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INTRODUCKO

A espermatogénese € o processc pelo qual se for-
ma o gameta masculino dos animais. Constitui-se num even
to no qual os pontos inicial e final s3o bem definidos, e
que ocorre temporalmente isolado do desenvolvimento embrio
10gico geral dos animais, Essas caracteristicas tornam a

espermatogénese um sistema celular preferencial para anidli

se e muito se tem aprendido com relagac a diferenciacao e
3 estrutura e fungdo das diversas organelas celulares em
decorréncia de estudos levados a efeito sobre as modifica-
¢oes pelas quals passam as c&lulas durante o desenrolar

deste processo.

A formagao do gameta masculino compreende fatos
como: a pfodugao das espermatogdnias primarias por divi-
sac das c€lulas germinativas primordiais; o apérecimento
das espermatogonias secundirias a partir de divisdes mitd-
ticas das espermatogdnias primérias; diferenciagdo sequen
cial das espermatogdnias secundarias, durante o curso de
numerosas divisdes celulares espécie - especificas com ci-
tocineses incompletas, gque resultam no aparecimento dos
espermatScitos primdrios; maturacgiao profdsica e primeira
divisic meidtica dos espermatdcitos primirios dando origem
aos espermatdcitos secunddrios; espermatdcitos = secunda-

rios completando o processo meiOtico e passando, assim, a

espermitides; e espermatides sofrendo, por sua vez, exten

sas e profundas alteracgdes estruturais que resultam na for




magao dos espermatozdides.

A sequéncia de modificagdes morfofuncionais pela
qual passam as espermatides dencmiﬁa«se "espermiogénese" e
constitui~-se no objeto de nosso estudo. As alteragoes
das organelas celulares que ocorrem durante a diferencia-
¢ao das espermitides conduzem a uma morfologia celular

adaptada & reproducéo.

Na primeira metade deste século virios citologis

tas desenvolveram inumeros estudos descrevendo acuradamen-

te a anatomia microsclpica do espermatozdide e da espermio
génese de muitas espécies de insetos. Porém as observa-
¢Ges com microscbpio &tico, neste campo, carecem de deta-
lhes. Conforme os relatos de Phillips (60) ao advento
dos microscOpios eletronicos comerciais, na década de 50,
seguiu-se um periodc de intensas exploragles acerca das
estruturas bioldgicas. Do empenho de muitos pesquisado-
regs em ampliar nossos conhecimentos da ultra-estrutura das
células germinativas masculinas dos insetos resultou a far
ta documentagao a respeito da espermiogénese e morfologia
do espermatozdide de certas espécies, bem como os numero-
sos estudos morfoldgicos comparativos de determinadas orga
nelas das c€lulas espermiticas. Sabe-se, portanto, que a
espermiogénese nos insetos & cistica (60), que dentro de
cada cisto as espermatides diferenciam-se sincronicamehte
(il) e que essa diferenciagao caracteriza-se pela forma-
gao do "Nebenkern", ou complexo mitocondrial (fusao das
mitocOndrias), condensagao do nicleo e alongamento  celu-

lar, abrangendo ainda a formagao da cauda e a eliminacao




do citoplasma,

Das indmeras publicaces (3; 19; 60; 96) a res-
peito das c€lulas germinativas masculinas dos insetos te-
mos que seu espermatozbide apresenta em geral um formato
muito delgédo, sendo constituido por uma cabeca bastante
alongada e por uma cauda ou flagelo extremamente compri~
do. A cabega & formada por um acrosoma anterior, que se
origina do complexo de Golgi, e pelo nicleo. Na base da

cabe¢a, na maioria destes espermatozdides, encontra-se uma

estrutura denominada adjunto do centriolo. Esta estrutu-
ra, envolve parcialmente a regiao anterior do  filamento
axial e apresenta tamanho varidvel nas diferentes espécies
de insetos em que € observada. A cauda do espermatozside
destes animais &€ constituida em sua porgac central pelo'
filamento axial ou axonema. 0 filamento axial origina-se
do corpisculo basal (o corplisculo basal resulta de trans-
formagdes sofridas pelo lUnico centriolo aparentemente retl
do pelas c€lulas espermaticas dos insetos). Constitui-se,
em geral, de um arranjo de 9 + 3 + 2 microtibulos (2 micro
tGbulos centrais rodeados por 9 microtibulos duplos, que
por sua vez sdo circundados por mais 9 microtibulos  sim~-
ples). Ladeando o filamentc axial existem, usualmente,
duas estruturas originadas de transformagdes das mitocdn-
drias. Estas estruturas sdo conhecidas como derivados
mitocondrials e ocorrem ao longo da maior parte do compri-

mento da cauda dos espermatozdides, sendc inexistentes ape

nas na extremidade final desta Qltima.

Em Ceratitis capitata, nosso espécime de experi-




mentagao, a espermiogénese apresenta-se conforme o padrao
caracteristico descrito para os insetos em geral (60, 96),
e a ultra-estrutura de seu espermatozbide corresponde,
também, a ultra-estrutura considerada como padrao éntre 0s
espermatcozbides destes animais (3;‘19§ 60; 96), observan-
do~-gse, no entanto, algumas peculiaridades inerentes a
ordem e & famflia a que pertence (4; 11y 12; 563 70; 775

833 84; 85; 86; 87; 88; 92; 97).
A mosca da fruta do mediterraneo como também e

conhecida (. capitata, € uma praga de considerdvel impor~
tancia econdomica. Seu controle ou erradicagao constituil
um problema sérioc para virios paises agricolas.  Sabemos,
no entanto, que o uso indiscriminado de defensivos quimi-
cos em insetos daninhos causa graves inconvenientes ao
homem e ao meio ambiente de modo geral. Preocupados com
a qualidade da vida em nosso planeté muitos pesquisadores
"encontram-se’ empenhados em desenvolver métodos mais especi‘
ficos de combate as pragas, que sejam economicamente vanta
josos e menos agressivos a natureza. Dal, portanto, a
necessidade de maiores esclarecimentos a respeito da biolo
gia destes insetos e particularmenfe da biologia da mosca

da fruta do mediterrianeo.

A biologia da veprodugac de Ceratitis capitata

Weidmann (Diptera-Tephritidae) encontra-se ainda pouco do-

cumentada. DescrigCes da ultra-estrutura de sua espermlio
génese nao estao disponiveis na literatura cientifica
atual, As publicagOes existentes (3; 5; 16; 68) versam

sobre aspectos citoquimicos e ultra-estruturais de  seu



espermatozSidé comparativamente aos espermatozdides de
outras espécies de insetqs. Resultou, dai, a nossa pro-
posta de descrever os agpectos ultra-estruturais que céw
racterizam a diferenciagao celular durante a espermiogéne

se normal em (. capitata.

Nao podemos deixar de chamar a atencdo, também,
para a possibilidade da intensificagdo do uso da mosca da
fruta do mediterraneo como um modelo bioldgico, em  nosso

meio., Desde de que o problema de produgao em massa de C.

capitata, em laboratorio ou campo experimental, ja se
encontra devidamente equacionado em nosso pais (74), temos
entdo material farto para pesquisas bioldgicas em geral.
A mosca € de proliferagio ripida e abundante o que a torna
material de estudo preferencial em investigacOes que aboz’

dem os mecanismos envolvidos na reprodugdo animal.

Se tomarmos como exemplo as drosdfilas veremos o
quanto os estudos das modificagOes ultra-estruturais  que
ocorrem em suas células espermiticas durante o processo de
espermiogénese em individuos normais (4; 11; 12; 56; 77,
83; 84; 85; 863 873 88; 97), sempre utilizados para compa-
ragaés em estudos sobre individuos mutantes e sobre indivi
duos submetides a condigbes ambientais alteradas (1; 21;
33;‘35; 43; W4y U535 505 523 733 943 95), tém contribuido
para o conhecimento fundamental da célula e da biologia-do

desenvolvimento.

Assim ao estudarmos a sequéncia de eventos morfo
1égicos que caracteriza a espermiogénese normal em C. ecapt

tata, pretendemos deixar tragada uma linha mestra que pos-



sa, da mesma forma que a espermiogenese normal em D. mela-
nogaster, ser empregada em pesquisas comparativas a respei-

to dos mecanismos que regem a diferenciagao celular.



MATERIAL E METODOS

Para este estudo foram utilizados insetos adul-
tos de Ceratitis capitata Weidmann pertencentes a familia
Tephritidae, a ordem Diptera, a suborden Cyclorrhapha e a
tribo Schizophora, com 5 a 15 dias apds a emergéncia do
adulto, As moscas foram gentilmente cedidas pela Dra.

Hebe M. L. de Souza do Departamento de Genética e Evolugao

da UNICAMP,

Os gametas de (. eagpitata, em diferentes fases
de maturagdc, foram obtidos fazendo-se a dissecgao de ma-
chos adultos, sob microscdpio estereoscdpico Zeiss, reti-
rando-se-lhes os testiculos. As espermatecas de fémeas
adultas também foram utilizadas para que se pudesse anali-
sar os espermatozdides armazenados no trato genital femini

no.

0Os tratamentos experimentais empregados no prepa
ro dos testiculos e espermatecas para a observacao de
aspectos ultra-estruturais das diversas fases da espermio-

génese em C, capitata encontram~se descritos a seguir:

CORTES ULTRA-FINOS

Machos e/ou fémeas adultos de (. capitata foram
anestesiados com éter e dissecados em solucdo de glutaral-

deido (Merck) a 1,5% em tampao fosfato Sorensen 0,1M a pH




7,4, contendo-s,s% de sacarose e tragos de cloreto de cal-
cio. Os 8rglos dos animais, devido as suas dimensoes,
isto &, espermatecas com 0,1 mm de didmetro e  testiculos
com 0,5 mm de comprimento por C,3 mm de diametro, = foram
utilizados inteiros nio sendo necessdrio fraciond-los para
melhor penetracdaoc do fixador. 0O material, testiculos
e/ou espermatecas, fol removido e fixado, por imersao, em
solucdo de glutaraldeido (Merck) a 3% em tampao fosfato
Sorensen 0,1M a pH 7,4, contendo 3,5% de sacarcse e tragos
de cloreto de cdlcio, sob agitagéo (manual) a. intervalos
de 5 a 10 minutos, durante 1 a 2 horas, a u°C (69). As
gonadas foram, entdo, lavadas mediante diversas trocas do
mesmo tampao, a MfC, por um periodo de 30 minutos a 1 ho-
ra. A pSs-fixacao foi efetuada, por imersao, em solug§o~
de tetrdxido de Osmio (Fluka) a 1% em tampao fosfato  So-
rensen 0,1M a pH 7,4, contendo 3,5% de sacarose e tragos
de cloreto de cidlcio, sob agitagao (manual) a intervalos
de 5 a 10 minutos durante 1 hora, a 4°C. Apds uma riapida
lavagem em agua destilada gelada os espécimes foram desi-

dratados,~gradﬁalmente, em alcool etilico, a u°cC.

Na desidratagao gradual procedeu-se da seguinte

maneira:

1. desprezou-se cerca de metade do volume de 5gua’de§
tilada gelada em que se encontrava o material, em estudo,

apbs pds-fixagdo e lavagem;

2, adicionou-se alcool etIlico 95% a 4°C, gota a go-

ta, com auxilic de uma pipeta Pasteur, durante 15 minutos,



até que se completasse o volume inicial de liquido e se
obtivesse uma concentragdo final do alcool aproximadamente

igual a 45%.

3. os itens 1 e 2 foram repetidos, obtendo-se assim
uma concentragac final do &dlcool aproximadamente igual a
75%.

4, desprezou-se todo o volume de liquido, em que se
encontrava o material em estudo, adicionou-se o alcool

95%sa 4°C e aguardou-se 15 minutos;

5. repetiu-se o item 4 por mais duas vezes;y

6. substituiu-se o alcool 95%, a 4°C, por dlcool
100%, a 4°C, desprezando-se a totalidade do volume de 11~
quido do primeirc dlcool, e aguardou-se 10 minutos, & tem-.

peratura ambiente;

7. desprezou-se a totalidade do volume do alcool
100% em que se encontrava o espécime, adicionou-se &lcool

100%, a temperatura ambiente, e aguardou-se 10 minutos;

8. repetiu-se por mais uma vez o item 7.

