional-
mente se estendem no citoplasma, o produto da reagio enzimatica também
esta presente.

Nos controles da reacio enzimatica para fosfatase dcida
observa-se a auséncia de depdsitos de fosfato de chumbo nos elementos do
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axonema, nos derivados mitocondriais e na dupla membrana lisa (Figs. 80,
81 ¢ 82).

O produto da reacao enzimatica fosfatasica acida loca-
liza-se em sitios especificos de estruturas celulares das espermétides em
diferenciagao, conforme descrito antertormente. Porém, em determinadas
células espermaéticas observa-se a presenca de depésitos de fosfato de chum-
bo em todo o conteddo citoplasmatico (Figs. 63 e 78) sugerindo que estas
células encontram-se em processo degenerativo.

Foi observado ainda, a presenca do produto da reago en-
zimatica fosfatasica dcida em estruturas das células que formam a parede
dos cistos. Os ntcleos destas células apresentam depésitos de fosfato de
chumbo nas regioes de cromatina mals compactada, especialmente na cro-
matina que se encontra junto A face interna da membrana interna do
envélucro nuclear (Figs. 59 e 88). Os lisossomos das células que formam
a parede dos cistos contém depésitos bastante eletrondensos de fosfato de
chumbo (Figs. 58, 79, 83, 87 e 91) indicando uma intensa atividade en-
zimética fosfatdsica dcida no interior desta organela citoplasmadtica.

Em células que formam a parede de cisto organizado, do
controle da reagao enzimatica para fosfatase écida, depésitos de fosfato de
chumbo estao ausentes (Fig. 84).

As membranas residuais de células cisticas em processo
degenerativo encontradas entre conjuntos de espermdtides em diferentes
estddios de maturagao, frequentes no mutante “olho réseo”, apresentam
depédsitos de fosfato de chumbo em grande quantidade (Figs. 85 e 86). Esta
degeneragao de células cisticas é verificada principalmente, em cistos cujas
espermdtides encontram-se nos estadios intermediarios de diferenciacio.

Na fase de eliminacgao dos espermatozéides do interior do
cisto observa-se a presenca de intimeros lisossomos com densos depésitos de
fosfato de chumbo (Figs. 89 e 90).

No controle o produto da reagao enzimdtica estd ausente
do cisto cujos espermatozdides estao sendo eliminados (Fig. 92).
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3.4 Estudo Citoquimico para Arilsulfatase no Proces-
so da Espermiogénese de Ceratitis capitata

O estudo da reacgdo citoguimica para arilsulfatase no
método utilizado (HOPSU-HAVU et alii, 1967) envolve a incubagio do
material, testiculos de Ceratitis capitata, tipo selvagem e do mutante “o-
lho réseo”, em um meio contendo p-nitrocatecol sulfato como substrato e
na presenca de cloreto de bario. As enzimas liberam sulfato do substrato
e dessa forma um precipitado insoltivel e eletrondenso de sulfato de bario
sera formado no sitio da atividade enzimadtica.

O material para o controle foi incubado em um meio sem
a presenga do substrato, p—nitrocatecol sulfato.

O método descrito por HOPSU-HAVU et alii (1967) o-
fereceu inlimeras dificuldades para a obtencao de cortes ultra-finos, o ma-
terial apresentava-se pobremente preservado e portanto com a qualidade
comprometida. Dos intimeros cortes feitos, poucos negativos foram obtidos
e destes alguns foram selecionados pelas informacdes fornecidas e nao total
comprometimento na qualidade da micrografia.

Em espermatides nos estddios iniciais de diferenciacao
observam-se vesiculas lisossémicas com o produto da reacio enzimitica
(Fig. 96). A atividade enzimética arilsulfatase ocorre preferencialmente em
lisossomos. Na figura 96 verifica-se ainda, a presenca de figuras mielinicas
com precipitados resultantes da atividade enzimética. As estruturas lem-
brando figuras mielinicas sdo restos celulares do processo de diferenciacio
das espermatides que estdo sendo destruidos pela agdo de enzimas, o que
indica o provédvel envolvimento da arilsulfatase neste processo.

Flagelos de espermadtides nos estddios intermediirios de
maturagao nao apresentam produtos da reacao enzimadtica arilsulfatase em
seus componentes caracteristicos, axonema e derivados mitocondriais.

Densos precipitados de sulfato de bério sao localizados
nas cisternas do complexo de Golgi (Figs. 93 e 94) indicando a atividade
enzimdtica nesta organela,

Corpiusculos multivesiculares encontrados no interior de
algumas espermatides também apresentam o produto da reaciio enzimética
(Fig. 93). Estes corpisculos parecem estar envolvidos no processo de elimi-
nacao dos residuos celulares resultantes da diferenciacao da espermaétide.
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A presenca de precipitados de sulfato de bério junto &
membrana plasmatica de espermétides no estédio 8 de diferenciacao é ob-
servada nas figuras 93 e 94,

No controle para a atividade enzimatica arilsulfatase, ne-
nhum precipitado de sulfato de bario estd presente na regiao mediana da
cauda da espermatide (Fig. 95) onde intmeros flagelos ainda encontram-se
no interior de uma massa citoplasmadtica comum.

No mutante “olho réseo” observaram-se células esper-
maticas em fase final de diferenciacdo com nicleos circundados por uma
grande massa citoplasméatica e ainda, nicleos com padrao anormal de com-
pactagao cromatinica. Os pontos de adesao existentes entre algumas células
espermaticas apresentam-se bastante eletrondensas, indicando a provavel
presenga de precipitados de sulfato de bario (Fig. 97).

Nas células que formam a parede dos cistos, depésitos de
sulfato de bario sao observados nos lisossomos, enquanto que em acrossoma
de espermatozéides o produto de reagio estd ausente (Fig. 98}, indicando
novamente a preferencial atividade enzimdtica arilsulfatase por lisossomos
com enzimas ativas.

Na fase de elitninacao dos espermatozdides uma massa
residual permanece no local do cisto; intimeras vesiculas lisossémicas e es-
truturas lembrando figuras mielinicas fazem parte desta massa residual.
Com a reacao enzimdtica para arilsulfatase observa-se que estas estruturas
apresentam densos depésitos de sulfato de bario (Fig. 99).
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4 DISCUSSAO

O processo da espermiogénese no mutante “olho réseo”
da mosca-da-fruta Ceratitis capitata, é similar 3 espermiogénese do tipo
selvagem descrita por QUAGIO-GRASSIOTTO (1983) ¢ a de outros inse-
tos (STANLEY et alii, 1972; S2ZOLLOSI, 1975); porém difere em alguns
aspectos, os quais serao discutidos.

Entre as diferengas observadas constatamos uma defasa-
gem no processo da espermiogénese do mutante em relacio ao selvagem,
a qual € enfatizada no estudo da organizacio testicular. Durante o pro-
cesso de citodiferenciacao da célula espermdtica no mutante observa-se: a
formacao de derivados mitocondriais extranumerarios, a desorganizacio na
distribuicao dos componentes do axonema, auséncia ou destruigio parcial
da membrana plasmaética, e um padrio anormal de condensacio da cro-
matina. Ainda, a degeneracac das c¢€lulas cisticas é bastante frequente
com a consequente desorganizacao dos cistos. Estes aspectos levam a uma
redugao no nimero de células espermaticas por cisto neste mutante.

Entretanto, em outros aspectos, a citodiferenciacao da
espermatide no mutante ndo difere da apresentada pelo selvagem, tais
como: a formagao do complexo mitocondrial, do acrossomo e do centriolo:
a sequéncia de formacgdo do axonema e a diferenciacao nuclear. A ultra-
estrutura de espermatozdides armazenados na espermateca de fémeas mu-
tantes também nao difere da apresentada nas fémeas selvagens. As reacdes
citoquimicas fosfatésica dcida e arilsulfatase nao diferem nas células germi-
nativas e cisticas normais entre o selvagem e o mutante.
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4.1 Organizaciao Testicular

Em Ceratitis capitata, tipo selvagem, assim como no
mutante “olho réseo” os aspectos ulira-estruturais da parede do testiculo
por né6s observados sao os mesmos descritos por BAIRATI {1967) para
Drosophila melanogaster. A parede externa do testiculo é formada por
dois tipos de tecidos distintos, uma camada de células pigmentadas e uma
camada muscular, as quals apresentam funcdes especificas. As células pig-
mentadas formam umna barreira testicular protegendo o érgao, e as células
musculares parecem contribuir de forma significativa no deslocamento dos
feixes de células espermadticas e a posterior eliminagao dos espermatozdides
maduros do interior do testiculo.

No interior dos testiculos encontra-se o tecido germina-
tivo, o qual é constituido por células germinativas organizadas em grupos
com um nimero fixo de elementos, caracteristico para cada espécie, os
quais se mantém em um estado sincicial; estas sao envolvidas por células
somaticas formando o cisto, 0 qual é considerado, por BAIRATI como uma
unidade supracelular do tecido germinativo.

TOKUYASU e colaboradores {1972a e 1972b) também
descrevem a organizac¢ao do tecido germinative no interior do testiculo de
Drosophila, em cistos. A mesma observagio foi realizada por QUAGIO-
GRASSIOTTO (1983) quando da anélise e descrigio do processo da esper-
miogénese da linhagem selvagem de Ceratitis capitata. No mutante “olho
roseo” a presenca do cisto como principal elemento constituinte do testiculo
é também uma caracteristica corm papel importante no processo da esper-
miogénese.

Na linhagem selvagem, QUAGIO-GRASSIOTTO (1983)
observou a presenga de cistos cormm um nimero de espermatozéides maduros
inferior aquele teoricamente esperado, ou seja, 256 células esperméticas por
cisto, seguindo a razao 2", sendo n = 8. Provavelmente, a eliminacao de
células possivelmente invidveis, devido a alteracdoes morfofuncionais, esta-
beleca esta diferenca entre o ntimero de células teoricamente esperado por
cisto e o nimero de células efetivamente observado.

No mutante X /0 de Drosophila melanogaster KIEFER
(1966) descreve a presenca de cistos com um ntimero inferior de esper-
matozdides, em relacao ao teoricamente esperado. O mesmo fenémeno
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foi observado por ANDERSON (1967) na espermiogénese de Drosophila
melanogaster submetida a temperaturas elevadas.

No mutante “olho réseo” observamos com frequéncia cis-
tos com um ndmero de espermatozdides muito aquém do teoricamente es-
perado. Este fenémeno pode ser devido ao grande ndmero de células ger-
minativas com alteragoes morfofuncionais, as quais provavelmente sao des-
truidas, pois apresentam-se invidaveis ao processo de fertilizacido. Ou ainda,
estes pequenos conjuntos de espermatozdides agrupados podem ser resul-
tantes da reorganizagao do contetido de um cisto, devido & degeneragao das
células cisticas e & consequente eliminagao de intimeras células em processo
de diferenciacao.

Evolutivamente parece haver uma tendéncia na reducao
do ndmero de espermatozdides nos insetos; pois ordens mais antigas tém um
ndmero maior de espermatozéides por cisto que as ordens mais modernas,
e no interior de uma ordem os grupos mais modernos ou especializados
tendem a ter um nimero menor de espermatozdides. O decréscimo no
nimero de espermatozéides por cisto parece ter um valor adaptativo para
a especializacao da populagao {VIRKKI, 1969).

Em Ceratitis capitata, assim como foi descrito para
Drosophila melanogaster por BAIRATI (1967}, pelas caracteristicas ultra-
estruturais do tecido germinativo, o testiculo pode ser dividido em trés (03)
zonas distintas: apical, intermedidaria e terminal. Esta mesma divisao foi
seguida também por TOKUYASU e colaboradores (1972a e 1972b), quando
do estudo da dindmica da espermiogénese em Drosophila nos processo de
individualizacao das células esperrnéticas e helicoidizacao dos feixes de es-
permatozdides.

No mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata, na zona
apical do testiculo de insetos adultos, cistos com espermatides em estadios
bem iniciais de diferenciacio foram encontrados; ja nos machos adultos da
linhagem selvagem na zona apical observam-se espermatides nos estidios
iniciais de maturacdo, porém bern mais diferenciados. Com isto cremos
que nesta zona testicular, de insetos adultos, ji se iniciam os eventos de
diferenciagao da esperméatide. As modificacoes mais drésticas, em termos de
alongamento e diminuigao do volume celular ocorrem na zona intermediaria,
onde se encontram espermdtides nos estddios intermedidrios (estddios 6,
7 e 8) de maturacdo. Espermitides nos estidios finais {estddios 9 e 10)
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de maturacao e cistos com espermatozdides maduros sao caracteristicos da
zona proximal do testiculo de Ceratitis capitata; ainda nesta zona constata-
se 0 processo de degeneracao das células que formam a parede dos cistos com
a consequente desorganizagao dos rmesmos e eliminagao dos espermatozéides
maduros, permanecendo as massas residuals.

Portanto, a divisao do testiculo de Ceratitis capitata em
trés zonas segue as caracteristicas ultra-estruturais do tecido germinativo,
sendo estas bastante distintas. Pode-se verificar a existéncia de uma pe-
quena defasagem no processo da espermiogénese entre o mutante “olho
roseo” e o tipo selvagem, quando compararmos as t7és zonas testiculares
entre machos adultos com a mesma idade, dos respectivos tipos de mosca;
conforme podemos observar comparando os Desenhos Esquemadticos 1 e
2, referentes & organizagao testicular. Parece haver uma maior rapidez do
processo nos machos tipo selvagem, pois na zona intermedidria a frequéncia
de cistos com espermaétides em estadios finais de maturacao é bastante ele-
vada; por outro lado, no mutante, na zona proximal, constata-se a presenca
de indmeros cistos com espermatides ainda nos estadios intermediarios de
diferenciacao. Esta defasagem no processo da espermiogénese poderia es-
tar relacionada a alteragoes hormonais que afetam o desenvolvimento do
testiculo. Esta hipétese explicaria ainda, a cépula demorada, o que resulta
na capacidade de insemina¢ao bastante reduzida do mutante “olho réseo”.

A forma e o tamanho do cisto dependem do grau de
maturagao das células germinativas que se encontram no seu interior. Cistos
com espermadtides jovens sao grandes e com uma forma aproximadamente
esferdide, caracteristicos da zona distal do testiculo. Os cistos com es-
permatides em estadios intermedidrios e finais de diferenciacao apresentam-
se menores e com uma forma mais cilindrica, caracterizando as zonas inter-
medidria e proximal do testiculo. Fstas observacoes ja haviam sido descritas
por BAIRATI para Drosophila e foram por nés constatadas em Ceratitis
capitata, tipo selvagem e no mutante “olho réseo”.

TOKUYASU e colaboradores {1972a) ao analisarem o
processo de individualizagao das células espermiticas na espermiogénese
de Drosophila melanogaster observaram que a malor concentragao de cis-
tos encontra-se na zona intermediéria do testiculo. Em Ceratitis pode-se
definir também, que a maior concentragao do nimero de cistos ccorre na
zona intermedidria; este aspecto pode ser explicado pela presenga, nesta
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zona, de células espermdticas que estao passando por grandes modificacoes
morfofuncionais tendo como consequéncia o alongamento da célula e a di-
minuicao do volume da mesma; o que leva o conjunto do cisto a ocupar um
espaco menor. Na zona proximal o cisto ocupa um espago ainda menor, pois
as células espermaéticas encontrarn-se na fase final de diferenciagao, apre-
sentando um volume citoplasméatico bastante reduzido. Nesta zona porém,
observa-se a degeneracao das células cisticas com a consequente desorga-
nizagao dos cistos e eliminacao dos espermatozéides maduros, com isto o
numero de cistos ainda perfeitarmente estruturados é menor quando esta
zona ¢ comparada com a zona intermedidria.

Nos estadios jovens de diferenciacio as espermaétides, no
interior do cisto, encontram-se em um estado sincicial. TOKUYASU e
colaboradores {1972b) descreverarn para Drosophila, que, o processo mor-
fogenético que transforma as espermatides de um estado sincicial, para um
estado no qual cada espermatide esta envolvido em sua prépria membrana,
é iniciada na regiac da cabeca do feixe de espermdtide e atravessa todo
o seu comprimento, no testiculo. Este processo nio somente elimina as
pontes sinciciais entre as espermatides, como também, remove organelas
desnecessarias e o excesso da mermbrana nuclear, do nucleoplasma e do
citoplasma.

Semelhante ao descrito por QUAGIO-GRASSIOTTO
(1983) para Ceratitis capitata tipo selvagem, também no mutante “olho
roseo”, as células espermaticas aparecem fundidas na regiao da cauda em
um extenso sincicio, separando-se nas fases finais de maturagdo. Obser-
vamos ainda, a fusdo citoplasmatica na regido da cabeca de espermatides
em estddios intermedidrios (estddios 6 a 8) de diferenciacao, formando um
grande sincicio.