Encontrando-se os espécimes desidratados, proce-
deu-se a substituicdo do etanol pelo Sxido_de propileno.
A substituigao do etanol pelo 6xide de propilenc foi efe-

tuada segundo a metodologia abaixo.

1. desprezou-se todo o volume do alcool 100% em . que
se encontrava o material;

2. adicionou-se etanol 100% e Oxido de propilenc na
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proporgao de 1l:1 e aguardou-se § minutos, a temperatura

ambiente;

3. desprezou-se todo o volume de lIquido, adicionou-
~se Oxido de propileno e aguardou-se mais 5 minutos, & tem

peratura ambiente;

L, repetiu-se por mais uma vez o item 3 logo acima.

0 material, em estudo, fol a seguir embebido em
mistura de Oxido de propileno e Epon 1:1, por 12 horas, em

frasco aberto, a temperatura ambiente. 0 material fixado
e assim preparado foi, entdao, incluido em Epon 812 (46,
em mistura balanceada para a obtencao da mixima dureza fi-

nal dos blocos.

Os cortes ultra-finos de aproximadamente 40 a 80
nm de espessura (de cor cinza a levemente dourada, devido
3 interferéncia da luz) foram obtidos em ultra-micrdtomo
LKB, equipado com navalhas de vidro. Os cortes foram co-
letados em telas de cobre de 200 e/ou 400 "mesh" e contras
tados primeiramente em solugao aguosa de acetato de urani~
la a 2%, (93) por 20 minutos, a temperatura ambiente, e a
séguir em solugao de citratoc de chumbo a 0,2% em  solugac
1N de hidrdxido delSSdio (89), por'Q minutos a temperatura
ambiente, A observagao e as micrografias eletfanicas - do
material em estudo foram efetuadas em microscOpio eletro-

nico Zeiss 9 8§ operado a 60 KV, a aumentos de 1.800 a

60.000 veézes, e portando filme da Fuji (Fuji  Electron-Mi
croscopic Film-FG). Na revelagao dos filmes wutilizou-se

o revelador D19B, preparado conforme formula fornecida pe-
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la Kodak. .

As cbpias fotograficas fopram feitas em papel
fotogrdfico Kodabromide, péso simples, Fy ou F,, da Kodak,
com o concurso de um ampliador Fuji (moéelo S69) eéuipado
com &s leﬁtes originais. Na revelagao das cOpias foto-
gréficas utilizou-se o revelador Dektol, da Kodak, e na

fixagao destas, fixador também da Kodak.

No preparo dos testiculos de (. capitata para a

observagdo em microscépio eletrdnico de transmissdo, além

da metodologia ja descrita, foram empregadas algumas va-
riagoes de técnicas na estocagem, ou fixagdo, ou pSs-fixg
gdo, ou desidratagdo, ou contrastacac do material. Estas

variagoes encontram-se descritas a seguir:

VARIACAO A - Disséégéo dos machos adultos de C. eapi-
tata, para a retirada das gonadas, em solugdo de glutaral-
deido a 1,5% em tampao fosfato Sorensen 0,1M a pH 7,4,
contendo 3,5% de sacarose e tragos de cloreto de cdlcio.
Estocagem com concomitante fixagao do material em solugfo
de glutaraldeido a 0,25% no mesmo tampdo, a 10°C, por pe-
riodos de 7 a 15 dias. Apds este perfodo de estocagem os
testiculos des insetos foram lavades, mediante diversas
trocas do tampac em uso, por 30 minutos a 1l hora, a hec.
A pbs-fixagdo foi feita em solugdo de tetrdxido de Ssmio a
1% em tampéd fosfato Sorensen 0,1M a pH 7,4, contendo 3,5%
de sacarose é tragos de cloreto de cilcio, adicionado  de
ferricianeto de potdssic a 0,05M (54), ou em solugdo de

tetrdxido de Ssmio a 1% em tampao fosfato Sorensen 0,1M a
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pH 7,4, contendo 3,5% de sacarose e tragos de cloreto de
‘célcio, adicionado de 0,5% de &cido tanico, sob  agitagdo
(manual) a intervalos de 5 a 10 minutos, por 1 hora, a
4°C.  Desidratag@c gradual em dlcool etilico a 95%. Obser
vacao do material, em microsedpio eletrdnico de transmis-
S0, com contrastagao por acetato de uranila e citrato de
chumbo.

A estocagem do material em estudo, em solugac fixado-
ra de glutaraldeido a 0,25% em tampac fosfato Sorensen
0,1M a pH 7,4, por periodos de 7 a 15 dias, a 10°C,  foi
efetuada para que se pudesse observar e analisar a qualida
de da preservacgao dos tecidos quando fixados e estocados
por longos pericdos de tempo. Isto tendo como propdsito
o desenvolvimento Jde uma metodoiogia em microscopia eletﬁé.
nica que permita uma malor flexibilidade em pesquisas com
insetos sazonais.

A pos-fixagdo tanto em tetrdxido de &smio adicionado
de ferricianeto de potassio como a em tetrdxide de  Gsmio
adicionado de &cido tanico visaram a obtengdc de um aumen-
to geral de contraste das estruturas celulares e particu-

larmente das membranas.

VARIACAO B - Dissecgao dos machos adultos de C. capi-
tata, para a retiﬁada das gonadas, em solucgio de glutaral-
deido a 1,5% em tampao fosfato Sorensen 0,1M a pH 7,4, con
tendo 3,5% de sacarose e tragos de cloreto de calecio. Fi-
xacao, sem estocagem do material, por imersao, em Solugao
de glutaraldeido a 3% em tampdo fosfato Sorensen 0,1M a
pH 7,4, contendo 3,5% de sacarose e tragos de cloreto de

cdlcioc, adicionado de 2% de acido tanico (Merck) (53), sob
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agitagao (manual) a intervalos de 5 a 10 minutos, por 1 a
2 horas, a qu. Lavagem mediante diversas trocas do mes-
mo tampdo, por 30 minutos a 1 hora, a kec. P8s-ficagdo em
solugdo de tetrdxido de dsmio a 1% em tampdo fosfato Soren
sen 0,1M a pH 7,4, contendo 3,5% de sacarose e tragos de
cloreto de cdlecio, sob agitagdo (manual) a intervalos de
5 a 10 minutos, por 1 hora, a u°C. Desidratagao gradual
em alcool etilico a 95%. Observagao do material, em mi-
croscépio eletronico de transmissao, com contrastagdo por
acetato de uranila e citrato de chumbo. |

A fixagdao do material em estudo, em solugao de gluta-
raldeido a 3% em tampac fosfato Sorensen 0,1M é pH 7,
adicionado de 2% de acido tanico foi efetuada com o propo-
sito de se cbter una melhor visualizacao dos microtﬁbuloé,.

bem como de sua sub-estrutura.

VARTACAO C - Dissecgao dos macheos adultos de €. capi-
tata, para a retirada das gonadas, em solugao de glutaral-
deido a 1,5% em tampac fosfato Sorensen 0,1M a pH 7,4, con
tendo 3,5% de sacarose e tragos de cloreto de caleio. Fi-
xagéo, seﬁ estocagem do material, por imerséo, em solugao
de glutaraldeido a 3% em tampao fosfato Sorensen 0,1M a
pH 7,4, contendo 3,5% de sacarose & tragos de cloreto de
cdlcio, sob agitagéo (manual) a intervalos de 5 a 10 minu—
tos, por 1 a 2 horas, a NfC. Lavagem mediante diversas

trocas do mesmo tampao, por 30 minutos a 1 hora, a LeC,
Desidratagdo gradual em &lcool etilico 95%, contendo 2% de
dcido fosfotlngstico (EPTA), a 4°C, sem se proceder a pos-

~fixagdo em tetrdxido de &smio (17).  Observagao do mate-
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rial, em micréscSpio eletrdnico de transmissdo, sem e com
contrastagao por acetato de uranila e citrato de chumbo.

A desidratagao do material em estudo, em EPTA, sem
prévia pos-fixagdo em tetrdxido de Ssmio, e sua observagdo
em microscopic eletronico de transmissao, antes e apds coé
trastagao por uranila e chumbo foi efetuada com o propdsi-
to de colher informagoes adicionais em relacdoc & resulta-
dos anteriormente obtides por Dolder (observagdes pes-—

soais), usando este mesmo método, em espermatozdides de

Triatoma infenstans (Hemiptera),

CONTRASTACAOC NEGATIVA

Femeas adultas de C. capitata foram anestesiadas
com éter e dissecadas em solugzo Ringer para insetos. As
espermatecas foram-lhes removidas e colocadas em pequenas
quantidades de solugao Ringer para insetos. Para a obten
gao de suspensdes dos espermatozdides da mosca, as esperma
tecas, em—solugao Ringer para insetos, foram mecanicamente
rompidas uma a uma com auxilio de pinga e estilete.
Estes preparados foram, entdo, submetidos &  fragmentagdo
ultra~sonica, por i a 5 minutos, em aparelho de wultra-som
‘Millipore. Pequenas gotas das suspensdes, assim obtidas,

foram colocadas sobre telas suporte. As telas suporte

foram preparadas com filme de coldodio (nitrocelulose  em
solucgao a 2% em acetato de amila) e recobertas com carbono

em evaporador Hitachi (Modelo HUS - 4GB). Da  suspensao
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de espermatozSides submetidos a fragmentacao ultra—sanica
colocou-se uma gota sobre cada tela suporte. ApSs 2 a 5
minutos uma gota de contrastante, solugao aquosa de 5cido
fosfotungstico a 1% a pH 6,8 - 7,2 ajustado com solugao
saturada de hidrdxido de s&dioc (34), foi colocada sobre éé
da tela contendo o material em suspensao. Aguardou~-se
cerca de 5 a 10 minutos, a temperatura ambiente e removeu-
-se 0 excesso de contrastante com auxilioc de um papel de

filtro. A preparacao foili deixada secar a temperatura

ambiente,

Solugao aquosa de acetato de uranila a 2% a pH :
4,0, tambem foi ufilizada como contrastante nas prepara-
gOes de material por contrastacao negativa, sendo o proce-
dimento idéntico Aquele descrito quando da contrastacgdc

por dcido fosfotlngstico,

Na observagao e micrografias eletronicas do mate
rial contrastado negativamente procedeu-se conforme ja
anteriormente descrito para os cortes ultra-finos.

Para a caracterizagao dos varios estadios de
diferenciacao desde espermitides até espermatozdides, du-
rante a espermiogénese normal de (. capitata, utilizaram-
-se como referéncia as publicacdes. de Stanley e colaborado

res de 1977 (77) € de SzB1l1l8si de 1875 (78).

0 agrupamento das micrografias eletronicas em
pranchas foi orientada no sentido de mostrar as transfor-
magoes nucleares, a formagao do axonema durante a espermio
génese, os aspectos iniciais e finais das células espermi-

ticas no cistos, e o espermatozdide na espermateca (em cor




tes ultra-finos e por contrastagao negativa), e

da formagdao do axonema respectivamente,

16
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RESULTADOS

A espermiogénese em Ceratitis capitata & em mui-
tos aspectos similar a espermiogenese de outros insetos
(60). As espermatides desenvolvem-se em cistos dentro de
testiculos pares, sendo que cada cisto contém cerca de 250
c€lulas espermaticas (Fig. 90), as quais evoluem sincroni-

camente. Em um mesmo testiculo sdao encontrados cistos em
diferentes estadios da espermiogénese., As figuras 1, 3,

5, 10, 24, 34, 41, 45, 81 ilustram estes estadios.

Entre aé células espermaticas jovens contidas
num mesmo cisto podem ser observadas pontes citoplasmiti-
cas estreitas (Figs. 3, 88, 89). Em determinada fase da
espermiogenese, na dependéncia do nivel do corte, as célu-
las espermaticas pertencentes a um mesmo cisto apresentam-
~se completamente separadas umas das outras (Figs. 10, 36,
69, 75, 79) ou unidas entre si, em determinadas regides da
cauda, através de extensas massas citoplasmaticas comuns

(Figs. 59, 67, 71, 73, 77).