Pelas observagoes, por nés realizadas e pelas colocagoes
dos autores supra citados, cremos que as pontes representam caracteristicas
de fases especificas da espermiogénese dos insetos em discussao. FEstas
pontes poderiam facilitar a difusao de substincias que exercem o controle
da diferenciagao sincronica conforme a descrigao, de FAWCETT e colabo-
radores (1959). Ainda, segundo STANLEY e colaboradores (1972), seriam
mecanismos para a distribuicao uniforme de nutrientes e a eliminagao de
produtos residuais acumulados.
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Relacionado com a organizagao testicular, observamos
que na zona proximal do testiculo de Ceratiiis capitata, tipo selvagem, nao
mais se encontram espermatides em estado sincicial, portanto nos estadios
finais de diferenciacao as células espermadticas jé se apresentam individu-
alizadas. No mutante “olho réseo”, em funcio da defasagem verificada no
processo da espermiogénese, observa-se nesta zona a presenca de alguns cis-
tos com espermétides em estidios intermediarios de diferenciacao, as quais
encontram-se ainda, no interior de massas citoplasmdticas cormuns.

A fusao citoplasmatica na regido da cabecga, da célula
espermatica, é mais dificil de ser observada, conforme relatos anteriores
de TOKUYASU e colaboradores. Cremos que esta dificuldade esteja rela-
cionada com o comprimento da regiao da cabeca; esta, sendo menor, a-
presentard pontes citoplasméticas menos extensas e em menor niimero. A
cauda, com um comprimento bem malor, terd pontes citoplasméaticas mais
largas e em maior nimero, consequentemente a probabilidade de visualiza-
cao em cortes ultrafinos serd elevada.

A organizacao das espermatides no interior de cistos nos
diferentes estddios de maturagao permitiu o estabelecimento de uma se-
quéncia de eventos que ocorrem durante o processo de diferenciacao da
célula espermética, facilitando portanto a andlise e descri¢io do processo
da espermiogénese.
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4.2 Citodiferenciagao das Espermatides

No processo de diferenciacao das espermaétides, aspectos
ultra-estruturais da formag¢ao do complexo mitocondrial e posterior diferen-
ciagao do mesmo em derivados mitocondriais, da formagao do acrossoma e
do adjunto do centriolo, da organizaciao do axonema, das transformacdes
nucleares, das células cisticas e da organizacao dos cistos serdo levados em
considerac¢ao.

4.2.1 Formacio do Complexo Mitocondrial

A formagao do complexo mitocondrial no mutante “olho
réseo” de Ceratitis capitata e sua posterior transformacio nos derivados mi-
tocondriais sao similares ao processo descrito por QUAGIO-GRASSIOTTO
(1983) para a mosca tipo selvagem e o encontrado em outros insetos e
previamente descritos e comparados em extensas revisbes por PHILLIPS
(1970a) e BACCETTI (1972).

Em nosso estudo observamos a formacao do complexo
mitocondrial e passaremos a enfatizar sua ultra-estrutura no estddio 3 de
diferenciacao da espermétide, uma vez que o mesmo nao havia sido ob-
servado por QUAGIO-GRASSIOTTO (1983). O complexo mitocondrial
neste estadio apresenta-se com formato de “cebola”, ou seja, um con-
junto de camadas concéntricas de duplas membranas com cristas mitocon-
driais evidentes; aspectos morfoldgicos estes descritos anteriormente por
TOKUYAZU (1975b) para Drosophila melanogaster. Porém, em Ceratitis
capitata o niimero de camadas concéntricas observadas é menor, sendo 5
ou 6 camadas, enquanto que em Drosophila melanogaster foram descritas
7 ou 8 camadas de ambos os lados da estrutura, as quais encontram-se
conectadas no plano mediano.

Para TOKUYAZU (1975b} a estrutura e orientagdo do
complexo mitocondrial em camadas concéntricas de duplas membranas
sugerem que a caracteristica funcional da formacdo do mesmo viabiliza
a divisao da organela em duas massas iguais, as quais individualmente
desenvolvem-se em dois derivados (mitocondrias muito modificadas), com
uma orientagao das duas unidades, que forneceriam assim, igual oportu-
nidade de relacionamento com o axonema, podendo inclusive ser importante
para o posicionamento preciso do axonema em crescimento.
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Com o inicio do alongamento celular observa-se no mu-
. tante “olho réseo” a divisao do complexo mitocondrial em duas unidades
que se localizam uma de cada lado do axonema j4 em formacao. A in-
vaginacao das membranas do complexo mitocondrial forma véarios sulcos
através dos quais o citoplasma avanga. Estes sulcos fundem-se formando
um Unico, o qual desaparece com o inicio da deposicao de material pa-
racristalino. Este evento na formagao dos derivados mitocondriais foi de-
scrito anteriormente por QUAGIO-GRASSIOTTO (1983) para Ceratitis
capitata, tipo selvagem e por CRUZ-LANDIM & MORAES (1980) quando
do estudo da espermiogénese em Melipona quadrifasciata anthidioides Lep.

Estas complexas mudangas pelas quais passam as mi-
tocdndrias culminam com a formacéao dos derivados mitocondriais localiza-
dos ao longo do axonema em espermatozéides maduros de muitos insetos
(ROSATI et alii, 1976).

Segundo PHILLIPS (1970a) e BACCETTI (1972} dois
importantes fendmenos ocorrem durante o processo de reorganizagao e
diferenciacao pelos quais passam os derivados mitocondriais dos esperimna-
tozdides de insefos. As cristas mitocondriais se orientam iransversalmente
formando uma série de pequenas lamelas, regularmente espacadas e orien-
tadas perpendicularmente ao grande eixo do derivado, e dentro da ma-
triz surgem massas de materiais em bastonetes regulares e em arranjo
paracristalino.

O material no interior dos derivados mitocondriais nao
surge no local onde é depositado. Para BACCETTI (1972) as cisternas
do Golgt ficam em contato com a parede mitocondrial e entio inicia-se o
aparecimento gradual de material regularmente arranjado no interior dos
derivados. Este material em arranjo paracristalino é de natureza protéica
(BACCETTI et alii, 1977).

Em esperméatide de Ceratitis capitata frequentemente
observamos cisternas do complexo de Golgi mantendo contato com os de-
rivados mitocondriais em transformagao o que nos leva a concordar com a
proposigao feita por BACCETTI, isto é, a ativa participacao do complexo
de Golgi na deposicao do material em arranjo paracristalino, no interior
dos derivados mitocondriais.

Vérias sao as fungoes sugeridas aos derivados mitocon-
driais. Para TOKUYASU (1974a} a natureza cristalina do corpisculo
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paracristalino sugere que o derivado mitocondrial é uma estrutura bastante
eldstica, modulando ou translocando os batimentos do axonema. Ainda,
pode estocar e liberar parte da energia cinética produzida para a mobilidade
flagelar. PEROTTI {1973} acredita que o material estocado nos derivados
mitocondriais sera utilizado para ativacao e nutrigio dos ovos apés a ferti-
lizagdo. PHILLIPS {1974b) sugere que os derivados mitocondriais regulam
e influenciam a forma do movimento flagelar. Segundo YASUZUMI (1974)
os derivados mitocondriais estao relacionados com o suprimento de energia
para a motilidade flagelar.

Concordamos com os autores supra citados, relacionando
os derivados mitocondriais de Ceratitis capitata com o suprimento de e-
nergia e regulacao da motilidade flagelar; porém a hipétese de PEROTTI
também parece ser vidvel, uma vez que, a natureza do material paracrista-
lino sendo protéica, o0 mesmo pode servir de nutrigao para os ovos.

No mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata derivados
mitocondriais extranumerarios e com aberracoes morfolégicas sdo observa-
dos. Irregularidades semelhantes tem sido observadas em outros Dipteras
mutantes.

KIEFER (1966) descreve para o mutante X/0 de
Drosophila melanogaster um relacionamento entre o axonema e os deriva-
dos mitocondriais completamente desorganizado e os contatos entre as
duas estruturas sao geralmente falhos. Em espermatozdides de Drosophila
melanogaster cultivadas em temperaturas elevadas, ANDERSON (1967)
observou a auséncia de derivados mitocondriais ou a falta de material
paracristalino no interior dos mesmos. BRICK e colaboradores (1979),
no mutante ms{1)413 de Drosophila melanogaster, observaram em es-
permatides jovens mitocéndrias espalhadas, e cada mitocdndria alonga-se
e diferencia-se similarmente aos derivados resultantes do complexo mito-
condrial normal. Porém, dois tipos de derivados sdo formados, um com
diametro pequeno, matriz eletronlhicida e sem corpiisculos paracristalinos; e
o outro relativamente grande, matriz eletron opaca e contém os corpisculos
paracristalinos.

Em espermatozdides de Atta capiguara e Atta rubropi-
losa CAETANO (1980) descreve aberragoes morfolégicas. As anomalias
referem-se, principalmente, & conformacao da cauda e se constituem na
presenca de flagelos ou derivados mitocondriais extranumerarios.
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A presenga de derivados mitocondriais extranumerérios
nas espermatides do mutante “olho réseo”, em estidios intermedidrios de
diferenciagao, pode estar relacionada com uma separagao anormal do com-
plexo mitocondrial durante os estadios iniciais; porém, este fenémeno nao
foi por nos observado; esta anorrnalidade poderia também, ser provocada
pela desorganizacao completa do axonema. Encontram-se, também, deri-
vados mitocondriais com alteragoes morfolégicas, tais como a presenca de
intimeras cristas mitocondriais e a auséncia de corptsculo paracristalino.
Espermatides com alteragoes morfologicas parecem ser facilmente elimi-
nadas, dificultando portanto, o acompanhamento das mesmas ao longo da
espermiogénese.

4.2.2 Formacio do Acrossorna

No mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata a for-
magao do acrossoma foi acompanhada. O complexo de Golgi apresenta
um papel bédsico na origem e diferenciacido do acrossoma. O granulo pré-
acrossomico é formado pelo material denso acumulado nas cisternas e vesi-
culas Golgianas e passa por uma série de modificagdes graduais, até atingir
uma forma definitiva, no final da espermiogénese.

O acrossoma, geralmente, é uma organela pequena, cir-
cundada por membrana e ocupa uma posicao lateral em relagao a extremi-
dade anterior do micleo.

LONGO & ANDERSON (1969) em espermétides do ou-
rico-do-mar, SZOLLOSI (1975) em espermétides de Locusta migratoria e
QUAGIO-GRASSIOTTO (1983) em espermatide de Ceratitis capitata ob-
servaram, na regiao de associacao entre o nicleo e o acrossoma, a pre-
senca de estruturas membranosas eletrondensas. Este material, também,
encontra-se no espago existente entre o nicleo e o acrossoma das células
espermaticas do mutante “olho réseo”. Estas estruturas membranosas po-
dem ser elementos especializados do envélucro nuclear, segundo LONGO
& ANDERSON. Para McMASTER-KAYE & KAYE (1980) estas mem-
branas intersticials sao responsaveis pelo posicionamento do granulo proé-
acrossémico e pela sua unido ao nicleo, nas fases iniciais da espermiogénese.

Portanto, o processo de formacao do acrossoma no mu-
tante “olho réseo”, conforme descrigao acima, parece ocorrer nos padroes
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normais, onde nenhuma alteracao morfolégica foi detectada. WILKIN-
SON e colaboradores (1974) também descrevem como normal a diferen-
ciacao do acrossoma em espermatides do mutante ms{3)10R de Drosophila
melanogaster.

4.2.3 Formacio do Adjunto do Centriclo

Em células espermadticas do mutante “olho réseo” de
Ceratitis capitata o adjunto do centriolo estd presente e parece ter a mesma
organizacao ultra-estrutural descrita por QUAGIO- GRASSIOTTO (1983)
para o tipo selvagemn da referida mosca; a qual ja foi, anteriormente, descrita
para muitas outras espécies de insetos (PHILLIPS, 1970a e BACCETTI,
1972). -

O adjunto do centriolo, uma estrutura com aspecto gra-
nular e 4reas eletronldcidas, localiza-se junto & extremidade caudal do
nicleo das espermatides, justapondo-se & porcao inicial do flagelo. Nas es-
permatides em estadios iniciais de diferenciacio apresenta-se bastante volu-
moso; durante a espermiogénese diminui de tamanho. No espermatozéide
o adjunto do centriolo é um corpo relativamente pequeno, compacto e com
grande densidade eletronica.

WARNER (1971} em espermatides de Sarcophaga bul-
Jata e SCHRANKEL & SCHAWALM (1974) em espermatides de Coelopa
frigida observaram uma descontinuidade no envélucro nuclear, na regiao em
que se justapoe ao adjunto do centriolo. Esta mesma observagao foi reali-
zada por QUAGIO-GRASSIOTTO (1983} em Ceratitis capitata, tipo sel-
vagem e por nés no mutante “olho réseo”. Nesta mesma regiao o envélucro
nuclear apresenta-se modificado por deposicao de material eletrondenso.
Estas alteracoes, também, foram relatadas por YASUZUMI e colaborado-
res (1970a) em espermitides de Acrida lata.

A descontinuidade no envélucro nuclear facilitaria a pas-
sagem de material entre o nicleo e o adjunto do centriolo, conforme descri-
cao de SCHRANKEL & SCHAWALM (1974). TAFFAREL & ESPONDA
(1980), em estudos citoquimicos, mostram que o adjunto do centriolo é for-
mado principalmente por ribonucleoproteinas e proteinas. Estes resultados
confirmam a hipétese de SCHRANKEL & SCHAWALM (1974) de que o
material do adjunto poderia originar-se das proteinas somaticas complexa-
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das ao DNA, as quais sao total ou parcialmente substituidas por proteinas
especificas no decorrer da espermiogénese; ou de parte do genoma ampli-
ficado nos espermatécitos, assim como as regides nucleolares que seriam
eliminadas do nicleo durante a maturacao das espermdtides.

Conforme j& descrito por QUAGIO-GRASSIOTTO
{(1983) a funcdo mecénica atribuida ao adjunto do centiolo pelos autores
CANTACUZENE (1970), BACCETTI (1972}, BACCETTI et alii {1973)
parece nao ser a mais correta, pois apesar do adjunto do centriolo ser uma
estrutura comum as espermatides dos insetos nao é uma constante nos
espermatozdides destes animais (PHILLIPS, 1970a). Portanto, a fungao
mecanica estaria restrita aos estadios iniciais de diferenciagao da espermé-
tide. A funcao de um possivel papel nutritivo atribuida ao adjunto do
centriolo por YASUZUMI e colaboradores (1970a) parece-nos vigvel, pois
as suas transformacoes estruturais mantém uma relacao inversa com o de-
senvolvimento do axonema.

4.2.4 Formacio do Axonema

No mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata observa-
mos que a regiao mais inicial do axonema de espermétides em diferenciacao
apresenta o agrupamento normal de microtibulos triplos, correspondendo
ao corpusculo basal, aspecto este descrito anteriormente por QUAGIO—-
GRASSIOTTO (1983) para o tipo selvagem da referida mosca.

No axonema de espermatozdides, com morfologia nor-
mal, do mutante “olho réseo” o padrao de organizacio dos microtibulos
corresponde ao arranjo basico de dois microtiibulos centrais, nove duplas
de microtibulos periféricos e nove microtitbulos acessérios, observado para
Ceratitis capitata, tipo selvagem (QUAGIO-GRASSIOTTO, 1983) e para
a grande maioria dos insetos (PHILLIPS, 1970a; BACCETTI, 1972; YA-
SUZUMI, 1974).

A sequéncia de eventos que ocorrem na formacgao do axo-
nema normal no mutante “olho réseo” nao difere daquela descrita em es-
tudos anteriores referentes a células germinativas masculinas de diferentes
espécies de insetos (PEROTTI, 1969; SHAY et alii, 1969; KIEFER, 1970;
PHILLIPS, 1970a, 1970c e 1974b; WARNER, 1970 e 1971; BACCETTI,
1972; CRUZ-LANDIM, 1979b; QUAGIO-GRASSIOTTO, 1983).
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Além dos componentes bédsicos (um par central de mi-
crotiibulos preenchido por material eletrondenso, nove duplas periféricas
de microtibulos formadas pelas subfibras A ¢ B e os nove microtibulos
acessérios preenchidos por material eletrondenso), no axonema normal do
mutante “olho réseo”, sao também observadas fibras eletrondensas entre o
par central e as duplas periféricas de microtibulos, e fibras eletrondensas
entre os microtdbulos acessérios. FEstas caracteristicas estruturais do axo-
nema foram observadas por QUAGIO-GRASSIOTTO (1983) em células es-
perméticas de Ceratitis capitata, tipo selvagem; sendo as mesmas descritas
para intmeros insetos (PHILLIPS, 1970a; WARNER, 1971; BACCETTI,
1972).