A diferenciagao da célula espermatica de (. capt
tata caracteriza-se pela formacao do "Nebenkern" ou comple
xo mitocondrial, formagac do flagelo, alongamento celular,

condensagao do material nuclear e eliminacdo do citoplas-

ma.
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ESTADIOS QUEICARACTERIZAM 0 DESENVOLVIMENTO DAS ESPERMATI-

DES DE Ceratitis capitata

ESTADIO 1 - As células neste estadio de desenvol
vimento apresentam: ndcleo com formato irregular, com
dreas de cromatina condensada; numerosas membranas do re-
ticulo endoplasmitico e grande quantidade de mitocdndrias

no citoplasma (Figs. 1 e 2).

ESTADIO 2 - Estas células apresentam: niicleo

ovbide ou esferdide com areas de cromatina condensada;
mitocondrias fundidas formando o "Nebenkern" ou complexo
mitocondrial; o axonema, em formacao, envolto por membra-

nas; numercsas vesiculas do complexo de Golgi (Figs. 3 e

4).

'ESTADIO 3 ~ Este estadio se caracterizaria pela
formagdao do adjunto do centriolo e pelo aparecimento do
granulo pro-acrosdmico nas proximidades das cisternas  do
complexo de Golgi, em regices diametralmente opostas em
relagdo ao nlcleo da espermitide. Porém neste estudo nio

se conseguiu observar tal fase do desenvolvimento das es-

permatides.

ESTADIO'H - As células neste estadio apresen-
tam: nlcleo ovSide ou esferdide com dreas de cromatina
condensada; adjunto do centriolo; axonema circundado por
membrana lisa e dtipla e somente com o complexo bisico  de
9 + 2 microtibulos; "Nebenkern" em alongamento; dividido

em duas massas iguais, uma de cada lado do axonema, e com
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porgbes de citoplasma que adentram os derivados mitocon-

driais em formagao (Figs. de 5 a 9, 54 e 55).

ESTADIO 5 - Estas células apresentam: nlcleo em
alongamento, com cromatina em fase inicial de compaétagéq,
ainda com ﬁucléolo e com aparentes poros nucleares confina
dos a uma area restrita do envoltdrio nuclear; acrosoma
em formagdo; derivados mitocondriais em alongamento, com
infecio de deposigdo de material eléectron-denso em arranjo

paracristalinc em seu interior; formagao das fibras aces-

sorias no axonema (Figs. 10, 17, 18, 60 e 106),

ESTADIO 6 - Estas células apresentam: nicleo em
alongamento com concavidades laterails e com cromatina em
compactacao, na forma de filamentos no intericr; membra-
nas adjacentes ao nilcleo; numeroscs microtdbulos orienta-
dos longitudinalmente, no citoplasma; aparecimento das fi
bras eléctron~densas entre os microtibulos do axonema;
infcio do processo de eliminagdo de material citoplasm&ti-

co (Figs. de 23 a 28, 35, 56, 57, 70 e 107).

-ESTADIO 7 - Lstas ceélulas apresentam: compacta-
gao érescente da cromatina; perda gradual das concavida-
des nucleares; enrclamentco das extremidades laterais das
membranas adjacentes; deposigao crescente de material em
arranjo paracristalino nos derivados mitocondriais; apérg
cimento de material eléctron-denso preenchendo o par cen-

tral de microtibulos e as fibras ou microtubulos aces-

soérios do axonema (Figs. 29, 32, 33 e 73).

ESTADIO 8 - Estas células apresentam: nicleo
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com cromatina-em processo final de compactagao, com contor
no circular ao corte transversal; membranas adjacentes
com as extremidades laterais enroladas para dentro e dié—
tantes dos bordos nucleares; microtibulos em duas camadas
concéntricas ao redor do nlcleo; certos niveis da regigo
da cauda das espermatides fundidos em extensas massas cito
plasmiticas comuns; axonema completo; derivados mitocon-
driais quase que totalmente preenchidos pelc material em

arranjo paracristalino (Figs. de 39 a 44, 71 e 7u4),

ESTADIO 9 - Estas células apresentam: material
nuclear compactado; membranas adjacentes e microtibulos
sendo eliminados; fina camada de citoplasma envolvendo o

axonema e os derivados mitocondriais (Figé. 45, 79 e 108).

ESTADIO 10 - As c&lulas nesta fase apresentam:
material nuclear compactado; citoplasma praticamente
ausente; derivados mitocondriais totalmente preenchides
por material eléctron-denso em arfanjo paracristalino

(Fig. 50).

0 "NEBENKERN" OU COMPLEXC MITOCONDRIAL

As numerosas mitocondrias que anteriormente
encontravam-se separadas no citoplasma das células espeﬁmé
ticas jovené (Figs. 1 e 2), fundem-se formando o "Neben~
kern" ou comp.lexo mitocondrial (Figs. 3 e 4). Esta estru
Trura mostra~se como uma rede complexa de corpos mitocon-

driais interligados sendo grande e Gnica.
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0 nlGcleo nestas células € ovdoide ou  esferdide

com areas dispersas de cromatina condensada.

Um grande complexoc de Golgi situa-se prdximo ao
nicleo (Fig. 4) e nenhum granulo acrossomal & identifici-
vel pr5ximb a0 mesmo. Membranas do reticulo endoplasmétg
co encontram-se espalhadas pelo citoplasma e ao redor do

nicleo (Figs. 3 e U4).

0 axonema, ainda incompleto, aparece envolto por

membranas, ac lado do "Nebenkern" ou complexo mitocondrial

(Fig. u).

0 ACROSOMA

Uma estruturéﬂeléctron—deﬁsa, esférica, situada
anteriormente ao nlcleo de espermitides jovens, em oposi-
gao ao adjunto do centriolo pdde ser observada nas figuras
16 e 18. Esta estrutura, presumivelmente derivada do com
plexo de Golgi, como o obgervado na figura 4, constitui-se
ne acrosoma. Entretanto o granulc prd-acrosdomico e os
estadios intermediidrios de sua ligagao ao niicleo nao foram
observados. A figura 18 mostra a.presenca de uma membra-

na intersticial entre o acrosoma e o nlclec da espermati-

de.
0 acrosoma, no espermatozdide, apresenta-se cir-

cundado por um complexo de membranas (Figs. 42, 48, 49 e
81). Em preparagoes de espermatozdides obtidos das esper

matecas das femeas e negativamente contrastadas em PTA, o
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acrosoma de C; capitata mostrou~se preenchido por material
eléctron-denso em arranjo paracristalino, com estriagoes
em periodos de cerca de 80 R (Fig. 97}, com a extremidade
anterior em forma de ampola e a extremidade posterior inse
rida no topo do nlcleo, com cerca de 1.200 R de diimetro e
com cerca de 1,5 um de comprimento (Figs. 93, 9%, 95 e
96). As micrografias eletrOnicas dos espermatozdides con

trastados negativamente também mostram o complexo de mem-

branas que envolve a estrutura.

AS TRANSFORMACOES NUCLEARES

Conforme ja descrito, o nficleo da espermatide-
jovem tem o aspecto de um nicleo interfiasico, apresentando
dreas de cromatina condensada e nucléolo. E ovdide ou

esferbide (Figs. de 1 a 9 e 88).

0 alongamento do nlcleo e a condensacac do mate-
rial cromatfni;o nele contido ocorre apds a formagao do
"Nebenkern" ou complexo mitocondrial e a formagao do fla-
gelo; encontrando-se a célula ja bastante alongada, na re-
gido da cauda, nesta ocasiao. Ao, condensar-se e alongar-
-se o nicleo das cflulas espermiticas sofre uma redugao
aproximada de 10 vezes no seu didmetro (de mais ou menos
2,5 um em espermitides, em estadio 1 ou 2, para cerca de
0,25 um nos espermatozbides). 0 espermatczdide apresenta
o nicleo afilado em sua regiac anterior, com a  cromatina

extremamente compactada, e contorno circular em corte
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transversal (?igs. de 49 a 53, 81, 91 e 92).

Antecipadamente ao inicio dos eventos que ca-
racterizam as transformagces nucleares, as condensacoes
cromatinicas no nicleo das espermatides se desfazem com

excegao do nucléolo. O nicleo apresenta-se, entdo, pre-
enchido por material disposto em fibrilas finas, sendo
observadas, também, no mesmo, regices de baixa densidade
eletronica (Figs. de 10 a 13). Aparentes poros nuclea~

res confinados a area restrita do envoltdrio nuclear  sao

observados em regiao oposta aquela da insercao do flagelo

(Figs. 11, 17 e 18),

0 inIcio do alongamento nuclear coincide com o]
aparecimehto, no citoplasma, de membranas'adjacentes ao
envoltdrio nuclear. Existem duas membranas por nicleo,
as quais se situam em regiles diametralmente oposfas deste
(Figs. 13, 23 e 26). Concomitante a presenca das membra-
nas adjacentes surgem, no citoplasma, microtibulos orienta
dos longitudinalmente (Figs. 20, 22, 30 e 46). Estes mi-
crotibulos dispdem-se paralelamente ao envoltdrio nu-
clear, em fila Unica e ordenada, nas regides em que as mem
branas adjacentes nao sao encontradas (Figs. 23 e 26). Tam
bém‘nesta fase o nucléolo deixa de ser observado e ¢ mate-
rial nuclear encontra-se nitidamente diferenciado em duas
regides: uma interna de material cromatinico disposta em
fibrilas poﬁco espessas e uma periférica em que a cromati-

na condensada forma uma camada fina junto a face interna

do envoltdrio nuclear (Figs. 23 e 26). 0 nicleo das

espermatides sofre constrigdo lateral durante o processo de
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alongamento. A constrigao ocorre nos dois lados  diame-
tralmente opostos do nicleo, em que sao encontradas as mem
branas adjacentes, formando depressdes concavas (Figs., 23,

2%, 25, 27, 28, 29, 31).

X medida em que progride o alongamento do ni-
cleo, aumentam de espessura a camada de material cromatfni
co depositada junto a face interna da membrana nuclear
(Figs. de 3% a 38) e as fibras contorcidas, deste mesmo
material, que s3o encontradas narregiéo central da referi-
da organela (Figs. 20, 21, 22, 34, 35). O conteldo nu-
clear continua o seu processo crescente de condensacao
apresentando-se na forma de filamentos espessos e/ou gru-
mos cada vez maiores (Figs. de 29 a 33).  As concavidades
laterais do nlcleo vdo-se tornando cada vez menos acentua-
das até tornarem-se pouco perceptiveis no contorno nuclear
(Figs. 29, 32, 33 e 39). A necessidade de eliminacdo de
excesso de nucleoplasma e de envoltdrioc nuclear determina
o aparecimento de uma protuberancia na regido posterior do
nicleo que resulta na formagio de um bulbo nuclear conten-

do material de baixa densidade eletronica (Figs. 22 e 39).

As membranas adjacentes, durante o amadurecimen-
to das espermatides, afastam-se progressivamente do nicleo
(Figs. de 40 a 44), ao mesmo tempo em que és extremidades
laterais destas membranas se enrolam para dentro como Vum
pergaminho (Figs. 29, 32, 33, 39). Ocasionalmente, em
espermatides ?réximas da maturidade, as membranas adjacen-
tes podem ser observadas, cada uma delas, separadas ao

meio e com cada uma das suas extremidades laterais enrola-
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das para dentro (Figs. 41 e 43). 0 nlclec da célula
espermatica & acompanhado pelas membranas adjacentes desde
a sua extremidade anterior (Fig. 42), na qual se insere ‘0
acrosoma, até sua extremidade posterior (Figs. 45 e 74)

onde se inicia o flagelo.

Os microtdbulos, dependendo da regido nuclear,
aparecem paralelamente a apenas uma das faces do envolto-
rio nuclear delimitadas pelas membranas adjacentes (Figs.