Em espermitides do mutante *olho réseo” observamos,
também em alguns flagelos, 0 axonema com todos os seus componentes
tubulares bésicos, porém distribuidos de forma desorganizada, nao man-
tendo a morfologia tipica desta estrutura.

KIEFER (1966) acompanhando o desenvolvimento de es-
permatozdides do mutante X/0 de Drosophila melanogaster, observou em
alguns axonemas a presenca de todos os elementos tubulares, porém desori-
entados um em relagdo ao outro. Este mesmo autor, (1968, 1969 e 1970),
observando células esperméaticas de Drosophila melanogaster Y-deficiente,
verificou que 0 axonema passa por um processo degenerativo durante o qual
ocorrem quebras das conexoes entre as duplas periféricas de microtibulos
adjacentes, e entre as fibras eletrondensas e a dupla central de microtibulos;
consequentemente ocorre uma desorganizagao total da estrutura. Para este
mesmo mutante MEYER (1970} descreve a presenca de todos os compo-
nentes estruturais para o desenvolvimento da espermatide, no entanto falta
a propriedade de organizacio para a complexa ordem na arquitetura tipica.

BRICK e colaboradores {1979) observaram em espermé-
tides do mutante ms(1)413 de Drosophila melanogaster a presenga de to-
dos os componentes tubulares do axonema normal; porém em espermatides
adiantadas no processo de diferenciacdo a desorganizagio destes compo-
nentes parece ser comum.

Compartilhamos das proposicoes levantadas pelos au-
tores supra citados, quando da andlise de alteracoes morfolégicas no axo-
nema de espermatides de mutantes autossémicos e mutagoes em cromosso-
mos sexuais de Drosophila melanogaster, para explicarmos a malformacao
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e/ou destruicao dos elementos de conexao entre os microtibulos do axo-
nema e a consequente desorganizacao deste componente do flagelo de células
espermaticas do mutante autossOrnico “olho réseo” de Ceratitis capitata.

A niao observacao de espermatozdides maduros com o
axonema estruturalmente desorganizado pode ser explicada pelo processo
de eliminacao das células espermadaticas com aberragoes morfolégicas. Este
fenomeno explica, ainda, a presencga de cistos com um pequeno nimero
de espermatozdides maduros e morfologicamente normais, frequentes no
mutante “olho réseo”; este aspecto foi também descrito por KIEFER (1966)
para o mutante X/0 de Drosophila melanogaster.

4.2.5 Formacdo de Membramnas Citoplasmaticas

Durante nossas investigagoes no processo da espermiogé-
nese do mutante “olho réseo” observamos a formagao de dupla membrana
circundando o axonema e os derivados mitocondriais em desenvolvimento;
o mesmo evento fol por noés verificado em espermaétides de machos tipo
selvagem. ‘

Com o amadurecimento da espermétide a membrana du-
pla que envolvia o axonema se desintegra, aspecto anteriormente obser-
vado por QUAGIO-GRASSIOTTO (1983) em Ceratitis capitata, tipo sel-
vagem; concomitantemente surgem no citoplasma das espermatides mem-
branas lisas e dupla que envolvern quase por completo o conjunto formado
pelos derivados mitocondriais € o axonema. A eliminacao de conteido
citoplasmatico da regiao caudal parece ser uma consequéncia da formagao
destas membranas.

Um ponto ainda muito discutido é a origem desta du-
pla membrana lisa. Em espermmatides de Ceratitis capitata observamos
nos cortes ultra finos, da regiao caudal, a presenca do complexo de Golgi
préximo ao local de formacao da dupla membrana lisa, o que indicaria uma
provavel origem Golgiana destas membranas.

Uma origem (Golgiana desta dupla membrana ¢ defen-
dida por BACCETTI (1972). Este autor, estudando espermatozdide de
Tenebrio, observou que um sistema de membranas originado de vesiculas
Golgianas encontra-se entre 0 axonema e 0s derivados mitocondriais.
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CRUZ-LANDIM (1979a) descreve que durante o pro-
cesso de desenvolvimento das espermiétides de Myogrillus sp uma mem-
brana isola do restante do citoplasma o niicleo, os derivados mitocondriais e
o axonema. [sta membrana originaria-se do reticulo endoplasmadtico e viria
constituir a membrana plasmatica do espermatozdide maduro. A mesma
autora, em 1980, estudando células espermaticas de Conocephalus saltator
observou cisternas do reticulo endoplasmaético se arranjando inicialmente
em torno do axonema e, apés, por fora dos derivados mitocondriais. Es-
tas cisternas fundem-se delimitando a cauda, segregando-a do citoplasma
restante.

Pelas nossas observagoes, inicialmente concordamos com
BACCETTI sobre a origemn das duplas membranas lisas em células es-
permaticas de Ceratitis capitata. Porém, ndo podemos descartar a possi-
bilidade da dupla membrana que circunda o axonema e se desintegra com
o amadurecimento da espermdtide ter uma origem Golgiana; enquanto a
dupla membrana lisa que envolve o conjunto, derivados mitocondriais e
axonema, segregando o flagelo do restante do citoplasma, seria formada
pela fusao de cisternas do reticulo endoplasmaético.

4.2.6 Membrana Plasmaditica

No flagelo de espermatides, geralmente em fase adian-
tada de maturacao, do mutante “olho réseo” observamos com frequéncia
quebra ou auséncia da membrana plasmaética.

Esta alteracao morfolégica no flagelo, inicialmente pode-
ria ser explicada por um problema de fixacao; porém, junto aos flagelos sem
membrana plasmaética ou com esta parcialmente destruida encontramos
inimeros flagelos com a membrana plasmaética intacta. Os testiculos de
machos selvagens foram submetidos ao mesmo processo de fixacdo e em
suas espermatides a membrana plasmatica dos flagelos encontra-se com as
caracteristicas ultra-estruturais inalteradas.

Nas espermatides do mutante “olho réseo” em que a
membrana plasmatica estd ausente observa-se que o axonema e os derivados
mitocondriais ainda encontram-se estruturalmente organizados, mantendo
o conjunto constituinte do flagelo. Provavelmente, as zonas eletrondensas
encontradas entre o axonema e os derivados mitocondriais contribuem para
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a manutencao deste conjunto.

A auséncia ou destruigdo parcial da membrana plasma-
tica do flagelo do mutante “olho réseo” parecem estar relacionadas com a
malor fragilidade de membranas neste mutante. A frequente destruigao das
células que formam a parede dos cistos corrobora significativamente com a
hipétese da fragilidade de membranas no mutante “olho réseo”™.

4.2.7 Diferenciacao Nuclear

A sequéncia de eventos no processo de diferenciagao nu-
clear no mutante “olho réseo” é a mesma descrita por QUAGIO-GRAS-
SIOTTO (1983) para as espermatides de Ceratitis capitata, tipo selvagem.
Assim no mutante “olho réseo”, também o nicieo das espermétides jovens
se apresenta semelhante ao nucleo de células somdaticas. No processo de
alongamento esta cromatina sofre intenso processo de reorganizacao, resul-
tando em um conteddo altamente compactado e a forma do nicleo é ex-
tremamente alongada; caracteristicas estas do nicleo de espermatozdides
da maioria das espécies de insetos (BACCETTI, 1972; PHILLIPS, 1970a ¢
1974a).

Em esperméatides jovens de Ceratitis capitata, com ni-
cleos ainda ovéides, estruturas de complexo de poro sdo observadas em uma
area especifica do envélucro nuclear, posterior ao acrossoma.

O papel funcional dos complexos de poros ainda nao se
encontra totalmente esclarecido. Provavelmente os complexos de poros ob-
servados, somente nas fases iniciais das modificagoes morfoldgicas nucleares,
estao envolvidos com as trocas de informagoes e material entre o nticleo e
o citoplasma, uma vez que, a cromatina ainda é floculenta, sem agregados
densos, lembrando cromatina funcionalmente ativa {STANLEY, 1969).

Ainda, em espermatides no inicio do processo de diferen-
ciacao de Ceratitis capitata observamos a presenca de lamelas anuladas,
préximas ao nacleo. Estas lamelas sdo formadas por um conjunto de du-
plas membranas paralelas interrompidas por poros. Portanto sao morfo-
logicamente similares as estruturas descritas por KESSEL (1981, 1985 e
por STAFSTRON & STAEHELIN (1984) em espermdtides e embrides de
Drosophila melanogaster respectivamente.
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Cremos que funcionalmente as lamelas anuladas estao
envolvidas com intensa sintese de proteinas especificas, que se fazem neces-
sarias para a continuidade do processo de diferenciagao da espermaétide e
particularmente para as transforrmacgoes nucleares. Esta funcao foi anteri-
ormente atribuida por KESSEL (1981, 1985) as lamelas anuladas presentes
em espermatides jovens de Drosophila melanogaster.

Uma sequéncia de modificagdes morfolégicas dréisticas
caracterizam o processo de alongamento do niicleo em espermadtides de
Ceratitis capitata, principalmente nos estiddios intermedidrios e finais de
diferenciacao. Esta sequéncia fol anteriormente descrita por QUAGIO-
GRASSIOTTO & DOLDER (1981) e envolve a formagao de concavidades
nucleares, o surgimento de membranas adjacentes ao nicleo e microtitbulos
citoplasmaticos, formando a “manchette”.

A biconcavidade nuclear em espermétide de Ceratitis
capitata é mais acentuada no periodo inicial da condensacio cromatinica
e desaparece posteriormente. Para TOKUYASU (1974b), em espermadtides
de Drosophila melanogaster a formagao destas concavidades esiaria rela-
cionada com a distribuicao definitiva da eromatina.

No mutante “olho réseo” duas membranas adjacentes
ao envélucro nuclear foram observadas, seguindo a descricao de QUA-
GIO-GRASSIOTTO (1983) para Ceratitis capitata, tipo selvagem. Estru-
turas similares foram relatadas em espermaétides de outros insetos, como
Sarcophaga (WARNER, 1971); Drosophila (STANLEY et alii, 1972; TO-
KUYASU, 1974b) e Coelopa (SCHRANKEL & SCHWALM, 1974).

As membranas adjacentes ao niicleo parecem ter im-
portancia na distribuigao dos microtibulos e consequentemente nos meca-
nismos de condensagao nuclear (TOKUYASU, 1974b). Concordamos com a
hipétese apresentada por TOKUYASU, uma vez que, estas membranas sdo
eliminadas juntamente com o citoplasma circundante do nticleo, quando as
espermaétides se aproximam da maturidade, tendo concluido sua alongacao.

Concomitanternente com o inicio do alongamento nu-
clear e celular da espermatide, indmeros microtibulos sao formados no
citoplasma. Para vdrios autores os microtibulos seriam responséveis pelo
alongamento e formato do nicleo das células esperméticas (KESSEL, 1966,
1967 e 1970; HOAGE & KESSEL, 1968; PHILLIPS, 1970a; BACCETTI,
1972; RATTNER & BRINKLEY, 1972; YASUZUMI, 1974).
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FAWCETT e colaboradores (1971) defendem a hipétese
da forma do niicleo ser determinada por um padrao especifico de agregagao
do DNA e proteinas, geneticamente controlado, durante a condensagao da
cromatina. Portanto, a forma do ntcleo dos espermatozdides de insetos
seria uma consequéncia da organizacao molecular e supramolecular da cro-
matina; a assimetria no processo de condensacao poderia estar relacionada
com o contorno nuclear. Estes mesmos autores e também SZOLLOSI (1975)
acreditam que os microtbulos podem ser essenciais para a redistribuigéo e
escoamento de citoplasma e organelas da regiao anterior para a regiao pos-
terior da célula, durante o processo e diferenciacao da célula germinativa
masculina.

Na transformacao nuclear em espermatide do mutante
“olho rdéseo” cremos que um conjunto de fatores estd envolvido: a orga-
nizagao da cromatina como forca intranuclear, as membranas adjacentes
a0 ntcleo e os microtibulos citoplasmaéticos como forcas mecdnicas ex-
ternas. TOKUYASU (1974b) discute esta mesma linha para Drosophila
melanogaster e QUAGIO-GRASSIOTTO (1983) para Ceratitis capitata,
tipo selvagem. ‘

Ainda, no mutante “olho réseo” observamos nicleos de
espermatides em estddios intermediérios de diferenciacdo com a cromatina
apresentando um padrao anormal de condensagao. SHOUP {1967) observou
que em mutantes de Drosophila rnelanogaster onde nao ocorre a troca das
proteinas histonicas somaticas por histonas ricas em arginina, o material
cromatinico nuclear nao se encontrava compactado e, consequentemente,
os espermatozdides eram estéreis.

Nas células espermaticas do mutante “olho réseo” em que
a condensacao cromatinica apresenta-se anormal, membranas adjacentes ao
nicleo e microtibulos citoplasimdaticos estao presentes. Portanto, eventos
intrinsicos do material cromatinico parecem estar envolvidos no processo
das transformacoes nucleares normais, culminando com o elevado grau de
compacta¢ao da cromatina e a driéstica diminuicao do volume nuclear em
espermatozéides maduros. Provavelmente, as alteracoes morfolégicas no
processo das transformacoes nucleares, especificamente da compactacio do
material cromatinico, nas espermatides deste mutante, estao relacionadas
com alguma alteracao individual e ocasional desta mutacao monogénica,
recessiva e autossomica.
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QOutra alteracao a nivel de nicleo, especificamente envol-
vendo a compactagao cromatinica, no mutante “olho réseo” é a presenca
de massas bastante eletrondensas, com uma forma definida, no interior do
ntcleo de espermétides em estddio intermedidrio de diferencia¢do (estadio
7). Estas massas podem representar regides cromatinicas que sofreram
compactacao anteriormente ao restante do conteiddo nuclear. Ainda, em
espermatides no estddio intermedidrio de diferenciagio (estédio 7} na regiao
nuclear encontram-se porcoes onde o envélucro nuclear nao é distinguivel.
Este aspecto pode ser explicado com a hipétese de maior fragilidade de
membranas no mutante. Nestas regides ndo sdo encontrados microtibulos
citoplasmaéticos nem membranas adjacentes ao ntcleo, pois provavelmente
com ¢ rompimento do envdlucro nuclear os mesmos foram deslocados.

A baixa frequéncia de nicleos com uma compactagio
cromatinica anormal por nés observada no mutante “olho réseo”, provavel-
mente deve-se ao fendmeno de eliminagao das células espermaticas com
malformacoes e, consequentemente, com a presenca de cistos contendo um
pequeno nimero de espermatozéides maduros. Porém, em paralelo a este
grupo de cistos observa-se a presenca de cistos com o ntimero normal de
espermatozdides maduros, conforme ji discutimos anteriormente.

No mutante “olho réseo” também, observamos cistos or-
ganizados com o nimero normal de células espermaticas, onde pequenos
grupos de células encontram-se ern diferentes estddios de maturagao. Acre-
ditamos que esta defasagem estd relacionada com um mecanismo intrinsico
de cada célula, o qual desencadeia o processo de diferenciacao. Portanto,
nestes cistos, estes mecanismos nao sao desencadeados sincronicaimnente erm
todas as células do interior de um cisto, como ocorre normalmente.

Para melhor explicarmos as anomalias no processo de
compactagao do material cromatinico, nas células germinativas do mu-
tante “olho réseo”, seriam necessdrias outras metodologias, como estudos
citoquimicos referentes a complexacdo DNA - proteinas, juntamente com
analises bioquimicas.

4.2.8 Células Cisticas

As células que formam a parede dos cistos possuem a
funcdo de protecdo e nutricao das células germinativas. Os lisossomos
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destas células estao envoividos na destruicao dos residuos citoplasmaéticos
das células germinativas em diferenciacéo e na eliminacio de espermatides
defeituosas; esta atividade resultando na formagéao e actmulo de diversas
massas residuais (BAIRATI, 1967).

As células cisticas durante a espermiogénese de Myogril-
lus sp. sofrem profundas transformacoes sugerindo um papel especial destas
células no processo de maturacao do espermatozdide. Sugere-se que as
células cisticas sao responsdveis pela reabsor¢ao e digestao dos residuos cito-
plasmaticas das espermétides em diferenciagdo, por uma provavel funcao
nutritiva, e ainda como suporte fisico durante o alongamento celular
(CRUZ-LANDIM & FERREIRA, 1981).

No mutante “olho rdseo” frequentemente observamos a
destruicao ou degeneracao das células cisticas e, consequentemente, a de-
sorganizacao dos feixes das células espermaéticas. Esta desorganizacao con-
siste na aglomeracao de espermdtides de maneira andémala, isto é: em
diferentes estéddios de maturacao, em espermatides muito proximas sec-
cionadas em diferentes alturas, como a extremidade da cauda junto & ex-
tremidade anterior da cabega, e com alteracao na distribuigao espacial das
espermatides, pois em um mesmo nivel de corte temos células seccionadas
transversal, obliqua e longitudinalmente. Ainda, a célula germinativa nao
terd as condigoes propicias para a continuidade de sua diferenciacao e,
provavelmente, entra em processo degenerativo.

Diferentemente em Ceratitis capitata tipo selvagem e
no mutante com cistos normais as células que formam a parede dos cis-
tos mostram-se morfologicamente integras mantendo os feixes das células
espermaticas organizados, o que sugere que se papel seria o de oferecer
condicoes propicias para a completa diferenciacao das células germinativas.

Estruturas semelhantes a figuras mielinicas parecem ser
resultantes do processo de maturacio das células esperméticas. CRUZ-
LANDIM e colaboradores (1980) descreveram a formacio de figuras mie-
linicas a partir da eliminagao de porg¢oes citoplasmadticas ou reabsorcao de
organelas durante o processo de maturacao das células espermaéticas em a-
belha. Estes mesmos autores e TOKUYASU (1972a) observaram também a
formagao de figuras mielinicas a partir da degeneracao de espermatozdides
anormais.

No caso do mutante “olho réseo” as estruturas semelhan-
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tes a figuras mielinicas, frequentes em nossas observagoes, principalmente
junto aos cistos desorganizados, provavelmente resultam da degeneracao
das células germinativas; e das préprias células cisticas.

Na zona proximal do testicule de Ceratitis capitata ob-
servarn-se as células cisticas e processo degenerativo e a consequente li-
beragao dos espermatozdides maduros. No local do cisto permanece uma
mass a residual com indmeras estruturas semefhantes a figuras mielinicas e
lisossomos ativos, os quais estao envolvidos com o processo de fagocitose
dos residuos do cisto apds a eliminacéo do seu contetido.

4.2.9 Ultra-Estrutura do Espermatozdide na Espermateca

Os espermatozdides armazenados no interior da esper-
mateca de {émeas mutante “olho réseo” e tipo selvagem de Ceratitis capitata
nao apresentam diferengas morfolégicas.

QUAGIO-GRASSIOTTO (1983} descreveu que nenhu-
ma alteracao foi observada em espermatozéides armazenados no interior da
espermateca de {émeas de Ceratitis capitata, tipo selvagem. Pelas nossas
observacoes a ultra-estrutura do espermatozdide no trato genital feminino,
especificamente espermateca, do mutante “olho réseo” nao apresenta ne-
nhuma alteracao em relagao & morfologia das células germinativas no in-
terior do trato genital masculino, especificamnente testiculo. O fato de nao
terem sido encontrados na espermateca espermatozdides com alteracoes
pode ser explicado pela tendéncia dos mesmos serem eliminados durante o
processo de maturagao.

No interior de espermatecas vazias de Ceratitis capitata
observamos a presenca de um material tubular, com distribuicao aleatéria.
Quando do armazenamento dos espermatozdides constatamos que este ma-
terial tubular envolve e segue a mesma orientagao das células germinativas
no interior da espermateca. Pelas observacdes sugere-se que o material
tubular é transformado e/ou utilizado durante o periodo de armazena-
mento dos espermatozdides na espermateca. Com a eliminaciao dos esper-
matozdides, e provavel utilizacao dos mesmos no processo de fertilizagao
dos 6vulos, verifica-se que entre as poucas células germinativas que ainda
se encontram no interior da espermateca, existe uma grande quantidade de
material fibrilar e poucos sao os elementos tubulares presentes.
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Outros estudos e metodologias sdo necessirias para a de-
terminacao da natureza e funcao deste material tubular e fibrilar observado
no interior da espermateca de Ceratitis capitata.
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4.3 Citoquimica I: Fosfatase Acida na Citodiferencia-
¢ao das Espermétides

A atividade fosfatasica 4cida (fosfatases com atividade
em pH Stimo entre 4.5 — 6.0 e numa temperatura 6tima de 37°C) detec-
tada nas células espermadticas apresenta localizagao especifica em organelas
citoplasmaticas envolvidas no processo de maturacgao dos espermatozéides.

' Com variagoes no tempo de fixagdo em glutaraldeido e na
temperatura utilizada para incubacgao, na técnica de BARKA & ANDER-
SON, diferentes resultados foram demonstrados. Com um maior tempo de
fixagao melhora-se a preservagao das estruturas celulares, porém, parece
ocorrer uma diminui¢do na quantidade do produto de reacio nos sitios
de atividade enzimitica. Segundo ESSNER (1973) a reducio no tempo
de fixacao para a deteccao de fosfatases é necessdria para que haja uma
maior preservacac das enzimas, pois o glutaraldeido, mesmo a baixas con-
centracdes, é potente inibidor de fosfatases. Testiculos incubados a 37°C
apresentaram frequéncia e quantidade do produto de reacio muito malor
nos sitios de atividade enziméatica. A temperatura 6tima para a atividade
enzimatica das fosfatases parece residir em torno dos 37°C (ERICSSON &
TRUMP, 1965 ~ apud ESSNER, 1973). |

As fosfatases 4cidas consistem em um grupo de enzimas
nao especificas que hidrolizam urna variedade de ésteres organicos com a
liberagao de ions fosfato (ESSNER, 1973). A atividade fosfatase 4cida foi
inicialmente localizada em lisossormos (ESSNER & NOVIKOFF, 1961 ~
apud ESSNER, 1973; HOLT & HICKS, 1961 — apud ESSNER, 1973), e
posteriormente em outras estruturas, incluindo reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi.

4.3.1 Células Espermadticas

Em espermaitides, nos estddios bem iniciais de diferen-
ciacao de Ceratitis capitata, observamos precipitados de fosfato de chumbo
distribuidos no interior das cisternas e vesiculas do complexo de Golgi, indi-
cando o envolvimento desta organela no processamento de hidrolases 4cidas,
componentes do conteddo enzimético das vesiculas pré-acrossbmicas, e pos-
teriormente do acrossoma.
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A concentracao de densos precipitados indica a presenca
de uma quantidade significativa de hidrolases dcidas ativas no interior
das vesiculas pré-acrossomicas. Com a diferenciacdo desta vesicula em
acrossoma observa-se um decréscimo do produtoe da reacao, culminando
com a auséncia do mesmo, no acrossoma ja formado.

ANDERSON (1968) e SOUZA & AZEVEDO (1986) des-
crevem a auséncia de produtos da reacao enzimdtica no acrossoma de
ourigo-do-mar e Marthasterias glacialis, respectivamente. Segundo estes
autores as enzimas sao armazenadas no acrossoma em um estado inativo
e serao ativadas somente na fertilizagdo, participando na dissolugdo da
zona peltGcida externa do ovécito e possibilitando a penetracao do esper-
matozdide,

Para explicar a auséncia da atividade fosfatase acida
no acrossoma de espermitides de Ceratitis capitata compartilhamos das
hipéteses defendidas pelos autores supra citados. A natureza lisossomal do
acrossoma formado a partir do complexo de Golgi, passando por uma es-
trutura intermedidria, a vesicula pré-acrossémica, parece-nos confirmada,
também, por este estudo citogquimico.

A atividade fosfatésica acida foi verificada em niicleos de
espermatides de Ceratitis capitata nos estddios iniciais e intermedidrios de
diferenciacao. Nestes estddios a cromatina ainda se encontra em processo
de compactacao. Dados da literatura descrevem esta atividade enzimética
em nucleos de outros tipos celulares.

Entre os autores existem muitas controversias sobre a
atividade fosfatdsica dcida nuclear. Parece haver trés grupos distintos de
pesquisadores: aqueles que nao hesitam sobre a possibilidade de existirem
sitios enzimaticos auténticos no ntcleo (LOVE et alii, 1969; DELTOUR
et alii, 1981; AZEREDO-OLIVEIRA, 1982); outros que acreditam que
haja uma afinidade particular da cromatina pelos {ons chumbo (REMY
et alii, 1975; BUCHWALOW & UNGER, 1977); e ainda os que defendem a
idéia de difusao da fosfatase lisossomal para o nicleo, portanto os precipi-
tados seriam artefatuais (ANASTASIA-SAWICKI & MACINTYRE, 1976;
WASHITANI & SATO, 1976).

No caso dos resultados referentes aos ntcleos de esper-
matides de Ceratitis capitata, parecem nao serem os mesmos artefatuais.
A reagao positiva € abolida na auséncia do substrato, e parece nao ocorrer
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difusao do produto da reagao a partir de sitios citoplasmaticos. O produto
da reacao faz-se presente em estadios especificos de diferenciacao da esper-
matide e com uma localizacao definida a nivel nuclear.

Na espermiogénese de Ceratitis capitata ocorre uma série
de eventos para a transformacao da célula espermitica adaptando-a ao
processo de fertilizacao. Cremos portanto, na interrelagio da atividade
enzimatica fosfatdsica dcida com o mecanismo de transcricdo que desen-
cadeard, em seguida, a sintese de enzimas acrossomals, de proteinas cons-
tituintes dos corpiisculos paracristalinos dos derivados mitocondriais e das
proteinas histOnicas ricas em arginina, que substituem as proteinas hist6-
nicas somaticas no processo de cormnpactacao da cromatina.

DELTOUR e colaboradores (1981) propuseram quando
do trabalho com células de raiz de milho uma correlagao entre a taxa de
transcrigao nuclear, o nivel de atividade fosfatasica dcida e o actimulo de
fosfato inorganico nuclear; ainda estes autores encontraram uma alta ativi-
dade fosfatasica dcida justamente nos nicleos de células comn metabolismo
elevado.

O nosso objeto de estudo vem corroborar a proposicao
dos autores supra citados, pois uma alta atividade fosfatdsica acida foi
encontrada nos estadios inicials e intermedidrios de diferenciacao da es-
permatide, periodo de grande metabolismo nuclear; enquanto que no mo-
mento da queda deste metabolismo (estddios finais) verifica-se a auséncia
total da atividade enzimatica.

Na fase das transformagoes drasticas do material nuclear
com a consequente diminui¢ao do seu volume, principalmente nos estadios
intermediarios de diferenciacao da espermdtide de Ceratitis capitata, a
atividade fosfatasica acida foi detectada no envélucro nuclear, aparente-
mente com localizagao no espago perinuclear.

Finos precipitados resultantes da atividade fosfatasica,
também, foram demonstrados por PERRIN- WALDEMER & BEAULA-
TON (1973) no espago perinuclear de espermatogdnias de Drosophila
melanogaster. Em espermatozdides de Marthasterias glacialis tratados
citoquimicamente para a demonstracao da atividade fosfatase acida SOUZA
& AZEVEDO (1986) observaram forte reagdo positiva no envélucro nuclear.

No caso das células espermaticas de Ceratitis capitata
cremos que a reagao positiva para fosfatase dcida a nivel do envélucro nu-
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clear, relaciona-se com o processo de eliminacido do contetdo nucleoplas-
matico e residuos de membranas resultantes do processo de transformacgoes
nucleares. Esta hipdtese parece ser reforcada pelo periodo em que ocorre a
formacao dos depésitos de fosfato de chumbo no envélucro nuclear, o qual
coincide com o momento da diminuicao do volume nuclear.

Nos flagelos de células espermadticas de Ceratitis capitata
produtos resultantes da atividade fosfatase acida foram detectados no axo-
nema, nos derivados mitocondriais e na dupla membrana lisa que circunda
0 axonerma.

No axonema, precipitados densos resultantes da ativi-
dade enzimatica, foram observados somente em estadios malis avancados de
maturacao. Os precipitados localizam-se especificamente nas fibras eletron-
densas encontradas enire o par central e as nove duplas periféricas de
microtibulos e nas fibras eletrondensas localizadas entre os microtibulos
acessOrios,

A atividade enzimaética fosfatasica dcida na regido da ma-
triz do axonema em espermatozdides de Ceratitis fol anteriormente demons-
trada por BIGLIARDI e colaboradores (1970), e BACCETTI e colabora- -
dores (1971a). Estes dltimos autores localizaram a atividade enzimdtica,
também, em células espermaticas de Bacillus rossius e Pegotettix giornai,
com uma localizacao especifica nos espagos entre os componentes tubulares
do axonema. BACCETTI (1972) descreve ainda, a atividade da fosfatase
acida na membrana plasmatica do flagelo de espermatozdide de Ceratitis.

Em testiculos de Drosophila melanogaster submetidos
a tratamento citoquimico para a reacao fosfatase acida, precipitados de
chumbo estao regularmente presentes a nivel do axonema de espermatides
em estddios avangados de diferenciacdo (BEAULATON & PERRIN- WAL-
DEMER, 1873). Segundo estes autores a atividade fosfatdsica dcida se
reporta em duas zonas concéntricas, uma zona periférica entre os nove
microtiubulos acessérios, e uma zona anular interna, onde os precipitados
localizam-se a nivel da matriz do axonema, encontrada entre os dois mi-
crotibulos centrais e as nove duplas periféricas. Provavelmente, a fosfatase
acida no axonema estd envolvida no controle do metabolismo de fosfatos
e nucleosideos fosfatados que participam nas diversas reacoes de desfosfo-
rilagao de ésteres fosfatados, ligados ou néo & motilidade flagelar (ANDER-
SON et alii, 1968).
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DOLDER (communicagao pessoal) observou a presenca de
depdsitos de fosfato de chumbo nas regioces localizadas entre os componentes
tubulares do axonema de espermatozdides de Triatoma infestans.

Em nosso material de estudo — células espermaticas de
Ceratitis capitata — as regices do axonema onde se detectou a atividade
fosfatase 4cida coincidem com o descrito anteriormente para os esperma-
tozdides de alguns insetos, pelos autores supra citados. Concordamos com
o envolvimento da fosfatase dcida no metabolismo de fosfatos ligados ou
nao & motilidade flagelar, principalmente tendo em vista o aparecimento
de reac¢ao apenas a partir do estadio 7, quando o axonema possui todos os
seus elementos e entao torna-se capaz de exercer alguma motilidade.

A presenca de precipitados resultantes da atividade en-
zimética em axonema de alguns flagelos e a auséncia em outros muito
proximos, provavelmente, representam diferentes momentos e/ou condigoes
fisiolégicas destes flagelos. Uma outra variagao detectada foi referente a
intensidade e quantidade de precipitados formados. Em alguns axonemas
tem-se uma quantidade bem menor de fosfato de chumbo, indicando uma
pequena atividade enzimatica, o que provavelmente relaciona-se com um
momento fisiolégico inicial ou final dos flagelos. Neste momento poucos
fosfatos inorganicos encontrar-se-iam na matriz do axonema e, consequente-
mente, verifica-se uma pequena precipitacao de fosfato de chumbo.

Em células espermaticas, nos estiadios 8 e 9 de diferen-
ciagao de Ceratitis capitata, observa-se a presenca de precipitados resul-
tantes da atividade enzimdtica fosfatisica dcida nas regides periféricas dos
derivados mitocondriais. As hidrolases dcidas, aparentemente, restringem-
se as por¢oes dos derivados que ainda nao se encontravam preenchidos pelos
corpusculos paracristalinos eletrondensos.

Em uma revisdo de varios autores YASUZUMI (1974)
descreve a formacgao de produtos da reacao fosfatase dcida somente no fila-
mento axial, enquanto que nos derivados mitocondriais de espermatozéides
maduros estes produtos estao ausentes.

A morfologia mitocondrial é preservada em espermato-
zbides de estrela-do-mar e ourigo-do-mar. ANDERSON (1968) descreveu a
formacio de produtos da reacio fosfatasica dcida na membrana mitocon-
drial externa, junto as cristas e distribuidas ao acaso na matriz mitocondrial
em espermatides de ourico-do-mar. Em espermatozéides de Marthasterias
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glacialis, tratados para a demonstragio citoquimica da atividade fosfatésica
dcida observa-se uma fraca e difusa reacao a nivel de mitocdndrias (SOUZA
& AZEVEDO, 1986).

Para ANDERSON (1968), as hidrolases mitocondriais
podem ter um papel funcional em autdlise, servindo para quebrar reser-
vas nutricionais endodgenas, como fosfolipideos e proteinas que podem ser
utilizados na produgao de energia. As hidrolases ainda podem servir para
autdlise das mitocdndrias dos espermatozéides apds a fertilizacio.

Na espermiogénese de Ceratitis tem-se a transformagao
das mitocondrias em derivados mitocondriais, diferindo portanto de estrela-
do-mar e ouri¢o-do-mar; e em espermatozéides maduros nenhum produte
da reagao fol observado a nivel dos derivados mitocondriais. Acreditamos
que a presenga de precipitados distribuidos aoc acaso nas regioces periféricas
dos derivados mitocondriais, geralmente de espermdtides nos estddios 8 e 9
de diferenciacao, indiquem a agao de hidrolases dcidas no processo de eli-
minagao de residuos da matriz mitocondrial, resultantes da transformacao
¢ estruturacao dos derivados mitocondriais.