32 e 33) e nd3o sdo visiveis no citoplasma da regido que

margeia o bulbo nuclear (Fig. 39).

0 material cromatinico na espermatide em fase
final de maturagao encontra-se bastante compactado (Figs.
de 39 a 46), porém sua natureza fibrilar ainda & evidente
(Fig. 44).  Este material atinge no espermatozdide o seu‘
grau maximo de compactégéo apresenténdo~se Como umé massa
homogénea onde nenhuma sub-estrutura foi observada (Figs.

de 47 a 53).

Nas espermatides em estadio terminal de desenvol
vimento, nas guais as membranas adjacentes j& se afastaram
das bordaé nucleares, microtibulos em gfande quantidade,
em fila Unica ou dupla, circundam totalmente o nicleo
(Figs. de 40 a Uik}, Também nesta’ocasido pode-se obser-
var um halo claro de citoplasma pouco eléctron-denso entre
o nlcleo e os microtibulos que o circundam (Figs. 40, .42,

43 e 44),

As membranas adjacentes e os microtibulos que
circundam o nicleo ndo persistem no espermatozdide, sendo

eliminados juntamente com o citoplasma desta regido celu-
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lar (Fig. 45).

0 ADJUNTO DO CENTRTOLO

Logo nas primeiras fases da espermiogenese em
C. ecapitata observa-se nas espermdtides um corpo eléctron-
~denso de aspecto granular e com areas eléctron-llcidas

justaposto & regiao posterior do nicleo, onde se insere o

flagelo (Figs. 10, 12, 18, 18). Este corpo, denominado
adjunto do centriolo, circunda a regiZo inicial do axonema
(Fig. 12) e extende-se até um pouco além do inicio dos de-
rivados mitocondriais (Figs. 13, 15 e 2Uu4), Nas esperma-
tides jovens, microtibulos longitudinalmente orientados
~ aparecem assoclados a esta estrutura (Figs. 13, 24, 29 e
39). Na regido de contato entre o niclec e o adjunte do
_centrfolo, o envoltdrio nuclear apresenta-se descontinuo e
modificado pela deposigao de uma camada fina de material

~eléctron-denso (Fig. 12).

"0 adjunto do centriolo decresce durante a esper-
miogénese, passando a ser observado associado ao axonemna
e aos derivados mitocondriais, situando-se entre os {lti-
mos (Figs. 31, 39, 45, 76, 78). Permanece no espermato-
zoide, na regido final da cabega e inicial da cauda, como
uma estrutura bastante compacta, eléctron-densa, localiza-

da entre os derivados mitocondriais (Figs. 51, 53, 81, 86

e 92).
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0 COMPLEXO MULTIVESICULAR

Um complexo multivesicular foi observado no cito
plasma de espermiatides jovens de (. eapitata. Tal estru-
tura consiste de vesfculas individuais com conteldo eléc-
tron-lidcido, agrupadas, embebidas em material granulay fi-
no. 0 conjunto todo aparentemente nao apresenta envoltd-
rio membranoso e foi localizado ao lado do nilcleo nas pro-
ximidades da regiac em que se insere o axonema (Figs. 12 e
27).  Porém, nem a origem, nem o destino deste material
puderam ser acomparhados durante o desenrolar da espermio-

genese.

0 AXONIMA
A - 0 CORPUSCULO BASAL
Em (. eapitata, como na maloria dos insetos,
as espermiatides retem aparentemente um centriolo s&, que
se modifica no corpisculo basal do flagelo. 0 arranijo

ffpico de nove grupos de microtibulos triplos, ainda pode
ser observado na regiao de insergao do axonema no nicleo,
em espermatides em fase adiantada de maturagao (Fig. 68),
A figura 12 mostra, em éorte longitudinal de uma esperméti

de jovem, o corpusculo basal do flagelo envolto pelo adjug
to do centriolo. Em espermatides em fase terminal de

diferenciagdo o par central de microtibulocs parece

dispor-se ao longo de todo corpiisculo basal (Fig. 45) e
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estar ausente no ponto de inserc¢zo deste no nicleo. 0
ponto de insergdo do corpiisculo basal no niicleo, da esper-
matide, apresenta-se preenchido por material de baixa den-

sidade eletronica (Figs. u46 e 50).
B - A FORMACAQ DO AXONEMA

0 axonema das células espermdticas de C. capita-
ta, como na maioria dos insetos, consiste de dois microti-
bulos centrais, nove microtibulos duplos e nove microtibu-
los acessérios, segundo o padrao fundamental 9+ 9 4+ 2
(Fig. 70). No axonema do espermatozdide deste inseto, co
mo em qualquer outro cilio ou flagelo, um membre de cada
um dos nove microtlbulos duplo € ligeiramente menor que o.
outro. Este membro, dgnominado subfibra A, tem dois pe-
éuenos bragos voltados para o membro maiocr (subfibra B) da
dupla adjacente (Figs. 29 e 70). Outra caracteristica
frequentemente observada no axonema dos espermatozodides dos
inéetos e também em C. capitata sdo os depdsitos de mate-
rial eléctron-denso no interior do par central de microti-
bulos e no interior das nove fibras acessbrias (Figs. 80,
87 e 108) e fibras eléctron-densas gue surgem entre o par
central de microt(bulos e as nove duplas de microtibulos
gue o circundam, bém como entre as nove fibras acessdrias
(Fig. 52). O axonema do espermatozdide de C. eapitata

ainda apresenta um bastonete, de alta densidade eletrdni-
ca, no centro do par central de microtibulos e no  centro
das fibras acessérias (Figs. 79 e 108), e extende-se desde

a regiao posterior do nlcleo até a extremidade final da
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cauda do espermatozdide (Fig. 84), onde ocorre o término e
a desorganizagao de alguns de seus elementos tubulares

(Figs. 84 e 85).

Na espermitide bastante jovem o axonema em forma
cao, rodeado por membranas, aparece no citoplasma ao lado
do "Nebenkern" ou complexo mitocondrial, abaixo do niicleo
(Fig. 4). No estadio seguinte o axonema, constituido ape
nas pelo par central e pelas nove duplas periféricas de
microtibulos, permanece circundado por uma membrana lisa e
dupla, e apresenta-se ladeado por duas massas iguais resul
tantes da divisdo do "Nebenkern" ou complexo mitocondrial
(Figs. 5% e 59). 0 axonema na extremidade da cauda da
espermétide em alongamento constitui~-se, apenas, do par
central e das duplas periféricas de microtibulos, estando’
ausentes, af, os derivados mitocondriais e as fibras ou

microtibulos acessdrios (Figs. 9 e 58).

As fibras ou microtdbulos acessdOrios do axonema
sdo formadas a partir de projegbes da subfibra B das du=-
plas periféricas de microtibulos (Figs. 60 e 106), fato
que coincide com o aparecimento das fibras eléctron-densas
entré o .par central e as duplas periféricas de microtibu-
los (Figs. 60, 62 e 108). Com o amadurecimento da esper-
matide a membrana dupla que envolvia o axoﬁema aparente-
mente se desintegra (Figs. 56 e 57),7ao mesmo tempo em Que
surgem no citoplasma da espermatide, membranas lisas e
duplas que envolvem quase por completo ¢ conjunto formado
pelos derivados mitocondriais e o axonema (Figs. 56 e 57),

Dobras ou bolhas nas bordas das células, provavelmente
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decorrenteé da eliminagég de material citoplasmatico e de
membranas, também foram observadas neste interim (Figs.
56 e 57). 0 passo subséquente corresponde ao aparecimen- -
to das fibras eléctron-densas entre as fibras acessorias

(Figs. 70 e 107),

Nas demais eletromicrografias obtidas dos esta-
dios seguintes do desenvolvimento das espermitides de C.
eapitata o axonema Jja apresenta-se completamente maduro e,

portanto, com todos os seus componentes: o par central de
microtibulos preenchido por material eléctron-denso e con-

tendo um bastonete, central, de alta densidade eletronica;
fibras e depdsito de material eléctron-denso entre o  par
central e.as duplas periféricas de microtibulos; duplas
periféricas formadas pelas subfibras A e B; fibras aces--
$5rias preenchidas por material eléetron-denso e contendo
um bastonete, central, de alta densidade eletrdnica; e
fibras eléctron-densas entre as fibras acessorias (Figs.

59, 63, 65, 66, 67, de 71 a 79 e 108).

Dependendo da altura da cauda em que as esperma-
tides foram cortadas, podem-se observar as amplas massas
citoplasméticas comuns existentes entre as espermatides de
um mesmo cisto (Figs. 59, 67, 71, 73). Estas espermati-
des'apresentam 0 axonema maduroc, em alguns'casos ainda
circundado por membranas (Fig. 59), é citoplasma abundan-
te, rico em ribosomas (Figs. 59, 67, 71, 73) e com vesicu

las contendo material fibrilar (Figs. 71 e 74),

Em cortes de cistos na regidoc da cauda de cé&lu-

las espermdticas jovens pode~se observar a existéncia de
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uma ligag3o entre o axonema e os derivados mitocondriais
(Figs. 69 e 72}, a qual nao foi detectada em cortes  cor-
respondentes de células ésperméticas maduras.  Espessamen
tos da membrana plasmatica também foram notados na - regiao

de contato entre duas c€lulas vizinhas (Figs. 72 e 74).

Nas espermidtides em fase final de maturacgao o
axonema mantém-se inalterado enquanto completam~se as
transformagoes nos derivados mitocondriais e ocorre a

eliminagao do material citoplasmatico (Figs. 45, 50 e 79).

No espermatozdide o axonema conserva a organiza-
gdo do axonema maduro, ja descrita em paragrafo preceden-

te (Figs. de 51 a 53, de 80 a 83, 86 e 87).

0S DERIVADOS MITOCONDRIAIS

Como j& mencionado anteriormente, as mitocén-
drias existentes no citoplasma das espermitides jovens,
fundem-se formande o "Nebenkern" ou complexo mitocondrial
(Figs. de 1 a i), Este complexo diviée—se em duas massas
iguais que comegam a se alongar concomitantemente ao desen
volvimento do axonema, e dao origem aos dois derivados
mitocondriais, qué se dispoem um de cada lado do axonema
(Figs. de 5 a8, 54 e 55), Ambos os derivadeos  mitocon-
driais, de identicas proporgdes, extendem-se desde a extre
midade posterior do nicleo (Figs. 10, 12, 18 e 81) até as
proximidades da extremidade final da cauda do espermato-

zbide do inseto (Figs, 84 e 85)., Um dos dois  derivados




33

mitocondriais, alonga-se um pouco mais que o outrc em dire
¢ao d regido posterior do nicleo, onde se insere o flagelo
e se justapde o adjunto do centriolo (Figs. 45, 50, 51, 53

e 81).

Num dos estddios iniciais do desenvolvimento dés
espermatides porgdes de citoplasma adentram os derivados
mitocondriais em alongamento (Figs. de 5 a 9, 54 e 55).
Nesta ocasidao os derivados mitocondriais aparecem delimita
dos por membrana lisa e dupla, sendo que as porgdes de ci-
toplasma que os adentram encontram~se limitadas a esta
membrana (Fig. 54%). No citoplasma destas espermatides
existem extensas membranas do reticulo endoplasmatico que
envolvem os derivados mitocondriais e o axonema (Fig. ShY,
numerosas cisternas do complexo de Golgi, e também comegam’
a surgir microtGbulos orientados longitudinalmente (Fig.

55).

Durante o alongamento das células os derivados
mitocondriais, pareados e mantendo sempre proporgoes iden-
ticas, diminuem consideravelmente de diametro e perdem gra
dualmente as cristas mitocondriais (Figs. 61, 66, 67).
Também nesta ocasizo comegam a se desintegrar as membranas
ao redor do axonema, embora extensas membranas lisas per-
sis{am ne citoplasma (Figs. 56, 57, 78).

Uma camada simples de microtdbulos, surge aoc re-
dor e entre'os derivados mitocondriais (Figs. 1%, 29, 60,
61, 62, 70, 72) das espermatides. No citoplasma da re~-

giao inicial da cauda destas cé&lulas observa-se também uma

grande quantidade de tais miecrotibulos (Fig. 74). No
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entanto nenhum destes microtibulos permanece no espermato-

z6ide (Figs. 51, 52, 80, 81, 82).