Na dupla memmbrana lisa que circunda o axonema de
células esperméticas em diferenciacao de Ceratitis capitata foram obser-
vados depdsitos de fosfato de chumbo. Apéds a destruicao desta membrana,
a reagao enziméatica persisie nos residuos de membrana que ainda se encon-
tram entre o axonema e os derivados mitocondriais.

BACCETTI (1972) descreve histoquimicamente a reagao
fosfatdsica acida nos espacos entre as estruturas tubulares do axonema de
espermatozéides de insetos, conforme discussao anterior; e nos residuos de
membranas originadas do Golgi que separam os derivados mitocondriais da
complexa estrutura do axonema.

A forte reagao a nivel da dupla membrana lisa que ini-
cialmente circunda o axonema e posteriormente persiste entre o axonema
e os derivados mitocondriais de espermaétides de Ceratitis pode estar rela-
cionada com a origem desta membrana, provavelmente Golgiana, conforme
discutimos anteriormente. Porém, esta reacao também, pode ser devido &
presenca de hidrolases dcidas que participam da desintegracao desta mem-
brana, com o processo de maturacao da célula espermatica.

As hidrolases 4cidas participam ativamente na destruicdo
das células espermdticas com proviveis alteracdes morfofuncionais. Lisos-
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somos com densos depoésitos de fosfato de chumbo, presentes na regiao da
cabeca e caudal de espermatides e estddios intermediarios de diferenciagao
do mutante “otho réseo” indicam, provavelmente, o inicio do processo de
destruicao destas células. Ainda, com uma frequéncia relativamente ele-
vada, o contetido citoplasmatico de células esperméticas do mutante “olho
roseo” encontra-se preenchido por precipitados resultantes da atividade en-
zimatica fosfatasica 4cida; indicando a sequéncia do processo de destruicao
das células com alteracoes morfofuncionais. Cremos que este fendmeno
ocorre para eliminar as células gerrninativas masculinas com anomalias que
impedem o seu perfeito desenvolvimento; consequentemente as mesmas nao
teriam as condigoes morfofisiolégicas necessirias ao processo de fertilizagao,
funcao final do espermatozdide. Com isto, temos no mutante “olho réseo”
de Ceratitis capitata a presenca frequente de cistos com o nimero de es-
permatozdéides maduros muito inferior ao niimero teoricamente esperado,
conforme discutimos anteriormente.

4.8.2 Células Cisticas

As células que formam a parede dos cistos também de-
monstraram a atividade fosfatdsica Adcida em algumas de suas estruturas
celulares.

No nicleo das células cisticas de Ceratitis capitata pre-
cipitados resultantes da acao da atividade fosfatasica acida estao presentes,
predominantemente a nivel da crornatina mais compactada, especificamente
na cromatina que se encontra junto & membrana interna do envélucro nu-
clear. Esta localizagao da atividade enzimaética relaciona-se provavelmente
com os fenémenos de transcricao do contetido cromatinico, conforme discu-
timos anteriormente, com referéncia aos nicleos de espermaétides em fases
inicials e intermediarias de maturacao. A atividade da fosfatase dcida no
nicleo das células cisticas indica que as mesmas encontram-se com um
metabolismo elevado.

Portanto, as células que formam a parede dos cistos, além
da fun¢ao estrutural na manutengao do feixe de espermatozoides organizado
formando um cisto, apresentam urmn metabolismo provavelmente envolvido
na producao de substancias que podem sustentar as células espermaticas,
auxiliando-as no processo de maturacao.
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Os lisossomos das células cisticas apresentam fortes depd-
sitos de fosfato de chumbo em testiculos de Ceratitis capitata submetidos ao
tratamento citoquimico para a reacio fosfatase acida. As hidrolases 4cidas
destes lisossomos podem estar relacionadas ao processo de degradacgao de
material eliminado pelas esperméatides.

No estudo do processo de involugdo que ocorre nos testi-
culos do ouri¢o-do-mar Echinometra locunter, no periodo néo reprodutivo,
BEIG & CRUZ-LANDIM (1975) verificaram que a reabsorcao das células,
em qgualquer estadio de diferenciacao, é feita com o auxilio dos lisossomos, e
tem lugar no interior de vactolos digestivos das células nutritivas ou “nurse
cells” , as quais sao equivalentes as células de Sertoli de vertebrados e as
células cisticas de insetos.

CHEMES & FAWCETT (1978) localizaram a atividade
fosfatase acida em lisossomos de células germinativas e células de Sertoli
de ratos. As células de Sertoli demonstraram uma variagao ciclica em sua
populacao lisossomal, a qual aumenta progressivamente com o desenvolvi-
mento da espermiogénese. O nimero de lisossomos e a intensidade da
atividade enzimética aumentam na época da espermiacao e diminui apds
os corpusculos residuais terem sido digeridos.

Em estudo citoquimico para fosfatase dcida, PERRIN-
WALDEMER & BEAULATON (1973} descreveram uma resposta positiva
nos corpusculos residuais, frequentes em cortes ultra finos de testiculos de
Drosophila melanogaster. Para CRUZ-LANDIM e colaboradores (1980},
as estruturas semelhantes a figuras mielinicas, com provavel natureza lisos-
somal, observadas na espermatogénese de abelha relacionam-se com o pro-
cesso de maturagao, como a eliminacao de parte do citoplasma ou reab-
sor¢ao de algumas organelas citoplasmadticas, ou ainda, estas estruturas po-
dem resultar da fagocitose de espermatozdides defeituosos ou degeneragao
das proprias células cisticas.

Em Ceratitis, os lisossomos das células cisticas estao en-
volvidos na destruicao de residuos citoplasmdticos e membranas resultantes
do processo da espermiogénese, na eliminagao de células espermaticas com
anomalias morfofuncionais, especialmente no mutante “olho réseo” e ainda,
participam ativamente na eliminacao dos espermatozdides maduros do inte-
rior do cisto. Da agao dos lisossornos nestes processos de fagocitose resulta
a formagao de estruturas lembrando figuras mielinicas, semelhante ao des-
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crito por CRUZ-LANDIM e colaboradores na espermatogénese de abelha.

No mutante “olho réseo” as hidrolases dcidas do conte-
tido lisossomal participam de forma bastante ativa na eliminagao de mem-
branas residuais resultantes do processo de destruicao das células que for-
mam a parede dos cistos. Freguentemente observa-se intensa atividade
enzimatica em residuos das células que separavam cistos com espermétides
em diferentes estadios de diferenciagio. A degeneracio das células cisticas,
no mutante, anteriormente ao término do processo de diferenciacao das
células germinativas, pode ser devido & maior fragilidade de suas mem-
branas e/ou a defasagem no tempo de duracio do processo de maturacgio
das espermatides.

Na espermiogénese de insetos as hidrolases dcidas pare-
cem participar do processo de elimina¢io dos espermatozéides maduros.
Observacoes sugerem que fosfatases 4cidas estdo envolvidas na liberacao
da regiaco anterior da cabeca de espermatozdides em cistos de Drosophila
melanogaster (TOKUYASU et alii, 1972b).

Em Ceratitis observamos que durante o processo de eli-
minagao dos espermatozdides havia um significative aumento da atividade
enzimatica fosfatasica dcida nos lisossomos e também de forma difusa no
conteddo citoplasmatico das células cisticas. Apés a eliminacao das células
germinativas verifica-se a presencga de densos depdsitos de fosfato de chum-
bo distribuidos, sob a massa residual restante. Com a acao das hidrolases
acidas provavelmente esta massa residual, resultante da liberacdo dos esper-
matozdides maduros dos cistos, sera totalmente digerida, restando apenas
alguns corpisculos residuais.
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4.4 Citoquimica II: Arilsulfatase na Citodiferencia-
c¢ao das Espermatides

A atividade arilsulfatase (um tipo de sulfatase com ativi-
dade em pH étimo entre 5.0-5.5 e numa temperatura étima de 37°C) de-
tectada nas células espermaticas de Ceratitis capitata apresenta localizacao
especifica, principalmente em lisossomos, complexo de Golgi ¢ membrana
plasmaética.

As sulfatases sao enzimas que catalizam a quebra hidro-
litica de esteres sulfatados com a liberacao de ifons sulfatos. A atividade
arilsulfatase tem sido demonstrada em diferentes tecidos e células e sua prin-
cipal localizagao ocorre a nivel de lisossomos. As observacdes citoquimicas
sao corroboradas com resultados bioquimicos, os quais demonstram que
em experimentos de gradiente de centrifugacao e centrifugagao diferencial a
arilsulfatase sedimenta-~se na frag3o lisossomal (HOPSU- HAVU & HELMI-
NEN, 1974). WOJCZYZ (1986) descreve trés diferentes tipos de arilsulfa-
tases, os tipos A e B associados aos lisossomos e o tipo C localiza-se nos
MiCTOSSOMOS.

Para HOPSU-HAVU & HELMINEN (1974), em revisao
de intimeros autores, a demonstracao citoquimica do produto final da reacio
em lisossomos, cisternas de Golgi, vesiculas, vactolos e ocasionalmente em
cisternas do reticulo endoplasmatico suportam a observacao que as molécu-
las de arilsulfatase sao sintetizadas nos ribossomos, transportadas através
do reticulo endoplasmatico para o Golgi onde as moléculas da enzima sao
concentradas ¢ empacotadas participando do contetdo enzimatico dos lisos-
SOmMOS primarios.

Em células espermaticas de Ceratitis capitata um mate-
rial finamente granular, o produto da reag¢ao enzimatica arilsulfatase, loca-
liza~se nas cisternas do complexo de Golgi e em corpisculos multivesicu-
lares. O resultado positivo da reacao no Golgi provavelmente relaciona-se
com o envolvimento desta organela no processamento das arilsulfatases.
Os corpusculos multivesiculares correspondem aos lisossomos secundarios;
ou seja sao residuos citoplasmaticos ou organelas celulares eliminados pelo
processo de diferenciacao da espermatide e que estdo sendo digeridos pelo
conteido enzimatico das vesiculas lisossomais.
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Nas células que formam a parede dos cistos intimeros
lisossomos apresentam precipitados de sulfato de chumbo. As estruturas
lembrando figuras mielinicas e as massas residuais resultantes apés a libe-
racio dos espermatozéides do interior do cisto tarnbém apresentam produ-
tos da reagaoc enzimética. Portanto, a arilsulfatase, assim como a fosfatase
acida, provavelmente, além de participar no processo de eliminacao dos
residuos citoplasmaéticos resultantes do processo de diferenciacao da esper-
matide, atua também na degeneracao da prépria célula cistica.

Nossas observacoes citoquimicas corroboram com a hi-
pétese de malor especificidade das arilsulfatases a nivel lisossomal. Esta
hipétese havia sido demonstrada anteriormente por ERICSSON & HELMI-
NEN (1967) e HOPSU-HAVU e colaboradores {1967) quando da localizacio
da atividade arilsulfatase em lisossomos de células renais de ratos.

Em nosso material de estudo frequentemente observa-
se a presenca de finos precipitados, produtos da reacao arilsulfatisica em
regioes da membrana plasmatica de células espermadticas, em estadios in-
termediarios de diferenciagao. FEm alguns cortes ultrafinos parece haver
uimna localizagao preferencial dos depésitos de sulfato de bédrio em pontos
de adesao existentes entre as células. Estes precipitados estao ausentes nos
controles.

Depédsitos ocasionais do produto final da reacao arilsul-
fatase em membrana plasmatica, nicleo, nucléolo, mitocéndria sao consi-
derados artefatuais (KALIMO et alii, 1967; ARSTILA et alii, 1967).

Cremos nao ser artefatual os depdsitos de sulfato de bario
na membrana plasmdtica das espermaétides em diferenciacao de Ceratitis
capitata. A atividade enzimadtica nfo foi detectada em espermétides nos
estadios iniciais de diferenciacdo. A reagdo parece ocorrer principalmente
na membrana plasmadatica de espermdtides em estidios intermediirios de
diferenciagao, com localizacao preferencial nas regives ou pontos de adesio
que ainda persistem entre as células. Portanto, funcionalmente esta enzima
parece participar no processo de individualizagao das células germinativas,
onde ocorre a destruicao da membrana plasmatica em determinadas areas.

76



A atividade enzimadtica arilsuifatase em espermétides no
processo de maturacao e em células cisticas de testiculos de Ceratitis
capitata nao estd totalmente esclarecida, talvez uma anélise bioquimica
futura associada ao estudo ultra-estrutural, venha trazer maiores conheci-
mentos sobre a prépria localizagdo e principalmente em relagao & acdo desta
enzima.
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5 CONCLUSOES / RESUMO

No mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata, o qual
possui uma capacidade de inseminacio bastante reduzida e tem alteracoes
comportamentais, j4 conhecidas, o processo de diferenciacio de grande
parte das células espermadticas conduz-se de forma similar ao observado e
descrito para o tipo selvagem, tendo-se no final do processo a formacao do
espermatozéide maduro, célula altamente especializada, apta ao processo
de fertilizagao.

Em nosso estudo ultra-estrutural, utilizando o método
rotineiro de preparagao do material e com um estudo citoquimico para ativi-
dades fosfatédsica 4cida e arilsulfatésica, observamos pequenas alteragoes no
processo da espermiogénese deste mutante que levam & malformacao e &
producao de uma menor quantidade de células germinativas vidveis.

As alteragoes a nivel das células germinativas, por nds
encontradas no mutante, envolvern os derivados mitocondriais, o axonema,
o nicleo e a membrana plasmética. Sao encontrados derivados mitocon-
driais extranumerédrios. No axonema todos os elementos tubulares estdo
presentes, porém estes nao apresentam o padrido normal de organizacao,
isto €, 9 + 9 4+ 2 microtubulos interconectados por fibras eletrondensas.
No ntcleo frequentemente temos um padrio anormal de compactacao do
material cromatinico. A membrana plasmaética, com frequéncia estd ausente
ou rompida, demonstrando ser bastante fragil.

Com isto, temos a eliminagao de inttmeras células es-
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permaticas com alteragoes morfofuncionais e, consequenternente, uma re-
dugao no nimero destas células por cisto. .

Uma defasagemn no processo de maturagao da célula es-
permatica é observada, pois frequentemente temos no interior de um cisto
organizado, grupos de células em diferentes estddios de maturagao, levando
a supor uma assincronia no mecanismo intrinsico que desencadeia a dife-
renciagao destas células. Esta defasagem ocorre ainda em todo o processo
da espermiogénese, pois em estudo comparativo com a linhagem selvagem,
utilizando machos da mesma idade, verifica-se, nas diferentes zonas testi-
culares, um atraso de todo o processo da espermiogénese no mutante, o
que nos leva a pensar em alguma altera¢ao hormonal que, além da inter-
feréncia no comportamento do animal, tem agao sobre o desenvolvimento
das células germinativas. -

Estas alteragOes morfofuncionais nas células espermadti-
cas podem também estar relacionadas com as alteragoes observadas nas
células cisticas. Com grande frequéncia encontramos as células cisticas
em processo degenerativo levando & desorganizacao do cisto e consequente
mistura de células espermaticas emn diferentes estddios de maturagao. Com
isto, as células germinativas nao terao as condigbes necessiarias para a con-
tinuidade do processo de diferenciacao, consequentemente sofrem degene-
racao e posterior eliminacao.

Entretanto, as células espermaticas do mutante que a-
tingem a espermateca nao apresentarn alteragdes morfolégicas em relacao
ao tipo selvagem.

Portanto, os mecanismos intrinsicos das proprias células
espermaticas e as alteragoes nas células cisticas levam o processo da es-
permiogénese no mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata a ter uma
defasagem e culminar com uma provavel diminui¢do no nimero de esper-
matozdides liberados do interior do testiculo.
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6 SUMMARY

In the mutant called “pink eye” of Ceratitis capitata, which is known to
be less fertile and has modified behavioral patterns, the differentiation of
most of the germinal cells follows that described in the wild type, resulting
finally in the formation of the mature spermatozoon, a highly specialized
cell, ready to participate in the fertilization process.

For our ultrastructural investigation, the customary pre-
servation methods were employved, as well as cytochemical methods for
acid phosphatase and arylsulphatase. A small number of alterations of the
spermatogenesis were found, leading to the production of a reduced number
of viable cells.

These alterations of the germinal cells found in the mu-
tant occur in mitochondrial derivatives, axoneme, nucleus and plasma mem-
brane. Extranumerary mitochondrial derivatives were found. All the micro-
tubular elements of the axonemes are present but appear disorganized, not
forming the typical 9 + 9 4+ 2 arrangement, interconnected by dense fibers.
Abnormal condensation of the chromatin has been found in numerous nu-
clei. The plasma membrane is frequently broken or missing, demonstrating
a greater fragility in the mutant.