Concomitantemente aos eventos descritos acima se
di o aparecimento de formagdes cristaldides densas no inte
rior dos &erivados mitocondriais (Figs. 60 e 62). Estas
formagoes correspondem ao arranjo hexagonal de nuUmerosos
bastoes ao longo da face interna da membrana dos derivados
mitoceondriais adjacente ao axonema (Fig. 76). 0 material

eléctron-denso em arranjo paracristalino continua a se
acumular até preencher completamente os derivados mitocon-

driais (Figs. de 50 a 53, 70, 73, 75, 77 e de 79 a 83).

- Em cortes longitudinais os bastdes apresentam uma conforma

cao ondulada (Figs. 63, B4) e com o amadurecimento das
espermatides estes bastdes vao-se aproximando cada vez
mais. No espermatozdide o material eléctron-densc atinge

seu grau maximo de compactagdo conservando no entanto, seu

arranjo hexagonal original (Fig. 87). Em preparagaes de

espermatozbides contrastadas negativamente em PTA, pode-se

observar que os cristaldides mantém seu complexo padrac de

organizag@o e apresentam uma periodicidade de cerca de
-] o

110 A em seu eixo transversal e de 260 A em seu eixo longi

tudinal (Figs. 103 e 105).

As membranas interna e externa dos derivados mi-

tocondrials mantém-se intactas no espermatozdide (Figs.
52 e 81) porém ndo existem indicagdes de que as cristas
persistam.

0Os derivados mitocondriais que apresentavam con-

torno esférico na espermiatide em fase adiantada de matura-
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gao (Fig. 70), no espermatozdide apresentam-se cdncavos na
face adjacente ac axonema, planos na face em que correm
paralelos, e convexos na face externa, adjacente & membra

na plasmatica (Figs. 52, 80 e 82),

A MEMBRANA PLASMATICA

A membrana plasmitica do espermatozdide de Cerag-

titie capitata apresenta a estrutura de uma unidade de
membrana, mostra-se, portanto, trilaminar e &€ assimétrica.
A camada eléctron-densa externa apresenta~se mais espessa
que a camada eléctron-densa mais interna (Fig. 109). Ne-
nhum recobrimento de material regularmente arranjado foi.
detectado na superficié“externa desta membrana, em qual-
quer das etapas que caracterizam o desenvolvimento normal

das espermatides deste inseto.

0 ESPERMATOZOIDE NA ESPERMATECA

0 manuseio das espermatetas ofereceu alguns pro-
blemas. Frequentemente durante a "toilette" dos blocos
ou mesmo no micrdtomo a cuticula da espermateca destacava-
~se do Epon; Em diversos cortes observados, as espermate
cas apresentavam conteldo esparso e pobremente preservado.
Boa preservagao do material contido nas espermatecas 86

foi obtida quando os espermatozdides encontravam-se agru-
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pados junto a cutfcula (Fig. 91).

As micrografias eletronicas dos espermatozdides
de C. capitata no trato genital feminino, por ocasido da
estohagem destes nas espermatecas,'aparéntemente naé evi-
denciaram diferengas morfoldgicas de sua estrutura basica
em relagdo ds observagbes feitas de espermatozdides ainda
no trato genital masculino, mais especificamente nos testl

culos (Figs. 91 e 92),

Preparagoes de espermatozdides obtides a partir

de espermatecas, contrastadas negativamente em PTA, mostra
ram serem estes filiformes com um comprimento total de cer
ca de 150 pum, medida esta tomada do ﬁnico espécime nao
fragmentado pelo processo de fragmentagao‘ ultra-sdnica
(Fig. 93). Cada espermatozdide & constituldo por uma cabe
ca e uma cauda (ou flagélo) extremaﬁente longas. A cabeca
contém o acrosoma e o nucleo (Figs. de 94 a 97). O acrose
ma insere-se na extremidade anterior do nlcleoc, tem cerca
de 1,5 uym de comprimento, apresenta forma de ampola, contém
em seu interior material eléctron-denso em arranjo periddi
co e acha-se envolto por um complexo de membranas (Figs.
96 e 97). O ndcleo € uma estrutura extremamente eléc—
tron-densa (Fig. 98) e em sua extremidade posterior inse-
re-se o axonema (Figs. 99 e 101). A cauda ou flagelo do
espermatozoide € formada pelo axonema e pelos dois deriQa—
dos mitocondriais (Figs. 102 e 104), sendo que em sua ex-

tremidade final apenas o axcnema incompleto e desorganiza-

do persiste (Figs. de 93 & 95). Na figura 100 = podem=-se

observar os microtibulos centrais, as duplas periféricas
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de microtdbulos, as fibras acessérias e mais o material
eléctron-denso que constituem o axonema. As figuras 103
e 105, fragmentos dos defivados mitocondriais, mostram o
material eléctron-denso em arranjo paracristalino, o qual

preenche totalmente tais estruturas.

Preparagoes deste mesmo material, espermatozdi-
des contidos nas espermatecas das femeas de (. eapitata,
contrastadas negativémente em solugdao aquosa de acetato
de uranila a 2% a pH 4,0 n3o apresentaram resultado satis-

fatério.  Como ndo se procedeu ao acerto do pH da solucdo

de uranila utilizada, atribuimos a alta acidez desta solu-
gao a baixa qualidade apresentada por nossos preparados.
Portanto, as micrografias eletronicas obtidas do material

por este tratamento nao foram incluidas no nosso estudo.

VARTIACOES METODOLOGICAS

VARIACAO A ~ ESTOCAGEM DO MATERIAL PARA ESTUDO, EM GLUTA-
RALDEIDO A 0,25%, é0R 7 A 15 DIAS, A 10°C E
POS-FIXACAO, DO MESMO, EM MISTURA DE TETROXI-
DO DE OSMIO E FERRICIANETO DE POTASSIO, OU EM

MISTURA DE TETROXIDO DE_GSMIO E ACIDO TANICO.

A estocagem, com concomitante fixacgao,de testicu-
los, de machos de (Ceratitis capitata, em solugdo de gluta-
raldeido a 0,25% em tampao fosfato Sorensen 0,1M, a pH

744, contendo 3,5% de sacarose e tragos de cloreto de cal-
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cio, por periodos de 7 a 15 dias, a 10°C, mostrou ndo ter

influéncia na qualidade da preservagao das estruturas inter
- - - ‘

nas das celulas espermaticas, a qual se apresentou sempre

bastante satisfatdrio.

A‘pés—fixagéo do material em mistura de tetrdxi-
do de Osmio e acido tanico, ou em mistura de tetrdxido de
O6smio e ferricianeto de potdssio preserva bem as estrutu-
ras internas das células espermiticas e evidencia particu-

larmente bem membranas (Figs. de 12 a 22, 26, 27, 35, u6,

73 e 8l,edelal, 54, 56 e 57).

VARIACAO B - FIXACAO EM MISTURA DE GLUTARALDEIDO E ACIDO

TANICO.

A fixagao, do material em estudo, em solugdo de
glutaraldeido a 3% em tampao fosfato Sorensen 0,1M a pH
7,4, contendo 3,5% de sacarcse e trages de cloreto de c3l-
cio, adicionado de 2% de Acido tdnico, com pds-fixagdo em
tetrdxido.de Osmio, ndo mostrou resultados satisfatdrios.
Os testiculos ficaram rijos e quebradicos, o que dificul-
tou e prejudicou a obtencgao de bons cortes. Quando da
obsérvagao, apds a contrastagdo dos cortes com uranila e
chumbo, constatou-se também que o material ndo apresentava
uma boa preservagao das estruturas internas das células

espermdticas. Porém as figuras 68 e 69 foram de grande

valia para nosso estudo.
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VARTACAO C - DESIDRATAGAC EM ETANOL 95% CONTENDO 2% DE
PTA.

Em cortes de material submetido & desidratagéo
em 4lcool contendo 2% de PTA e nio contrastado com uranila
e chumbo, detectou~se diferencas de densidade eletrbnica
entre os nicleos das células espermiticas em diferentes fa
ses de maturacgao. Este mesmo material quando constrasta-
do com uranila e chumbo e novamente observado, nio apresen

tou outras diferengas de densidade eletronica do  nicleo

das células espermiticas, que nac aquelas devidas a com-

pactacgdo cromatinica inerente & espermicgénese.

'0s niicleos das células esperméticas jovens pro-
venientes de material desidratado em alcool contendo 2% de
PTA, e n3ao contrastado com uranila e chumbo, apresentam
densidade eletronica semelhante & dos nicleos das celulas
somdticas quando tratados pelo mesmo processo (Figs. de 7
a 9). Os nlUcleos, de espermidtides em alongamentc e  em

~ . -,
processo de compactagac de seu material cromatinico, mos-

tram-se eléctron-densos apenas em sua regido central e em

algumas zonas prdximas d face interna do envoltdrio nu-
clear (Fig. 36). 0s ndcleos dos espermatozdides tratados
por-EPTA apresentam~se eléctron-licidos (Figs. 47, 53 e
86). Ji os niicleos das células somiticas da parede  do

cisto apresentam densidade eletronica normal, tendo ineclu
sive o nucléclo bem diferenciado (Fig. 47). Por este mes
mo método de preparacdao o par central de microtiibulos e as

fibras acessOrias do axonema ndo apresentam conteiido eléc~
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tron-denso, ehquanto que os derivados mitocondriais apre-
sentam alta densidade eletronica, e a natureza  hexagonal
do arranjo do material que os preenche pcde ser observa&a
(Fig. 87). Diferencas de densidade eletrdnica também fo-
ram notadas na regido dos derivados mitocondriais onde apg
recem as formagoes cristaldides densas, dependendo da fase

do desenvolvimento da espermatide (Figs. 75 e 77).

Os nicleos das células espermdticas jovens, de

material desidratado em &lcool contendo 2% de PTA (EPTA) e

contrastado com uranila e chumbo, nao apresentam diferen-
cas significativas de densidade eletrcnica daqueles gue
ndo haviam recebido uranila e chumbo (Figs. 5 e 6). J& os
nlicleos das espermdtides em alongamento e enm prcoccesso  de
compactagao de-seu material cromatinico, tratados porl
EPTA, quando contrastados com uranila e chumbo voltam a
apresentar a densidade eletronica caracteristica desta
fase de seu desenvolvimento. Sendo as zonas de maior den
sidade eletronica detectadas anteriormente, quando do tra-
tamento por EPTA, sem contrastagdo por uranila e chumbo,
correspondentes as regides em que o material cromatinico
encohtrawse menos compactado (Figs, 36, 37 e 38). 0s ni-
cleos dos espermatozGides que, em auseéncia de uranila e
chuﬁbo, apresentavam-se eléctron-llcidos, Quando do uso
destes mostraram elevada densidade eletrdnica (Fig. 49).
A observagao das figuras 36 e 37 mostra que ndo houve dife

rengas significativas na densidade eletrdnica apresentada

pelos flagelos quando do uso ou nao da contrastagéo por

uranila e chumbo.
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Esquema mostrando ﬁm espermatozdide de Ceratitis
capitata e a ultra-estrutura das diferentes partes de que
€ constituido. I = espermatozdide; II = regido inicial
da cabega do espermatozdide; III = regiao compreendida
entre o final da cabega e o infcio da cauda do espermato-
zﬁide;_ Iv = regi&é final da cauda do espermatozdide;
ACR = acrosoma; N = nllcleo; CB = corpisculo basal;

DM derivado mitocondrial; AC = adjunto do centriolo;

[

]

AX axonemas MC = par de microtibulos centrais; DP =
duplas periféricas de microtﬁbulbs; FA = fibras aces-
sorias; % = material eléctron-denso depositade no inte-
rior dos microtibulos centrais e das fibras acessdrias;
ID = fibras eléctro-densas entre os microtibulos -.centrais
e as duplas perifé.icas de microtibulos, e entre as fibras.

acessérias; E = extremidade final da cauda do espermato-

zoide.