Due to the elimination of morpho-functionally modified
cells, a smaller number of spermatids reach maturity within the cysts.

Another irregularity in the maturation process gives rise
to cysts with cells in different stages of maturity, suggesting an assynchro-
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nism of the intrinsic mechanism of maturation of the germinal cells. A
general retardation affects the entire process of spermiogenesis, as seen in .

comparison of mutant and wild type males of the same age, in which the- -

different zones of the testicles show a distinctly slower development of the
mutant. This suggests a possible hormonal alteration which affects the
development of the germinal cells, as well as the behavioral traits of the fly.

Morpho-functional modifications of the spermatic cells
may also be related to the changes observed in cyst cells. Very frequently,
precociously degenerating cyst cells are seen, disrupting the cystic organi-
zation and mixing cells in different stages of maturation. These disarranged
cells can no longer develop in a normal manner and therefore are enzyma-
tically eliminated. '

However, the mutant sperm cells that are transferred to
and stored in the spermathecae do not present alterations in relation to the
wild type.

It is, therefore, due to intrinsic mechanisms of the sperm
cells and cyst cells that the spermiogenesis of the “pink eye” mutant of
Ceratitis capitata is retarded and results in an appearantly smaller number
of free-swimming spermatozoa in the testicles.
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[lustracoes



O presente volume (Volume 1) apresenta as microgralias
organizadas em pranchas com as legendas explicativas referen-
tes & cada figura. As abreviagoes e simbolos utilizados nas
ilustracoes constam das respectivas legendas.



zona distal

rona mediana

PN

zona proximal

Desenho Esquematico 1

Organizagao do testiculo em Ceratitis capitata, linhagem
selvagem.



zona distal

rona mediana

zona proximal

Desenho Esquematico 2

Organizagio do testiculo em Ceratitis capitata, mutante
“olho réseo”.
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Prancha 1 1

Figura 1 e 2

Cortes da zona distal {apical) de testiculos de Ceratitis capitata. Fixagao
em glutaraldeido 3%; pés-fixacdo em tetroxido de ésmio 2% seguido por
acido tanico 2%.

Figura 1 Espermdtides no estddio 1 do mutante “olho réseo”. A figura
mostra: células pigmentadas {CP) e fibras musculares (FM) da parede
do testiculo; células que formam a parede dos cistos (CI). Nas es-
permatides jovens observam-se nicleo {N) com édreas de cromatina
condensada e com nucléolo (NU); lamelas anuladas {-»); intmeras
mitocondrias (MI) e complexo de Golgi (G). 4.400 X.

Figura 2 Espermdlides nos estddios 4 ¢ 5 de Ceratitis capitata, tipo sel-
vagem. A figura mostra: nicleo de célula (NC) que forma a pa-
rede do cisto; nas espermatides, nucleo (N} com areas de cromatina
condensada, adjunto do centriolo (AC), axonema {AX} e derivados
mitocondriais (DM). 6.200 X.






_ Prancha 2

~Figuras 3 a b

Cortes da zona mediana de testiculos de Ceratitis capitata. Fixacao em:
glutaraldeido 3%; pés-fixacio em letréxido de ésmio 2% seguido por 4cido
tanico 2%.

Pigura 3 Varios cistos com espermatides em estddios iniciais (4 e 5) e
intermediérios (6 e 7) de diferenciacao do mutante “olho réseo™. Ob-
servam-se: nucleo de célula {NC) que forma a parede do cisto; nu-
cleos {N) de espermitides com cromatina em compactagao; adjunto
do centriolo (AC); axonema (AX) e derivados mitocondriais (DM).
3.900 X. T

Figura 4 Varios cistos de Ceratitis capitata, tipo selvagem, com esper-
matides em estadios intermedidrio (8) e adiantados no processo de
maturagao (9 e 10). Observam-se: células que formam a parede dos
cistos (C1); nicleo {N) de espermatides com cromatina bastante com-
pactada; axonema (AX) e derivados mitocondriais (DM). 3.400 X.

Figura 5 Corte a nivel da regido caudal de espermatides de Ceratitis®
capitata, tipo selvagem, nos estadios intermediarios (6, 7 e 8) de di-
ferenciacao. Observam-se: células pigmentadas (CP} e fibras muscu-
lares (FM) da parede do testiculo; nas células espermiticas, axonema
(AX) e derivados mitocondriais (DM}. Varios flagelos estao ne inte-
rior de uma massa citoplasmatica comum. 7.700 X.







Prancha 3

Figuras 6 a 8

Cortes da zona proximal (basal) de testiculos de Ceratitis capitata. Fixagao
em glutaraldeido 3%; pés-fixacdo em tetréxido de ésmio 2% seguido por
acido tanico 2%.

Figura 6 Virios cistos, do mutante “olho réseo”, apresentando espermd-
tides em estddios intermedidrios (7 e 8) e adiantado no processo
de maturagao (10), e espermatozdides maduros (E). A massa re-
sidual () de cisto contem ainda, esperrsatozdides em eliminagao.
As células cisticas {ClI) envolvem o conjunto de células germinativas.
4.800 X.

Figura 7 Regiao terminal da zona proximal do testiculo do mutante “olho
réseo”. Observam-se: células que formam a parede dos cistos (ClI)
com intmeras microvilosidades (-») e espermatozdides (E) sendo eli-
minados. 11.700 X.

Figura 8 Regido terminal da zona proximal do testiculo de Ceratitis
capitata, tipo selvagem. Observam-se: células pigmentadas (CP)e
fibras musculares (FM) da parede do testiculo; traquéia {T}; céluias
que formam a parede dos cistos (Cl) em processo degenerativo e es-

permatozdides () sendo eliminados. 4.200 X,







Prancha 4

Figuras 9 a 13

Formagao do complexo mitocondrial nos estidios iniciais do processo da
espermiogénese em Ceratitis capitata. Fixagdo em glutaraldeido 3%; pés-
fixagao em tetréxido de é6smio 2% seguido por acido tanico 2%.

Figura 9 Espermdtides, do mutante “olho 1ése0”, no estiadio 1 de dife-
renciagao. Observam-se: niicleo (N) com forma irregular e peque-
nas areas de cromatina condensada; nucléolo (NU}; conjunto de mi-
tocondrias (MI) e reticulo endoplasmaitico (RE). 4.700 X.

Figura 10 Espermatides, do mutante “olho réseo”, no estadio 2 de diferen-
ciacao. Observam-se: nicleo {N) ovéide com dreas de cromatina con-
densada; complexos de poros nucleares (m]; complexo mitocondrial
(CM) em formagdo; complexo de Golgi (G) e reticulo endoplasmético
(RE). 6.600 X.

Figura 11 A espermatide no estddio 2, de Ceratitis capitata, linhagem )
selvagem, apresenta complexo mitocondrial {CM); corpiisculo basal =
(CB), zona de transigdo, em corte transversal; complexo de Golgi (G}

(.

bastante desenvolvido e nicleo (N) em corte tangencial. 19.600 X.

Figura 12 A espermatide no estddio 3, de Ceratitis capitata, tipo sel-
vagem, apresenta complexo mitocondrial (CM) em forma de “cebola”;
complexo de Golgi (G); axonema (AX) em corte obliquo, circundado
por dupla membrana lisa {-=); cisternas do reticulo endoplasmatico
(RE). 28.000 X.

Figura 13 Espermdtide do mutante “olho réseo” no estddio 4 de diferen-
ciagao. Observam-se: nicleo (N) com 4reas de cromatina condensada;
complexo de Golgi (G); vesiculas pré-acrossdmicas (PA) em formagao;
axonema (AX) em corte obliquo; complexo mitocondrial (CM) com
porgoes citoplasmadticas (=) em seu interior. 15.300 X.







Prancha 5

Figuras 14 a 17

Formac2o do acrossoma nos estadios iniciais da espermiogénese do mutante
“olho réseo” de Ceratitis capitata. Fixacao em glutaraldeido 3%; pos-
fixacao em tetréxido de ésmio 2% seguido por acido tanico 2%.

Figura 14 As espermadalides, no estddio 1 de diferenciagao, apresentam
lamelas anuladas (~») justapostas ao nicleo (N); mitocondrias (MI);
reticulo endoplasmaético (RE) e complexo de Golgi (G) com intimeras
vesiculas (»). 14.400 X.

Figura 15 Esperméatide no estadio 3 de diferenciagao. Observam-se: nu-
cleo (N) ovoide com dreas de cromatina condensada; envoiucro nu-
clear {-») bastante evidente; reticulo endoplasmidtico (RIS}; algumnas
cisternas do complexo de Golgi (G) e vesicula pré-acrossomica (PA)
pouco eletrondensa. 18.700 X.

Figura 16 Na espermaitide, no estadio 4 de diferenciagao, enconlram-se .
niicleo (N} em corte obliquo, a cromatina com aspecto granular; acros- |
soma {A) com material eletrondenso, circundado por um complexo de
dupla membrana (—»); membrana intersticial eletrondensa (MIE) en-
tre o acrossoma e o ntcleo. 37.400 X.

Figura 17 Espermatide no estadio 5 de diferenciagao. Observam-se: nu-

) cleo (N) com extensas dreas de cromatina condensada; complexos de
poros nucleares (—) em uma regido especifica do envélucro nuclear
(EN) posterior ao acrossoma {A). Na regido central do acrossoma, em
corte transversal, a eletrondensidade é menor, em relagao as porgoes
periféricas. No citoplasma da espermétide ocorrem intimeros ribosso-
mos (R). 25.500 X.







Prancha 6 - 6.

Figuras 18 a 20

Cortes de testiculo do mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata. Fixacao
em glutaraldeido 3%, pés-fixagio em tetréxido de ésmio 2% seguido por
acido tanico 2%.

Tigura 18 Espermatides no estddio 5 de diferenciagao. A figura mostra:
ntcleo (N} com grandes areas de cromatina condensada, anterior-
mente a este o acrossoma (A) bastante eletrondenso e posteriormente
o adjunto do centriolo {AC). Em uma regiao especifica do envélucro
nuclear (EN), posterior ao acrossoma, agrupam-se complexos de poros
nucleares (—»); oposto a esta regiao, o envélucro nao apresenta poros
nucleares. No citoplasma de uma das espermdtides encontra-se um
corptsculo multivesicular {*). Observam-se ainda, axonema (AX} e
derivados mitocondriais (DM). 13.900 X.

Figura 19 Flagelos de espermdtides no estddio 5 de dilerenciagao. Ob-
servam-se: centriolo (C); axonema (AX) com os microtibulos aces-
sorios em formacao (—); adjunto do centriolo (AC}; derivados mito-
condriais (DM) com a deposigao de material eletrondenso em arranjo |
paracristalino (x); indmeros microtibulos citoplasmaticos (MT).
36.500 X.

Figura 20 Conjunto de flagelos, com espermaétides, no estadio 6 de dife-
renciacio. A figura mostra: axonema (AX), em sua maioria circun-
dados por dupla membrana lisa (-=); derivados mitocondriais {DM).
Encontram-se derivados mitocondriais extranumerérios e com carac-
teristicas morfélogicas (=) que diferem do padrao normal, para o
estadio 6 de maturacio. Intimeros flagelos estdo no interior de uma
massa citoplasméatica comum. 16.100 X.







 Prancha 7

Figuras 21 a 25

Cortes de células esperméticas durante a formagdo da dupla membrana lisa que
circunda o axonema e separa flagelos e/ou nticleos. Fixagdo em glutaraldeido 3%;
pos-fixacdo em tetréxido de dsmio 2% seguido por acido tanico 2%.

Figura 21 Células espermaticas, do mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata,
no estadio & de diferenciagio. Observam-se: axonema {AX) com todos
os seus elementos tubulares, circundado por dupla membrana lisa (-);
derivados mitocondriais {DM) com deposi¢ao de material eletrondenso; mi-
crotiibulos citoplasmaticos {MT); nucleo (N} com padrao anormal no pro-
cesso de condensagdo da cromatina; membranas adjacentes ao nicleo (MA}.

33.800 X.

Figura 22 Espermatides, do mutante “olho réseo™ de Ceratitis capitata, no esta-
dio 5 de diferenciagao. A figura mostra: axonema {AX) com os microtibulos
acessérios em formagao (m); dupla membrana lisa (-~) entre o axonema e
os dois derivados mitocondriais (DM); microtibulos citoplasmaticos (MT);
complexo de Golgi (G). 34.700 X.

Figura 23 Cé}ulas espermaticas de Ceratitis capitata, tipo sejvagem, no estadio

6 de diferenciagdo. O axonema (AX) com todos os seus elementos tubu-io
lares encontra-se circundado por dupla membrana lisa (-==). Os derivados ..

mitocondriais (DM} apresentam uma deposigio de material eletrondenso;
observam-se ainda, provaveis cisternas do compiexo de Golgi {G). 30.100 X,

Figura 24 Espermatides, de Ceratitis capitata, linhagem selvagem, no estadio 5
de diferenciacio, apresentando dupla membrana lisa (-=) entre o axonema
(AX) e os derivados mitocondriais {DM}; complexo de Golgi {G). 20.900 X.

Figura 25 Espermatides, de Ceratitis capitata, tipo selvagem, no estadio 6 de
diferenciagio. Observam-se: nucleo (N} com a cromatina compactada junto
4 face interna do envdlucro nuclear; {formacgao inicial das membranas adja-
centes ao nicleo (m); complexo de Golgi (G); dupla membrana lisa (~)
separando a massa citoplasmatica das células espermaticas na regiao nu-
clear. 36.500 X.
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Figura 26 e 27

Espermatides em diferentes estddios de matura¢do do mutante ”olho réseo”
de Ceratitis capitata. Fixagio em glutaraldeido 3%; pds-fixagao em lelré-
xido de 6smio 2% seguido por 4cido tanico 2%.

Figura 26 Espermatides em estddios inicial (4), intermedidrios {6 e 8) e
final (9) de diferenciagao, e espermatozéides (E) maduros. A figura
mostra: nicleo (N); adjunto do centriolo (AC); membranas adja-
centes ao nticleo (MA); axonema {(AX); derivados mitocondriais (DM)
e residuos de células cisticas (). 29.200 X.

Tigura 27 Espermétides em estadios intermedidrio (6) e finais (9 ¢ 10) de

diferenciacdo, e espermatozdides () maduros. Observam-se: nicleo

(N); acrossoma (A); dupla membrana lisa () circundando o axone-

a {AX); derivados mitocondriais (DM}; microtdbulos citoplasmati-

cos (MT); estruturas tipo figuras mielinicas (FM); residuos de células
cisticas (m); células espermaticas com alleracbes morfolégicas (=>).

29.900 X. e
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Figuras 28 e 29

Espermatides em diferentes estddios de maturagao de Ceratitis capitata.
Iixacdo em glutaraldeido 3%; pés-fixagao em tetroxido de dsmio 2% seguido
por acido tanico 2%.

Figura 28 Conjunto de espermatides em diferentes estddios de maturagao
e com aspecio desorganizado do mutante “oiho réseo”. Os estédios 7,
8, 10 e espermatozéides (E} maduros estao indicados. Observam-se:
membranas adjacentes ao nicleo (MA); axonema (AX); adjunto do
centriolo (AC) entre os derivados mitocondriais (DM); microtibulos
citoplasmaticos (MT); extremidade do flagelo (F) junto & regiao ante-
rior do nicleo (N). Alguns nucleos (») e flagelos («>) encontram-se no
interior de massas citoplasmaticas comuns; um nicleo (—) apresentia-
se com cromatina condensada de forma anormal. 16.100 X.

Figura 29 Grupo de espermatides de Ceratitis capitata, tipo selvagem,
no estddio 8 do processo de maturagdo. Presenga de espermdtides
cortadas a nivel da cabega e regido inicial da cauda. Nas espermatides
observam-se: nicleo (N) com cromatina em fase final de compactacio;
acrossoma (A); membranas adjacentes ao nucleo {MA); microtibulos
citoplasméticos (MT); axonema {AX) com todos os seus elementos
tubulares; adjunto do centriolo (AC) entre os derivados mitocondriais
(DM); vaciolos (V) com éreas eletronlicidas e eletrondensas, tipicas
deste estadio. 30.800 X.
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Figuras 30 a 32

Células esperméticas fundidas na regifio nuclear, de Ceratitis capitata, nos
estadios intermedidrios de diferenciacdo. Fixagdo em glutaraldeido 3%;
pos-fixagao em tetréxido de ésmio 2% seguido por acido tanico 2%.

Figura 30 Nas espermatides, do mutante “olho réseo”, no estadio 6 do
P
processo de maturagao, observam-se nicleo (N) com concavidades
laterais e cromatina em compaclacao, e membranas adjacentes ao
Y
ntcleo (MA) em formacao. 28.000 X.