Na complementagio de nossas observagoes para a
elaboragido do esquema da ultra-estrutura do corpﬁscplo ba-
sal, do axonema e da extremidade final da cauda do esperma
tozdide de C. capitata utilizamos as publicacoes de Warner
(31,‘92) sobre Sarcophaga bullata e também as de Perotti

(56) e de Tokuyasu (86) sobre D, melanogaster.
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DISCUSSAD

A espermiogénese em Ceratitis capitata segue uma
sequéncia de eventos morfoldgicos semelhante Aquela obser-
~ vada para a maioria dos insetos (60) e particularmente se-
melhante as descritas por Schrankel e Schwalm (70) para
Coelopa frigida, por Warner (82) para Sarcophaga bullata e

por Baccetti e Bairati (4; 12) em Dacus oleage.

Nos cistos, nos testiculos, de Ceratitis capitata
encontramos cerca de 250 cé€lulas espermdticas. A gquanti-
dade teoricamente‘esperada seria de 256 cé€lulas espermdti-
cas por cisto, ou seja 2" sendo n = 8 (60). Kiefer (43)
e Anderson (1) relatam que em D, melanogasgter frequente~
mente o nimero de espermatozfides observados por cisto &
inferior aquele teoricamente esperado. 0 nimero de cé&lu-
las espermdticas, teoricamente esperado, por cisto em D.
melanogaster € de B4 (22) porém segundo Kiefer (43) scmen-
te cerca de 20% dos cistos maduros apresentam a gquantidade
teoricamente eéperada de espermatozdides. Cremos que a
diferenca entre o nimerc de células espermiticas teorica-
ﬁente esperado por cisto e o nﬁmeyp destas mesmas cé&lulas
efetivamente observado nos ecistos de (. capitata, bem como
em Drosophila, deva-se a eliminagdo de c€lulas possivelmen

te invidveis devido a alteragdes morfofuncionais.

Seguﬁdo Virkki (80), os dados do pardgrafo acima,

nimero de células espermiticas por cisto, sao indicativos

da posicdo filogenética ocupada pelo inseto dentro do gru-
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pPo a que pertence, Estudos deste autor levaram-no a con-
cluir que as ordens mais primitivas de insetos possuem um
nimero maior de células espermdticas por cisto do que  as
ordens mais modernas, e que dentro de uma mesma ordem, os
grupos mais modernos ou mais especializados tendem a pos-
suir menos espermatozbides por cisto.  Virkki (90) sugere
também que o nimero reduzido de espermatozdides por cisto
pode indicar uma menor produgao global de espermatozdides,
© que provavelmente teria um valor adaptativo na limitacdo

da variabilidade genética. De acordo com este estudo C.

capitata e Dacus oleae (4) (Diptera, Tephritidae), ambos
com 256 espermatozdides por cisto, representam‘um grupo
menos especializado relativamente & Sarcophaga bullata e &
Drosophila sp, as (uais apresentam respectivamente 128.
(92) e 32 bu 64 ou 128.(22; 52) células espermdticas por
éisto. Assim como Ceratitis capitata e  Dacus oleae,
Sarcophaga bullata e Drosophila sp. pertencem a ordem

Diptera, a subordem Cyclorrhapha e a tribo Schizophora.

Muitos investigadores (43 35; 52; 80) tem vrelatado
que nos insetoé as espermétides jovens apresentam-se ampla
mente separadas ou encontram-se ligadas, como também por
nSs observado em (. capftata, por pontes finas de citoplas
ma. Estas pontes resultam de citocineses incompletas du-
rante as divisces gonials e meidticas das cflulas germina-
tivas. 0 porqué da retengao das comunicagdes citoplasmati

cas entre as c&lulas espermaticas dos insetos tem sido uma
preocupagac constante entre os estudiosos da espermiogéne-

se. Diversas fungoes tem sido atribuidas a permanéncia

destas intercomunicagdes celulares. Fawcett, Ito e
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Stautterback (25) postularam que tais conexodes poderiam
facilitar a difusao de uma substéncié que exerceria o con-
trole da diferenciagao sincronica. Uma outra interpreta-
gao (75) enfatiza a "igualdade de oportunidades fisioldgi-
cas" em grandes grupos de c€lulas que algumas vezes encon-
tram-se isoladas de seus suprimentos sanguineos. Uma
idéia posterior (77) propde que a morfologia geral das cé-
lulas dos cistos e a retencaoc das pontes citoplasmaticas PO
deriam ser, ambas, mecanismos para distribuicdo equitativa
dos nutrientes que chegam,e eliminagao do acimulo de produ
tos residuais. Ainda uma possibilidade adicional (77)
aplicadvel a diferenciacao da célula germinativé, seria que
as intercomunicagdes citoplasmiticas serviriam para uma
distribuicac mais uniforme das moléculas de informagao'sig-

tetizadas durante a préfase da meiose.

As espermatides de (. capitata a certa altura do
processo de diferenciagao, como também as espermitides de
D. melanogaster observadas por Kiefer (43), Stanley e cola
boradores (77), Tokuyasu, Peacock e Hardy (87), aparecem
fundidas na reéiéo da cauda em um extenso sincicio, sepa-
randOMSQ novamente nas ultimas fases da maturagao. Para
Sfanley e colaboradores (77) as amplas fusoes de massas ci
toplasmiticas anteriormente separadas dao a impressac  de
ocorrerem ac longo do comprimento de cada cisto, e as célg
las individuais de separarem-se novamente em estddios pos-
teriores. Estes mesmos autores observaram em numerosos
cortes ao longo do comprimento das esperméﬁides‘ que em

qualquer grupo de espermatides iguais, alguns niveis apre-
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sentam uma separagdo completa em células individuais enquan
to outros niveis, na altura da cauda, encontram-se fundi-
dos em amplas massas citoplasmaticas comuns. Stanley e
colaboradores (77) acreditam que tais configuragdes sejam
resultantes de fixagac inadequada e da compressao ou esti-
ramento‘dos testiculos durante a manipulag@o dos tecidos.
J& Tokuyasu, Peacock e Hardy (87) trabalhando com Droso-
phila melanogaster, relatam o aparecimento de extensas pon
tes citoplasmaticas entre as espermitides de um mesmo cis-

to, na altura da cauda das mesmas, no periodo imediatamen-

te anterior a fase de individualizacdo destas células. Se
gundo estes autores as pontes ndo sao uniformemente distri
buidas ao longo do enorme comprimento da cauda, mas todas
as espermiatides encontram-se provavelmente interconectadas .
em um nivel ou em outro. Entendem ainda que tais pontes
sao varifveis tanto em comprimento como em largura e  que
na regido da cabega, as conexCes raramente sao observa-
das. Da Cruz-Landim (23) em estudo realizado sobre a for
magao de membranas durante a espermatogénese de Conocepha-
lus saltator (Orthoptera), também relata a presenca de
pontes cifoplasméticas mais largas do que as usualmente
observadas entre espermidtides que pertecem a um mesmc cig-
to.  Segundo observagoes pessoais'do mesmo autor estas
pontes cit0p1asm£ticas mais largas ou as amplas ﬁassas
citoplasmaticas comuns observadas entre as espermatides
‘de um mesmo cisto, seriam as mesmas pontes estreitas do
infcio da espermiogénese que se tornariam mais amplas devi
do ao processo geral de alongamento das espermitides.

As extensas pontes citoplasméticas gue surgen
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interligando espermitides de um mesmo cisto em C. capitata
tem comportamento semelhante ao descrito por Tokuyasu,
Peacock e Hardy (87) em D. melanogaster. Observamos tam-
bém em C. capitata que o aparecimento de tais ligagdes, co
mo em D. melanogaster (B7) & sempre anterior a fase de in-
dividualizagiao das espermatides. Com base nestes dados e
de acordo com ¢s autores supra citados, cremos que o apare
cimento de tais pontes seja caracteristico de uma fase eé—

pecifica da espermiogénese nestes insetos, e discordamos
do postulado por Stanley e colaboradores (77) que as refe-

ridas pontes possam ser artefato de técnica.

BSTEDIOS QUE CARACTERIZAM A ESPERMIOGENESE

NORMAL EM CERATITIS CAPITATA

0 desenvolvimento sincrdnico de espermidtides isdge
nas e a orientagac paralela das c€lulas dentro dos cistos
s3o observados mesmo nos estadios mais avangados da esper-
miogénese. nos insetos. Tais fenomenos permitem o estabe-
lecimento de uma sequéncia bastante precisa dos eventos
que ocorrem durante o processo de diferenciagac da cé€lula
espérmética. Neste estudec, nos propusemoé a estabelecer,
para (. capitata, a correlagao do desenvolvimento das drgi
nelas com as varias fases de sua espermiogénese. Estudes
semelhantes foram desenvolvidos por Stanley e colaborado-
res (77) para Drosophila melanogaster, e por SzBll8si (78)

para Locusta migratéria, com o objetivo de tragar uma 1li-
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nha mestra para orientagio de investigacgdes futuras e que
se constituisse num instrumento auxiliar no  entendimento
das anormalidades que podem ocorrer durante a espermiog%—
nese, Proposta esta que também fizemos nossa e, a despeil
to de ser este um sistema dinamico, apontamos na espermio-
génese_de C. eapitata dez estadios caracteristicos. 0
terceiro destes estadios, devido talvez & curta duragao
temporal dos eventos que o caracterizam, nao foi documenta
do e encontra-se descrito fundamentado nas observagdes dos
estddios que o antecederam e o pfccederam, € nas observa-
¢bes de Stanley e colaboradores (77) e SzB118si (78) para
o estddio correspondente. Junto d caracterizacgao destas
fases, a morfologia das organelas individuais foi estudada

e suas transformagoes progressivas também foram acompanha-.

das.
0 ACROSOMA
Récentes revisoes abordando o processo de diferen-
clagdo das células espermaticas (3; 60; 96) apontam o

acrosoma dos insetos, qual o dos outros animais, como um
produte do complexc de Golgi. .Na maioria‘das espécies de
insetos nas quais a formagao do acrosoma foi docuﬁentaﬁa,
pode-se observar inicialmente o aparecimento de um  corpo
esférico, denominado granulo pré-acrosdmico, junto a face
concava do complexo de Golgi. Este granulo situa-se entre

a vesicula mais interna do complexo de Golgi e o ndcleo da
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espermatide jovem, e passa por modificacdes graduais até

atingir sua forma definitiva no final da espermiogénese.

Em C. capitata os primeiros momentos da  formagdo
do acrosoma nao foram por nds documentados. Supomés que
tal fato déva—se a rapidez com que este evento se proces-
sa. A organela em questdao so foi por nds observada quan-
do j& no formato de um granulo denso situado anteriormente
ao niicleo das espermatides em alongagao. Nestas esperma-
tides uma membrana intersticial, da qual n3ao dispomos de
referéncias de que tenha sido anteriormente observada nos
dipteros, percorre O espago existente entre o acroscma e o©
nicleo, Estrutura semelhante foi detectada por Kaye (37)
em Acheta domesticus, por Sz8ll8si (78) em Locusta migra-
toriag, por Baccetti e colaboradores (8) em Bacillus  vos—
sius. McMaster-Kaye e Kaye (49) sugerem que a  membrana
intersticial seja responsavel pelo posicionamento do granu
lo proacrosomal e pela sua unido ac nicleo nas fases ini-

cials da espermiogénese.

0 acrosoma do espermatozdide de C. capitata & pe-
queno e océupa uma posigao lateral em relacgio a extremidade
anterior do nlicleo, o gue parece ser uma caracteristica
comum entre os dipteros (3; 5635 92). Sua organizagao
ultra-estrutural mostra detalhes e periodoé similares aqug
les sO previamente observados nos dipteros por Warner (92)

no acrosoma do espermatozdide de Sarcophaga bullata.