Figura 31 Fspermatides, da mosca tipo selvagem, no estddio 7 do pro-
cesso de maturacao. Observam-se: nucleo (N} com areas de cro-
malina bastante compactada; membranas adjacentes ao nicleo (MA);
contetdo citoplasmético das células que formam a parede do cisto
(C1). 32.700 X.

Figura 32 Esperméatides, da mosca lipo selvagem, no estadio 8 do pro-
cesso de maturacao. Observam-se: nicleo (N) com cromatina bas-
tante compactada; e membranas adjacentes ao nicleo (MA). Estao -
presentes ainda, flagelo (F) e nicleo (N} de espermatozéides madu-
ros; e contetido citoplasmatico das células que formam a parede do
cisto (CI). 31.000 X.
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Figuras 33 a 35

Espermatide do mutante “olho réseo” de Ceratitis capitata com alteragoes
morlolégicas. Fixacao em glutaraldeido 3%; pés-lixacao em tetréxido de
ésmio 2% seguido por acido tanico 2%.

Figura 33 Espermatides no estddio 7 do processo de maturagao. Pre-
senga de células cortadas a nivel da cabega e regiao inicial da cauda.
Nas espermatides observam-se: ntcleo {N) sem concavidades laterais
e com cromatina em compactacao; membranas adjacentes ao nicleo
(MA}); microtibulos citoplasmaticos (MT); centriolo (C); axonema
(AX) com todos os seus elernentos tubulares; adjunto do centriolo
{AC) entre os dois derivados mitocondriais (DM). Em duas células es-
permaticas no interior do nicleo encontra-se uina area (%) com intensa
eletrondensidade. Nas regides (—) sem os microtibulos e as mem-
branas adjacentes ao nicleo o envdlucro nuclear nao é distinguivel.
Lm algumas espermatides estao presentes expansoes citoplasmaticas
(). 29.200 X.

Figura 34 Espermatides no estadio 6 do processo de maturagao. Corte
transversal a nivel do flagelo. Em dois axonemas (%) os elemen-
tos tubulares estao distribuidos de forma desorganizada. Observam-
se ainda, dupla membrana lisa (=) circundando o axonema {AX);
derivados mitocondriais (DM); microtdbulos citoplasmaticos (MT);
complexo de Golgi (G); nucleo (N). Espermatozéides (E) maduros
também estao presentes. 29.900 X,

Figura 35 Espermatides nos estddios 9 e 10 do processo de maturacao e
espermatozéides (E) maduros. Observam-se: nicleo {N); axonema
(AX) com todos os seus eleinentos tubulares; derivados mitocondriais
(DM) totalmente preenchidos por material eletrondenso; regiao ele-
trondensa {—~) entre os derivados mitocondriais e o axonema; mem-
brana plasmatica (MP). Os flagelos das espermatides nos estddios
9 e 10 nao estao circundados por membrana plasmaética. Encontra-
se presente ainda, uma estrutura lembrando figura mielinica (FM).
29.900 X.







Figuras 36 a 38

Aglomerado de espermatides, em diferentes estadios de maturacio, do mu-
tante “olho réseo” de Ceratilis capitata, com degeneracao das células que
formam a parede dos cistos. Fixagao em glutaraldeido 3%; pos-fixagao em
tetréxido de dsmio 2% seguido por acido tanico 2%. :

Figura 36 Espermétides nos estddios 4, 5 ¢ 6 do processo de maluragao.
Esté presente uma grande quantidade de membranas (M) resultantes
do processo degenerativo das células que formam a parede dos cistos.
Nas células espermdticas observam-se: niicleo (N); acrossoma (A) em
corte longitudinal; axonema (AX) com as fibras acessérias {-=) em
formacao; derivados mitocondriais {DM) com deposicao de material
eletrondenso. 27.700 X.

Figura 37 Espermétides nos estddios 7 e 8 do processo de maturagao e
espermatozéides {E) maduros. Encontra-se uma grande quantidade
de membranas (M) resultantes do processo degenerativo das células
que formam a parede dos cistos. Nas células espermdticas obser-
vam-se: nicleo {N}); bulbo nuclear (BN) formado pelo excesso de nu-
cleoplasma e envélucro nuclear a serem eliminados; membranas adja-
centes ao nucleo (MA); microtibulos citoplasméticos (MT); axonema
(AX) com todos os seus elementos tubulares; adjunio do centriolo
(AC) entre os derivados mitocondriais (DM). Estao presentes ainda,
dois niicleos no interior de uma massa citoplasmitica comum {*).
27.700 X.

Figura 38 Espermadtides nos estddios 8 e 10 do processo de maturagao e
espermatozéides (E) maduros. Encontram-se massas residuais (-)
provenientes do processo degenerativo das células que formam a pa-
rede dos cistos. Nas células germinativas observam-se: niicleo (N);
membranas adjacentes ao nicleo (MA); microtibulos citoplasmaéti-
cos (MT); axonema (AX) com todos os seus elemenios tubulares;
derivados mitocondriais (DM) totalmente preenchidos por material
eletrondenso. 33.600 X.
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Figuras 39 a 42

Cistos organizados, com esperméatides nos estidios finais de maturacao, de
Ceratitis capitata. Fixacao em glutaraldeido 3%; pés-fixagao em letroxido
de ésmio 2% seguido por dcido tanico 2%.

Figura 39 Cisto organizado do mutante “olho rdseo” com 249 esperma-
tozdides, Observam-se: nucleo (N); axonema (AX); derivados mito-
condriais (DM); extremidade do flagelo (F); células que formam a
parede do cisto (Cl}. 14.300 X.

Figura 40 Regiao de um cisto organizado de Ceratitis capitata, linhagem
selvagem. No corie, a nivel da extremidade do flagelo de esperma-
tozdides maduros, estio presentes axonema {AX) com todos os seus
elementos tubulares e porgao terminal dos derivados mitocondriais
(DM). 25.500 X.

Figura 41 Cisto organizado de Ceratitis capitata, tipo selvagem com 246 :
espermatozéides, seccionados a nivel de nicleo {N). Observam-se tam-
bém, as células que formam a parede do cisto (Cl). 12.600 X.

Figura 42 Cisto do mutante “olho réseo” com espermaétides em estédios
de diferenciacio atrasados (8, 9 e 10) em relagao a grande maio-
ria, espermatozdides (E) maduros. Entre as células espermadticas
encontram-se membranas que lembram a formagao de figuras mie-
linicas {FM). Observam-se ainda, nicleo (NC) de células que formam
a parede dos cistos (CI} com nucléolo (NUC) evidente. 10.800 X.
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Figuras 43 e 44

Espermatozéides do muiante “olho réseo” de Ceratitis capitata. Fixag¢ao
em glutaraldeido 3%; pés-fixagdo em tetréxido de dsmio 2% scguido por
acido tanico 2%.

Figura 43 Agrupamento de espermatozdides, corte a nivel das regioes ter-
minal da cabeca, inicial e mediana da cauda. Observam-se: nucleo
(N); axonema (AX) com todos os seus elementos tubulares; adjunto
do centriolo {AC) entre os derivados mitocondriais (DM) totalmente
preenchidos por material eletrondenso; e células que formarm a parede
dos cistos (Cl). 31.700 X.

Figura 44 Cisto com aspecto desorganizado; as células que formam a pa-
rede dos cistos {Cl) estdo em processo degenerativo e os esperma-
tozéides (B) maduros sendo eliminados. Observam-se: nicleo (N); a-
xonema {AX) com todos os seus elementos tubulares; derivados mito-
condriais (DM) totalmente preenchidos por material eletondenso; es-
truturas tipo figuras mielinicas (FM); e mitocondrias (Ml) das células
que formam a parede dos cistos. 15.200 X. .
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Figuras 45 a 47

Desorganizagao das células que formam a parede dos cistos de Ceratit
capitata. Fixagio em glutaraldeido 3%, pos-fixagdo em tetréoxido de bsmiio
2% seguido por acido tanico 2%.

Figura 45 Cisto desorganizado do mutante “olho réseo” apresentando e
truturas tipo figuras mielinicas (FM); provéaveis lisossomos (L); nicle
(N) de espermatozéide; axonema (AX) com todos os seus elementos
tubulares; derivados mitocondriais (DM) totalmente preenchidos po
material eletrondenso; residuos (—=) de células que formam a pared
dos cistos. Observa-se a auséncia da membrana plasmadtica em todos
os flagelos {x). 31.700 X.

Figura 46 Célula da parede do cisto de mutante “olho réseo”™ em process
degenerativo. Na célula que forma a parede do cisto observam-se
niicleo (NC); mitocéndriais (MI} e provaveis lisossormos (L). Dos es-
permatozdides em eliminagao identificam-se nicleo (N) e flagelo (F).
11.200 X. .

Figura 47 Células da parede do cisto de Ceratitis capitata, linhagem se
vagem, em processo degenerativo. Observam-se: residuos (—) de
células que formam a parede do cisto; estruturas tipo figuras mieli-
nicas (FM); espermatozéides (E} maduros; células espermaticas no
estadio 9 de diferenciagio; axonema {(AX) com todos os seus elemen-
tos tubulares; derivados mitocondriais (DM). 29.900 X.
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Figuras 48 a 50

Espermatozdides maduros de Ceratitis capitata em eliminagao. Fixagao em
glutaraldeido 3%; pds-fixacdo em tetréxido de dsmio 2% seguido por acido
tanico 2%..

Figura 48 Espermatozdides maduros de Ceratitis capitata, tipo selvagem
sendo eliminados. A figura mostra: residuos (-=) de células que for-
mam a parede dos cistos; nucleo (N} de espermatozdides; axonema
(AX) com todos os seus elementos tubulares; adjunto do centrio-
lo (AC) e derivados mitocondriais (DM) totalmente preenchidos por
material eletrondenso. 37.300 X. R

Figura 49 Massa residual de um cisto, do mutante “olho réseo”, apéds
eliminagao dos espermatozoides maduros. A massa residual é ricaem
vesiculas lisossdmicas (L) e estruturas tipo figuras mielinicas (FM).

Observam-se ainda, dois cistos (C) e Cy) com espermatozdides ma

duros seccionados a nivel da regiao mediana da cauda. 11.700 X. *

Figura 50 Na massa residual do cisto, de Ueratitis capitata, tipo sel-
vagem, ocorrem vesiculas lisossomicas (L); estruiuras tipo figuras
mielinicas (FM) e alguns espermatozéides (E). 15.200 X.
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Figuras 51 a 56

Cortes de espermateca de Ceratitis capitata. Fixagio em glutaraldeido 3%;
pés-fixagio em tetréxido de dsmio 2% seguido por dcido tanico 2%.

Figura 51 Espermateca vazia, da mosca tipo selvagem, onde observa-se
somente a camada de quitina (QT) e no interior do 6rgao um material

tubular (MAT). 25.500 X.

Figura 52 Espermatozéides no interior da espermateca, da mosca tipo
selvagem. Observam-se: ntcleo (N}; axonema (AX) e derivados mi-
tocondriais (DM) elementos que formam o flagelo (F} do esperma-
tozéide. O material tubular (MAT) envolve os espermatozdides no
interior da espermateca. 36.500 X,

Figura 53 Espermateca, da mosca tipo selvagem que jd eliminou parte dés =

espermatozdides que se encontravam no seu interior. A camada d
quitina {QT) localiza-se perifericamente. No interior da espermateca-
a massa de espermatozoides (E) estd envolvida por material tubular
(MAT). 9.300 X.

Figura 54 Espermateca da mosca tipo selvagem. A figura mostra: a ca-
mada de quitina (QT); alguns espermatozéides (E) no interior da
espermateca; o material tubular (MAT) e o material fibrilar (MF}
entre os espermatozéides. 30.100 X.

Figura 55 Espermateca do mutante “olho réseo” com a camada de quitina
(QT). No interior da espermateca os espermatozéides (E) estao en-
volvidos por material tubular (MAT) e material fibrilar (MF).
21.900 X.

Figura 56 Espermatozéides no interior da espermateca do mutante “olho
réseo”. Observarn-se: nicleo (N); axonema (AX); adjunto do centrio-
lo {(AC) entre os derivados mitocondriais (DM); e material tubular
{(MAT) envolvendo os espermatozéides. 27.700 X.







Figura 57

Figura 57 Grupo de espermatozéides de Ceratitis capitata, tipo selvagem.
Reacéo citoquimica para fosfatase dcida segundo GOMORI. Precipi-
tados resultantes da acdo da fosfatase acida localizam-se a nivel do
axonema (AX). Observam-se ainda, derivados mitocondriais (DM} to-
talmente preenchidos por material eletrondenso, e nicleo (N}.
35.500 X.

Figuras 58 e 59

Grupos de espermatides, do mutante “olho réseo” de Ceratitis-capitata, no

estadio 1 de maturacho. Reagao ciloguimica para fosfatase dcida segundo . .

BARKA & ANDERSON.

Figura 58 Nesta figura observam-se: nicleo com precipitados finos () a_:.

nivel das 4reas de cromatina mais compactada; e vesiculas Golgianas: - -

(VG) com intensos precipitados resultantes da a¢do enzimatica. Estao
presentes ainda, intimeras mitocondriais (MI) e ponte citoplasmatica
(P) entre duas esperméatides vizinhas, ambos sem produtos da reagao.
A célula que forma a parede do cisto (CI) apresenta niicleo (NC)
e lisossoma (L}, este intensamente marcado pela reacho enzimatica.
8.600 X.

Figura 59 Nesta figura observam-se: nicleo (N) com alguns precipitados
(-=) a nivel de cromatina mais condensada; nucléolo (NU}) evidente;
e complexo de Golgi (G) com precipitados resultantes da reagao en-
zimética. Os nicleos (NC) das células que formam a parede dos cistos
(CI) apresentam precipitados () principalmente na cromatina que
se enconira junto ao envélucro nuclear. 9.000 X.







Figuras 60 a 63

Reagao citoquimica para {osfatase dcida, segundo BARKA & ANDERSON,
em espermétides de Ceratitis capitata, linhagem selvagem, durante o pro-
cesso de formacgao do acrossoma.

Figura 60 Espermatides em estddios inicials do processo de maturagao.
Precipitados resultantes da acao enzimdtica estao presentes nas areas
de cromatina mais condensada () do nicleo (N) ovéide, nas cisternas
do complexo de Golgi (G) e na vesicula pré-acrossomica; acrossoma
(A) com leve marcagao. Observam-se ainda, axonerna (AX) em corte
obliquo e complexo mitocondrial {CM) com porgbes citoplasmaticas
(=) em seu interior. 21.900 X.

Figura 61 Espermiétide no estadio 3 de diferenciacdo. A figura mostra:
nicleo {N) ovéide com precipitados resultantes da agao enzimatica nas
4reas de cromatina mais condensada (*); nucléolo (NU) com alguns
precipitados, restritos s regides periféricas; vesicula pré-acrossomica
(PA) com densos depésitos de fosfato de chumbo. 24.600 X.

Figura 62 Espermatides no estddio 4 de diferenciacao. Precipitados resul- . -
tantes da acao enzimaélica estao presentes nas areas de cromatina mals-_
condensada (*) do nicleo (N) ovéide. Apenas dois granulos (-) de
depositos de fosfato de chumbo sao observados a nivel do acrossoma
(A). 19.800 X.

Figura 63 Espermdtides no estadio 8 de diferenciacao. Observam-se: nu-
cleo (N) com cromatina em fase final de compactagao; membranas
adjacentes ao nucleo (MA}); e acrossoma (A) sem precipitados. O
contetido citoplasmatico de uma espermatide (—) encontra-se com
grande quantidade de precipitados resultantes da agao da fosfatase
acida. 34.700 X.
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Figuras 64 e 65

Controies da reagao citoquimica para fosfatase acida. Método BARKA &
ANDERSON; meio de incubagao sem o substrato, g-glicerolos{ato de sédio.

Figura 64 Espermadtides de Ceratitis capitata, tipo selvagein, no estidio
2 de diferenciagao. Nao ocorrem precipitados no nicleo (N) ovdide
com areas de cromatina mais compactada, nucléolo (NU), complexo
de Golgi (G) e complexo mitocondrial (CM). 16.200 X.

Figura 65 Espermatides de Ceratitis capitata, linhagem selvagem, no es-
tadio 2 de diferenciagao. A figura mostra: nicleo (N} ovdide com uma
grande drea de cromatina condensada sem a presenca do produto da
reagao enzimitica; envélucro nuclear (EN) com complexos de poros
em uma regido especifica; acrossoma (A); axonema (AX) com as fibras
acess6rias (=) em formagao, circundado por dupla membrana lisa
(—==); derivados mitocondriais (DM} com material eletrondenso em
arranjo paracristalino; e indimeros ribossomos (R). 32.800 X.
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Figuras 66 a 70

Atividade fosfatdsica acida a nivel do nicleo, de células espermaticas em

diferenciagao, de Ceratitis capitata. Método BARKA & ANDIERSON.

Figura 66 Espermatides do mutante “olho réseo”, no estadio 6 de diferenciagao.
Observam-se: nucieo (N) biconcavo, com cromatina em compactagio for-
mando uma camada eletrondensa junto a face interna do envdiucro nuclear;
densos precipitados resultantes da reagao fosfatase dcida em alguns nicleos
{—»); regides de células que formam a parede do cisto (Cl) com lisossoma
{L) apresentando depésitos de fosfato de chumbo. 26.500 X,

Figura 67 Espermatide do mutante “olho réseo”, no estddio 7 de diferenciagao.
O nicleo (N) sem concavidades laterals e com cromatina em compactagio
apresenta alguns precipitados (m) resultantes da reagio para fosfatase aci-
da. A reagao enzimatica também, pode ser observada no envélucro nuclear

(EN). Observam-se ainda, membranas adjacentes ao nucleo (MA). 108.300
X.

Figura 68 Espermatides da mosca tipo selvagem, no estddio 7 de diferenciagao.
A figura mostra: nucleo (N) sem concavidades e com precipitados (»}, re-
sultantes da reagao fosfatase acida, principalmente nas regides de cromatina
menos compactadas; produtos da reagdo, presentes também, em regides do
envélucro nuclear (EN) e a nivel citoplasmatico (—); membranas adjacentes
ao nicleo (MA). 78.500 X.

Figura 69 Espermatides da mosca tipo selvagem, no estadio 9 de diferencia-
¢ao. Na figura observam-se: nicleo (N) com cromatina em fase final de
compactagdo; envolucro nuclear (EN) com depdsitos de fosfato de chumbo;
membranas adjacentes ao micleo (MA); corpisculo basal (CB) e adjunto do
centriolo (AC). Sao encontrados precipitados resultantes da reagio para fos-
fatase acida nas porgoes periféricas {m) dos derivados mitocondriais (DM} e
na dupla membrana lisa (-») entre os derivados mitocondriais e o axonema

(AX). 34.700 X.

Figura 70 Espermatides da mosca tipo selvagem, no estadio 10 de diferencia-
gao. A figura mostra: micleo (N) com cromatina compactada; corpisculo
basal (CB); axonema (AX) com todos os seus elementos tubulares; e ad-
junto do centriolo {AC). Sdo observados precipitados resultantes da ativi-
dade fosfatésica acida no envélucro nuclear (EN) e regides periféricas (m)
dos derivados mitocondriais {DM). 31.900 X.
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Figuras 71 e 72

Reacao citoquimica para fosfatase dcida em espermétides do mutante “olho
réseo” de Ceratitis capitata, no estidio 6 de diferenciagao. Método BARKA

& ANDERSON.

Figura 71 O produto da reagiio enzimdtica estd presente no nicleo (N)
biconcavo, principalmente na cromatina que forma uma camada ele-
trondensa (*) junto & face interna do envélucro nuclear; e em uma
vesicula lisossémica (L) que se encontra no citoplasma. 43.800 X.

Figura 72 Finos precipitados resultantes da reagao enzimatica sao ob-
servados no nicleo (N) bicdncavo e no envélucro nuclear {EN}). Na
vesicula lisossomica (L) densos depoésitos de fosfato de chumbo estao

presentes. Observam-se ainda, axonema (AX} e derivados mitocon-
driais (DM). 40.100 X.

Figura 73

Figura 73 Controle da reagao citoquimica para fosfatase dcida. Méto-
do BARKA & ANDERSON, meio de incubagao sem o substrato,
B-glicerofosfato de sédio. Na figura observam-se: nicleo (N) com
cromatina em compactacao; flagelo (F); e estruturas tipo [iguras
mielinicas (FM). O produto da reagao enzimatica enconira-se ausente
nas referidas estruturas. 39.200 X.
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Figuras 74 a 77

Atividade fosfatésica 4cida em flagelos de espermatides de Ceratitis capitata. Mé-
todo BARKA & ANDERSON.

Figura T4 Corte transversal da cauda de espermatozdides de Ceratitis capitata,
linhagem selvagem. A figura mostra: adjunto do centriolo (AC}) entre os
dois derivados mitocondriais (DM); axonema (AX) com depdsitos de fosfato
de chumbo nas fibras eletrondensas (—} localizadas entre o par central (PC)
e as nove duplas periféricas de microtibulos (DP), e nas fibras eletrondensas
{(»} encontradas entre os microtubulos acessérios. 83.300 X.

Figura 75 Corte transversal da regiao nuclear e inicial da cauda de esperma-
tozéides da mosca, tipo selvagem. Observam-se: adjunto do centriolo (AC)
entre os dois derivados mitocondriais {DM) comn material eletrondenso em
arranjo paracristalino; axonema (AX) com finos precipitados resultantes da
reagao fosfatase 4cida nas fibras eletrondensas (—) localizadas entre o par
central e as nove duplas periféricas de microtibulos (DP}; microtibulos a-
cessorios {MTA), nicleo (N) com cromatina compactada, envélucro nuclear
(EN) e membrana plasmatica {(MP) sem produtos da reagao. 142.200 X.

Figura 76 Corte longitudinal do axonema, de espermatozdide de Ceratitis
capitata, tipo selvagem, demonstrando produto da reagao fosfatase acida
nas fibras eletrondensas (=) localizadas entre o par central (PC) e as nove
duplas periféricas de microttibulos, e nas fibras eletrondensas {»} encon-
tradas entre os microtibulos acessorios. 108.300 X,

Figura 77 Conjunto de flagelos do mutante “olho réseo”, no estidio 8 de dife-
renciacido. Precipitados resultantes da reagdo enzimatica fosfatdsica acida
podem ser observados nas regides periféricas dos derivados mitocondriais
(DM); no axonema {AX) especificamente, nas fibras eletrondensas (») lo-
calizadas entre o par central e as nove duplas periféricas de microtubulos, e
nas fibras eletrondensas {») encontradas entre os microtiibulos acessérios;
e na dupla membrana lisa (~=) que circunda o axonema. 34.700 X,
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Figuras 78 e 79

Reac3o citoguimica para fosfatase dcida em células espermaticas do rmutante “olho
roseo” de Ceratitis capitata. Método BARKA & ANDERSON.

Figura 78 Corte na regido mediana da cauda de espermatozéides, no estadio 8
de diferenciagdo. Depdsitos de fosfato de chumbo sio observados no local
do axonema (AX) da maioria das células, e no contetdo citoplasmatico
de algumas espermatides (*). Observam-se ainda, derivados mitocondriais
(DM) sem produto da reagiao. 31.900 X.

Figura 79 Regidao de um cisto, corte na regido mediana da cauda, de células
espermaticas na fase final de maturacao. Observam-se: derivados mito-
condriais (DM}; axonemas (AX) de espermatides apresentando intensidade
varidvel da reagdo enzimdtica; regides das células que formam a parede do
cisto (Cl) e vesicula lisossémica {L) com depdsitos de fosfato de chumbo.
15.700 X.

Figuras 80 a 82

Controles da reagao citoquimica para fosfatase dcida. Método BARKA & AN-
DERSON, meio de incubagio sem o substrato, #-glicerofosfato de sédio.

Figura 80 Espermatides de Ceratitis capitata, linhagemn selvagem, no estadio 4
de diferenciacio, corte a nivel da regido caudal. A figura mostra: axo-
nema (AX), com os dois micotibulos centrais e as nove duplas periféricas
de microtibulos, circundado pela dupla membrana lisa {(-+=); derivados mi-
tocondriais (DM) com porgdes ciloplasindticas em seu iuterior; complexo
de Golgi (G); corpisculo multivesicular (OMV); grande quantidade de ri-
bossomos (R) no citoplasma.. Verifica-se a auséncia do produto da reagio
enzimatica nas estruturas celulares. 26.500 X.

Figura 81 Espermaétides do mutante “olho réseo”, no estidio 8 de diferenciagso.
Nos componentes flagelar, axonema (AX) e derivados mitocondriais (DM),
verifica-se a auséncia de depésitos de fosfato de chumbo. Observa-se ainda,
vactolo (V) com &reas eletronlicidas e eletrondensas tipicas deste estédio.
33.800 X.

Figura 82 Espermatozdides do mutante “olho réseo”. Observam-se: niicleo {N)
com cromatina bastante compactada; acrossoma (A); axonema (AX) com to-
dos os seus elementos tubulares; e derivados mitocondriais (DM) totalmente
preenchidos por material eletrondensoc. O produto da reagio enzimatica
fosfatdsica 4cida encontra-se ausente nas estruturas celulares. 33.800 X.







Figuras 83 a 86

Atividade fosfatdsica acida nas células que formam a parede dos cisto__s"g
Método BARKA & ANDERSON.

Figura 83 Cisto organizado, com células espermaéticas em fase final de
maturacio, de Ceratitis capitata, tipo selvagem, corte na regido do
niicleo {N). Observam-se depdsitos de fosfato de chumbo no envélucro
nuclear {EN) de algumas células. Nas células que formam a parede do
cisto (CI) uma vesicula lisossémica (L) apresenta densos precipitados
resultantes da atividade enzimadtica. 34.700 X.

Figura 84 Cisto organizado, com espermatozdides maduros, do mutante
“olho réseo”. Controle da reacao citoquimica para fosfatase dcida. A
figura mostra: nicleo (N) com cromatina bem compactada e acros-
soma (A), componentes da cabeca do espermatozéide; axonema (AX)
e derivados mitocondriais (DM) componentes do flagelo do esperma-
tozéide. Observam-se expansdes da membrana citoplasmaética (>
nos espermatozoxdes Nas células que formam a parede do cisto (CI-'
o produto da reagao enziméatica esta ausente. 24.600 X.

Figura 85 Porces de trés cistos do mutanie “olho réseo”. As células
que formam a parede dos cistos (Cl} encontram-se em processo de-
generativo e apresentam precipitados resultantes da atividade en-
zimatica fosfatdsica acida. Nas células espermdticas observam-se:
nicleos (N} de espermétides no estddio 7 de diferenciagao, com cro-
matina em compactacio e envélucro nuclear (EN) com produtos da
reacio enzimética; flagelos (F) de espermatides nos estadios 8 € 10 de
maturacao. 24.600 X.

Figura 86 Porcoes de dois cistos do mutante “olho réseo”. Os residuos de
membranas (M), resultantes da destruigdo das células que formam a
parede dos cistos, apresentam densos depésitos de fosfato de chumb
Nas células esperméticas observam-se: nticleo (N); envélucro nuclear

(EN) com fino precipitado resultante da reagado enzimatica; e flagelo

(F). 12.100 X. '-







Figuras 87 a 90

Reagao citoquimica para fosfatase dcida nas células que formam a pared
dos cistos. Método BARKA & ANDERSON. E

Figura 87 Cisto organizado do mutante “olho réseo”, corte transversal
na regido do nicleo (N). A membrana citoplasmatica dos esperma-
tozéides apresenta-se com expansdes (==). Na célula cistica (CI)
observa-se uma vesicula lisossémica (1) com densos depositos de fos-
fato de chumbo. 14.800 X.

Figura 88 Célula que forma a parede do cisto e espermatozdides de
Ceratitis capitata, linhagem selvagem. A figura mostra: nicleo (NC})
da célula cistica (Cl) com precipitados de fosfato de chumbo, princi-

~palmente na cromatina {-) que se encontra em contato com a face
interna do envélucro nuclear; nucléolo (NUC) da célula cistica; axo-

nemas {AX) dos flagelos com produto da reagao enzimatica. 11.200 =

X.

Figura 89 Cisto do mutante “olho réseo”, com espermatozoides em elimi-
nacio. Observam-se: nicleo (N) de espermatozdides; inlimeros lisos-
somos (L) com depésitos de fosfato de chumbo. Encontra-se também,
o produto da rea¢do enzimética distribuido em todo o conteddo cito-
plasmaético das células cisticas (Cl). 10.800 X.

Figura 90 Regiio proximal (basal) do testiculo de Ceratitis capitata, tipo
selvagern. As células cisticas (Cl) encontram-se em processo dege-
nerativo e apresentam precipitados {~»] resultantes da atividade en-
zimética. Observam-se também, espermatozdides (E) sendo elimina-

dos. 5.500 X.
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Figuras 91 e 92

Figura 91 Atividade fosfatésica dcida em massas residuais de cistos e es-
permatozéides do mutante “olho réseo”. Observam-se dois cistos (C)
e Cp) em corte transversal na regidgo mediana da cauda e um cisto
(C3) em corte transversal na regido terminal da cabega e inicial da
cauda. Depésitos de fosfato de chumbo sao observados no axonema
(AX) de muitos flagelos, nos lisossomos (L) das células cisticas (CI)
e massa residual de um cisto (—). 6.800 X.

Figura 92 Controle para a atividade fosfatdsica acida em células cisticas -
e espermatozéides em eliminagdao de Ceratitis capitata, linhagem sel-
vagem. A figura mostra: nicleo (N) e acrossoma (A) de esperma-
tozdides; contetido citoplasmético das células que formam a parede
do cisto (Cl) e estruturas tipo figuras mielinicas (FM} sem produtos
da reagao enzimatica. 31.900 X.
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Figuras 93 a 95

Atividade arilsulfatase em células espermaticas de Ceratitis capitata. Mé-
todo HOPSU-HAVU et alii.

Figura 93 Espermétides de Ceratitis capitata, tipo selvagem, no estadio
8 de diferenciagio. Na figura observam-se: nicleo (N) com cro-
matina em fase final de compacta¢io; membranas adjacentes ao nu-
cleo (MA); axonema (AX); e derivados mitocondriais (DM). Preci-
pitados resultantes da atividade enzimética arilsulfatase localizam-se
em corpisculos multivesiculares (CMV), complexo de Golgi (G) e
regides da membrana plasmatica (MP). Viérios flagelos estao no inte-
rior de uma massa citoplasmética comum. 12.400 X.

Figura 94 Espermétides do mutante “olho rdseo”, no estdadio 8 de dife-
renciacio. Corte a nivel da regido mediana do flagelo. Observam-se
axonema (AX) com todos os seus elementos tubulares e derivados.
mitocondriais (DM). No complexo de Golgi (G), nas estruturas fem-
brando figuras mielinicas (FM) e em regides da membrana plasmatica
(MP) encontram-se depésitos de sulfato de bario. Vérios flagelos estao
no interior de uma massa citoplasmadtica comum. 14.800 X.

Figura 95 Controle para a atividade arilsulfatase. Espermatides do mu-
tante “olho réseo”, no estadio 8 de diferenciagdo. Corte a nivel da
regido mediana do flagelo. O produto da reacao enzimatica estd
ausente em todas as estrututas celulares observadas, como axonema
(AX), derivados mitocondriais (DM) e membrana plasmatica (MP).
Virios flagelos estio no interior de uma massacitoplasmética comum.
11.500 X.
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| Figuras 96 a 99

Atividade arilsulfatase em células espermaticas e células cisticas de Ceratitis
capitata. Método HOPSU-HAVU et alii.

Figura 96 Espermadtides, em estddio inicial de diferenciagio, do mutante
“olho réseo”. O nicleo {N) apresenta dreas de cromatina compactada.
Na vesicula lisossdmica (L) e nas estruturas tipo figuras mielinicas
(FM) observam-se depésitos de sulfato de bério. 9.400 X.

Figura 97 Espermatides, do mutante “olho réseo”, em estddio final de
diferenciacao. Em algumas espermatides (=) os ndcleos (N) encon-
tram-se circundados por extensas areas de contetido citoplasmaético.
Uma célula espermdtica (=>) apresenta dois niicleos, ambos com a
compactacao cromatinica anormal. Os pontos de adesio (=) entre.
as células espermaticas aparecem mais eletrondensos. 31.000 X. :

Figura 98 Cisto organizado, de Ceratitis capitata, tipo selvagem, com es-
permatozdides maduros. O produto da reagao enzimatica estd ausente
do nicleo (N} com cromatina bem compactada, do acrossoma (A) e
do axonema {AX). As vesiculas lisossémicas (L) das células cisticas
apresentam precipitados resultantes da atividade arilsulfatase. 13.500
X.

Figura 99 Massa residual de cisto de Ceratitis capitata, tipo selvagem. A
figura mostra: células pigmentadas (CP) e fibras musculares (FM) na
parede do testiculo; grandes vesiculas lisossdmicas (L) com depésitos
de sulfato de bario. Sem evidencias de reagdo encontram-se flagelos
(F) de espermatozoéides e porgao de um nicleo (NC) de célula cistica.
9.800 X. '