Acredita-se que o acrosoma dos espermatozdides dos
animais esteja envolvido na penetragao destes através da

membrana do Svulo e sabe-se que o mesmo contém enzimas
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hidroliticas. Phillips (61) sugere que estas enzimas
poderiam se encontrar esPecificamente distribuldas, em
arranjos paracristalinos, nas diversas regices do acroso-
ma. Esta sugestao nos leva a tragar um paralelo ehtre o
material em arranjo paracristalino observado- no interior
do acrosoma de Ceratitis capitata e as enzimas hidroliti-
cas referidas por Phillips (61). 0 arranjo paracristali-
no por nés observado no interior do acrosoma de C. capita-
ta € bastante uniforme, daf nossa suposigdo de que o con-

teldo enzimdtico desta organela tenha uma distribuigdo ho-

mogenea ao longo de seu comprimento. Diferentemente do
observado por Kaye (37) em Orthoptera e suposto por Perot-

ti (56) para Drosophila melanogaster.

AS TRANSFORMACOES NUCLEARES

526D a

A - 0 ALONGAMENTO DO NUCLEO E A CONDENSACAO DA CRCMATINA

O formato do nlcleo dos espermatozdides varia ampla
mente entre o0s animais e parece ser uma caracteristica de
determinadas ordens, familias ou mesmo de espécies indivi-
duais. ASEO numerosos os estudos referentes as transforma-
goes que ocorrem nos nicleos das células sexuals masculi-
nas e sobre o0s possiveis mecanismos que concorram para . as
mesmas durante a espermiogenese. Em Ceratitis capitata
pode-se observar que o nicleo das espermatides jovens apre
senta um formato esférico a ovGide com conteiido cromatini-
co semelhante em aparencia a cromatina.do nicleo das célu-

las somiticas. Durante o processo de alongamento  esta
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cromatina sofre intenso processo de reorganizagao resultan
do em uma massa altamente compacta contida em um nucleo
extremamente alongado caracteristico da maioria das espé-
cies de insetos (3; 60). Neste inseto, em = espermitides
jovens cujos nlicleos apresentam-se ovOides, aparentes pém
ros nucleares formam um arranjo especifico em uma Erea de-
terminada do envoltdrio nuclear. Poros nucleares em
arranjo gsimilar foram observados por Stanley (76) no peixe
telebsteo Oligocottus maculosus. AclGmulo de poros nuclea

res em regiao determinada do envoltdério nuclear foi também

documentado por Terakado (81) em espermitides jovens de
Physa acuta, um caramujo pulmonado. 0 possivel significa
do funciocnal de tal arranjo nac se encontra, ainda, escla-

recido.

Em C. capitatd-surgem no citoplasma que circunda o
nicleo da espermatide, no inicio do periodo de alongamento
deste, numerosos microtibulos e duas membranas adjacentes
ao envolidrio nuclear.em locais onde posteriormente se for
mam concavidades. Diversas teorias tem sido formuladas
na tentativa de esclarecer os possiveis mecanismos implica
dos has.transformagBes que determinam as caracteristicas
finais do nlcleo dos espermatozdides. Kessel postula
(39g 40; 41) que os microtibulos poderiam ser responsaveis
pelo alongamento e formato do nicleo das células esperma-
ticas. TFawcett, Anderson e Phillips (24) acreditam no

entanto que a forma do nlcleo poderia ser determinada por

um padrdo especifico de agregagio do DNA e proteina, gene-

ticamente controlado, durante a condensacao da cromatina.
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Diferentes publicagSés ora corroboram uma, ora outra das
hipSteses acima, ou até ﬁesmo a ambas (293 33; u2; 73; 9#;
95). Mais recentemente.Brick, Liféchitz e Friedl8nder

(21) propuseram que a distribuigao dos diferentes componen
tes celulares que parecem estar eﬁvolvidos nb alongamento
e formato do ndcleo das células espermiticas seria depen-
dente do envelope nuclear. Estes autores fundamentaram-
~-se nas teorias de Tilney (82), e Franke e Sheer (28) que
acreditam ser o envoltOrio nuclear um mosdico de areas

contendo diferentes informagces posicionais.

Compartilhandc o pensamento de Tokuyasu (84) nos
julgamos que nenhum dos mecanismos abordados aéui poderia
por si s4, responder pelas complexas transformagoes que
levam & estrutura iinal do nGcleo dos espermatozéideé.-
Cremos também que a interagao entre.o padrac de agregagao
da cromatina, os microtibulos, a membrana nuclear e outros
elementos citoplasméticos, os quais serdo discutidos a se-
guir, tenha importante papel nas transformagoes sofridas

pelo niicleo das células espermaticas.

B - AS MEMBRANAS ADJACENTES

Nds relatamos aqui a presenga de duas membranas
adjacentes ao envoltdrio nuclear em espermitides de Cera-
titis capitata. Estruturas similares foram relatadas em
espermatides de Sarcophaga (92), Leptogaster (24), Mallo-
phagus (77), Drosophila (77, 84) e Coelopa (70). Estas

membranas sao eliminadas juntamente com ¢ citoplasma  que
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circunda o nidcleo quando as espermdtides aproximam-se da
maturidade, ndo permanecendo portanto nos espermatozdides.
Warner (92) estabelece que as membranas adjacentes ao nﬁm
cleo apresentam a estrutura de uma unidade de membrana e
originam-se do envoltdrio nuclear. Nenhum dos relatos
posteriores de estruturas similares em espermatides de
outras espécies de insetos, tampouco o nosso, corroboram a
hipdtese de origem de Warner (92). J& a estrutura de uma
unidade de membrana foi observada em espermidtides de (oe=-

lopa (70),porém ndo nas espermdtides de Drosophila (77;

84). A origem bem como a natureza das membranas em ques-

tao permanecem ainda desceonhecidas.

Tokuyasu (84) acredita que as membranas adjacentes
ao ndcleo nas espermdtides de alguns insetos tenham grande
importancia na distribuicio dos microtibulos e consequente
mente nos mecanismos de condensagao nuclear. Para
Schrankel e Schwalm (70) as membranas conferem rigidez &
cabega da espermdtide em alongamento. Ainda segundo egtes
mesmos autores b fato destas membranas naoc se deformarem
mesmo com.o aumento do denso empacotamento das espermati-

des no cisto, demonstra a grande estabilidade das mesmas.

C - AS CONCAVIDADES NUCLEARES

Em Ceratitis capitata, como Jj& citado neste texto,

uma das caracteristicas das transformagOes nucleares  8ao
as concavidades que se desenvolvem durante o perfodo de

alongamento do nlcleo e atingem o seu grau maximo no perig




5L

do inicial da condensagdo cromatinica. Tais concavidades
desaparecem gradualmente e aparentemente nao deixam sinaié
perceptiveis no formato final do ndcleo do  espermatozdi-
de. Segundo Tokuyasu (84) & possivel que a distribuigao
da cromatina no ndcleo maduro seja determinada anterior—
mente 5'aquisig§o da grande rigidez pela cromatina, duran-
te o processo final de agregagao. Julga ainda que a for-
magao das concavidades, as quais gsao mais profundas ao
nivel médio do nicleo, tornando-se mals suaves em ambas as

extremidades, teriam um papel importante na definigao da

distribuigao da cromatina. Nossas cobservacgoes a respeito
do processo de condensagao da cromatina durante a espermio
génese em (. capitata nos conduzem 3 aceitagdo da hipltese

do autor supra citcdo.

0 ADJUNTO DO CENTRIOLO

Em Ceratitis capitata, como tem sido descrito, ana
1isado ou mencionado em muitas outras espécies de insetos
(3; 60) oﬁserva—se justaposta & extremidade caudal do ni-
cleo das espermatides e circundando a porgazo inicial do
flagelo, uma estrutura de aspecto éranular_e com areas
eléctron-licidas. | Tal'estrutura, denominada adjunto  do
centriolo, apresenta-se bastante volumosa nas espermati~

des, diminui consideravelmente durante a espermiogénese,

e permanece Como um COrpo pelativamente DEqUENQ, COMpacto
e de alta densidade eletronica nos espermatozdides. Com-

portamento semelhante a este foi descrito por Breland e
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colaboradores (20) emrdiversas especies de insetos, enquan |
to que em Seiara (58; 59), em algumas espécies de Lepi-
doptera e em alguns Tricobtera (60), e em pelo menos uma
espécie de Coleoptera (29) o adjunto do centriolo desapare

ce completamente durante a espermiogénese.

Em espermitides de C. capitata o envoltdrio nu-
clear apresenta-se modificado por depSsitos de material
el8ctron-denso na regido de contato entre o adjunto do cen
triolo e o nlcleo. Alteragdes semelhantes sao relatadas
por Yasuzumi e colaboradores (98) em espermatides de Aeri-
da lata. No inseto por nés estudado o envoltorio nuclear
apresenta-se descontinuc na regiao supra citadé. Warner
(92) e també@m Schrankel e Schwalm (70) observaram desconti-
nuidades no invSlucro nuclear, na regiao em que se justém-
poe o adjunto do centrfolo, em espermdtides de Sarcophaga
bullata e Coelopa frigida respectivamente. Schrankel e
Schwalm (70) postulam que tais descontinuidades facilita-
riam a passagem de material entre o nucleoc e o adjunto do
centriolo. Entendem ainda que este material poderia ori-
ginar-se das pfoteinas somdticas complexadas ao DNA, as
quais sdo total ou parcialmente substitufdas por proteinas
eépecificas das células espermiaticas no decorrer da esper-
miogénese,_ou ainda de partes do génoma que tenham sido
amplificadas nos espermatScitos, tais como as regides nu-
cleolares, e que tamb&m sairiam do niicleo durante o proces

so de maturagac destas cé&lulas (70).

Taffapel € Esponda (79) trabalhando com algumas

espécies de Orthoptera, estudaram detalhadamente a nature-
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za quimica do-adjunto do centriolo, empregando diferentes
técnicas citoquimicas de coloragdc para microscopia eletrd
nica, combinadas com algumas digestOes enzimdticas. Os
resultados obtidos por estes autores mostram que © édjunto
do centriolo &€ composto principalmente por ribonucleopro?
teinas e proteinas. Apontaram, também, que histonas ri-
cas em arginina e lisina, bem como um determinado tipo de
protefna similar aquela que aparece no nucléolo parecem
estar presentes no material que forma a estrutura em ques-
tao.

. 0 adjunto do centrliolo sofre mudangas na sua orga-
nizagdo estrutural durante o processo de maturagao das
espermitides de C. capitata, e estas transformagoes tem
semelhanga com o observado por Yasuzumi e colaboradores‘
(98) em espermitides dé”Acrida lata. Estes autores propu
seram que tais modificagdes seriam decorrentes de um pos-
sfvel papel nutritivo exercido pelo material constituinte
do adjunto do centriolo junto ao axonema, durante o desen-

volvimento deste Ultimo.

A funcdo do adjunto do centrfolo, no entanto, nao
&€ bastante clara. Muitos autores tem apresentado diferen
tes.proposiQSes para o papel desempenhado por esta estrutu
ra que no espermatozdide dos insetos acha-se localizada_em
posigao correspondente a pega intermediaria dos espermato-
z0ides dos ﬁamiferos. Gatenby (30) e Gatenby e Tahmisian
(31) s3o favoraveis a uma fungdo de ancoragem para O adjun
to do centriolo, nolsentido de fixar o flagelo ao niicleo

do espermatozdide. Opiniao esta partilhada por Breland e
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colaboradores (20) e Fawcett e Phillips (26). Ja Baccetti
(3) acredita que se o segmento inicial do axonema dos
espermatozdides dos insetos encontra-se alojado dentro do
adjunto do centriolo e, sendo este segmento aparenﬁemente
o responsavel pelo inicio do movimento do filamento axial
(8), uma fungdo mecanica para o adjunto do centriolo seja

- -
a mais provavel.

NOs somos favoraveis a hipdtese de Schrankel e

Schwalm (70) gquanto a origem do adjunto do centriolo nos

espermatozoides dos insetos. Ja a funcao mecanica postu-
lada para esta estrutura por alguns autores (33 20, 263
303 31) nzo nos pafece ger a mais correta, uma vez que,
apesar do adjunto do centriolo ser uma estrutura aparente-
mente comum s espermitides dos insetos, nao & uma consta&l
te no espermatozdides destes animais (60). Resta no entan
to a possibilidade de que a fungao mecanica seja exercida
pela estrutura em questao somente nas fases iniciais da

espermiogeénese.

0 COMPLEXO MULTIVESTCULAR

Uma estrutura multivesicular, nao documentada ante
piormente nas numercosas publicagoes existentes sobre a
espermiogénése nos insetos, foi por nds observada no cito-
plasma de espérmétides jovens de Ceratitis capitata. Pe-
rotti (57) menciona a presenca de estrutura semelhante no

citoplasma do gameta feminino de Drosophila momentos apos
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a fertilizagﬁb do mesmo. Tal estrutura, da qual  também
nao se dispunha de relatos anteriores, aparece associada
aos derivados mitocondriais apds dissociagao dos elementos
que compdem a cauda do espermatozdide quando os derivados
tornam-se livres de sua membrana limitante. ~ Perotti (5?)
sugere que o complexo multivesicular possa conter agentes
1iticos, uma vez que a fusao do mesmo com o derivado mito-
condrial segue-se o desarranjo e a desagregacao .= gradual
dos componentes e a fragmentagdo final da estrutura. NOs
somos conduzidos a supor que o complexo multivesicular por
nds relatado nas espermatides jovens de (. capitata  tam-
bém possa ser um reservatério de agentes liticos, uma vez
que o mesmo sG foi observado em espermatides jovens, em
fase que precede 3s extensas modificagoOes citoplasmaticas’
sofridas por estas células. Tal estrutura poderia conter
os agentes necessarios aos processos de segregagao do cito

plasma e individualizag@o das células espermiticas.

0 AXONEMA

A - 0 CORPOSCULO BASAL

Para Phillips (60} o corplisculo basal do  axonema
das espermdtides maduras de algumas espécies de insetos
carece da organizagao tipica de microtdbulos triplos. Isto
deve-se, segundo este autor, a falta da placa basal que na

maioria dos cilios e flagelos separa © corpusculo basal do




59

axonema mbvel. Observagdes em Drosophila (45), Sarcopha-
ga (92), Baecillus (8) e em Ceratitis mostram que a re-
gido mais inicial do axonema de espermatides em desenvol-
vimento retém o grupamento normal de microtibulos triplos.
Da mesma forma que em espermatides maduras de Drosophila
(56), Sarcophaga (92) e Bactllus (8), em (. capitata ©
par central de microtibulos parece extender-se ao longo de
todo o corplsculo basal. Tal arranjo estrutural & atri-

bufdo, também, por Warner (92) & ausencia da placa basal.

B - A FORMAGAO DO AXONEMA

No axonema dos espermatozdides de‘C. capitata o
padrao de Crganizagao dos microtﬁbﬁlos corresponde ao
arranjo classico de dois microtibulos centrais, nove  du-
plas de microtidbulos periféricos e nove microtibulos aces-
sdrios, observado para a grande maioria dos espermatozoi-
des dos insetos (33 71). A sequéncia temporal de forma-
¢3o do axonema neste inseto nao difere daquela relatada em
numeposos'estudos anteriores referentes'a célula germinati
va mascilina de diferentes espécies de insetos (3; 453 563
603 713 77; 783 87; 927,

0 axonema ﬁa exfremidade de crescimento da cauda,

em espermiatides jovens de C. capitata, & niveis nos quais

os derivados mitocondriais ainda nao se lhe associaram,
o L3 ] . -

apresenta-se com a estrutura basica de dois microtubulos

centrais mais as nove duplas de microtibulos periféricos.

Esta observagao encontra correspondéncia nos relatos de
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Tokuyasu (86), o qual descreve também o aparecimento de
uma membrana que envolve o axonema assim constituido quan-
do da associagio do mesmo com os derivados mitocondriais
em formagao. Ainda segundo o mesmo autor esta membréna
teria por finalidade manter a integridade do axonema em
formagao e s5 desapareceria durante o processo de indivi-
dualizagzo das espermétides. Fenomenos correlatos a
estes foram por nds observados durante a espermiogenese em

C. capitata.

Stanley e colaboradores (77), postulam que a estru
tura basica do axonema desenvolve-se como uma unidade, en-
quanto que as estruturas acessérias (fibras acessorias, fi
bras densas, etc.) teriam um gradiente de desenvolvimento,
e que possivelmente o axonema basico e suas estruturas
acessOrias desenvolvem-se segundo dois eixos distintos, o©
primeiro extendendo seu comprimento como uma unidade no
eixo préximo-distal e o Ultimo desenvolvendo-se ac  longo
de um eixo transversal. Nossas observacgoes em C. ecapita-
ta, as observagoes de Tokuyasu (86), as observagoes de
SzB118si (78),'referentes % formagdo das fibras ou microtl
bulos'acgss5rios e aparecimento do material eléctron-denso
e.fibras eléctron~-densas parecem confirmar a hipltese de

Stanley e colaboradores (77).

Conforme relato de Tokuyasu 686), no periodo Que
precede a individualizagao das espermatides, pode-se obser
var que o espégo entre a membrana que envolve o axonema €
a membrana externa dos derivados mitocondriais  apresenta-

-se mais eléctron-denso do que a matriz citoplasmética ge-
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ral. Relata também que tal material ou materiais eldc-
tron-densos possam ser responsaveis pela associagao obser-
vada entre a membrana que envolve o axonema e os derivados
mitocondriais. Dolder (observagoes pesscais) trabalhando
com Triatoma infestans (Hemiptera) também detectou  liga-
goes densas entre o axonema e os derivados mitocondriais,
em fragmentos da cauda de espermatozdides, deste ingeto,
submetidos a fragmentagao ultra-sonica e contrastados nega

tivamente em PTA. Ligactes eléctron-densas, entre o axo-
nema e os derivados mitocondriais, as quais sugerimos se-
rem andlogas as documentadas por Tokuyasu (88) em Drosophi
la melanogaster e por Dolder em Triatoma infestans, SAO
observadas em espermatides de (. capitata tanto no periodo
que antecede como no gue procede a individualizacao destas
células. Compartilhando das proposig¢oes dos autores su-
pra citados acreditamos que as 1igag6es eléctron-densas,
por nds observadas nas espermatides de (. capitata, possam
estar relacionadas com a manutengdo da associagao entre o

axonema e os derivados mitocondriais nestas células.

03 DERIVADGS MITOCONDRIAIS

A formagao do "Nebenkern" ou complexo mitocon-
drial, sua divisao em duas partes iguais, sua transforma-
¢3o em dois longos e densos derivados em (. capitata sa0
similares ao processo encontrado em outros insetos e pre-
viamente descrito e sumarizado em extensas revisoes, de

diversos autores, por Baccetti (3) e Phillips (60). - No
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inicio do processo de reorganizagao das mitocondrias o
perfil tipico desta organela, com a membrana dupla e suas
¢ristas internas, ainda pode ser observado. Massas de
citoplasma adentram os derivados mitocondriais & medida em
que estes se alongam. Em C. capitata e Dacus oleae Gmel
(43 12) (Diptera-Tephritidae), a semelhanga de outras fami
lias de dipteros como Culicidae, Simuliidae (60) e Sarco-
phagidae (92), os derivados mitocondriais observados no
espermatozdide sdo dois e aparentemente de dimensoes idén-

ticas. Em outras familias da mesma ordem, tais como Dro-

sophilidae, Syrphidae, Sepsidae e Muscidae (60), os deriva
dos mitocondriais encontrados no espermatozSidé sao ‘tam-
bé&m em nimero de dois, porém de dimensoes diferentes.
Somente um derivadc pode também ser encontrado no esperma—.
tozdide doé dipteros, como nas familias Psychodidae (92,
Sciaridae, Mycetophilidae e Ptychopteridae (80). Neste
caso as mitocondrias, na espermatide jovem, fundem-se for-
mando o "Nebenkern" ou complexo mitocondrial que nao se
gsepara posteriormente e evolui diretamente para um s6 deri

vado mitocondrial.

Dois importantes fenomenos ocorrem durante o pro-
césso de reorganizagac e diferenciagao pelo qual passam oS
derivados mitocondriais dos espermatozdides dos insetos,
as cristas mitocondriais se orientam transversalmente for-
mando uma série de pequenas lamelas regularmente espacadas

e orientadas perpendicularmente ao grande eixo do deriva-
do, e dentro da matriz mitocondrial surgem massas de mate-

rial em bastonetes regulares e em arranjo paracristalino

(33 60). 0 material em arranjo paracristalino &€ de natu-
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reza protéica (10) e sua organizagao tridimensional além

de ser constante para espfcies de diferentes ordens (3;
68) apresenta varios niveis de complexidade. Em C. capi-
tata o componente em arranjo paracristalino do derivado

mitocondrial atinge o maximo de complexidade estrutural e
corresponde ao elaborado padrac também ja documentado em
outras espécies de dipteros (503 513 563 593 92). No
espermatozdide de (. capitata nenhuma crista €  observada

e o material em arranjo paracristalino preenche totalmente

os derivados mitocondriais, dados estes que confirmam
observacGes anteriores sobre este mesmo inseto (3; 68).
As séries de linhas paralelas de material obliquoamente

orientadas segundo o longo eixo dos derivados mitocondriais

apresentam nos espermatozdides de C. capitaeta uma periodi-:

]

cidade de cerca de 260 ‘A. Periodicidade semelhante  foil
observada por Meyer (50), Perotti (56) e Warner (92) em
espermatozdides de Drosophila melanogaster (50, 56), de

D. hydei (50) e de Sarcophaga bullata (92). Tais dados
sugerem que tal periodicidade possa ser uma caracteristi-
ca do matgrial'em arranjo paracristalino dos derivados mi-
tocondriais dos espermatozfides dos dipteros. Segundo
Béccetti e colaboradores (7) tal material nao surge espon-
taneamente dentro dos derivados miéocondriais. Estes au-
tores relatam que nas ﬁitimas fases da espermiogénese, cis
ternas do complexo de Golgi entram em contacto com a pare-

de dos derivados mitocondriais, dal se iniciando o apareci

mento gradual de deposicao de material regularmente arran-
jado, no interior dos derivados. Em C. ecapitata o mate-

rial em arranjo paracristalino surge no interior dos deri-
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vados mitocondriais de espermatides em alongamento, e pro-
cede o envolvimento dos derivados e axonema, em formagao,

por extensas membranas lisas.

Num estudo comparativo de derivados mitocondriais.
de espermatozbides de diferentes espécies de insetos, Rosa
ti, Selmi e Mazzini (68) trabalharam com espermatozdides
de C. capitata. Segundo estes autores os derivados mito-
condriais dos espermatozbides de C. capitata seriam despro

vidos de membrana limitante. Nossas observagoes do esper

" matozdide do mesmo inseto contrariam estas observagoes e

estdo de acordo com as observagdes de Perotti (57) de deri

vados mitocondriais dos espermatozdides de Drosophila.
Supomos que os resultados obtidos por Rosati, Selmi e
Mazzini (68) devam-se a artefatos de té€cnica.  Os deriva-

dos mitocondriais dos espermatozbides de €. captitata  tem
o mesmo padrao de cristalizagao dos derivados mitocon=-
'driais dos eSpermatozbides de Drosophila, e a semelhanga
dos segundos (57) apresentam-se limitados por membrana i~

sa e dupla.

Diversas fungdes tem sido descritas para o  mate-
rial protéico em arranjo paracristalinc que se deposita no
inferior dos derivados mitocondriais das c€lulas espermati
cas dos insetos durante o seu processo de maturagao. Esta
deposigdo seria resultante da reorganizacdo das proteinas
das cristas mitocondriais, segunde Bairati e Perotti (13).
André (2) atribui um papel enzimatico para tal material.
Meyer (50) e subsequentemente Phillips (62) propuseram um

papel mecinico para este mesmo material. Perotti (57}
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acredita que apSs a fertilizagao o material em arranjo
paracristalino no interior dos derivados mitocondriais da
cauda dos espermatoz6idesldos insetos constitua uma reser-
va protéica a ser utilizada pelo embriao. Jé.para‘ To-
kuyasu (83) a forma e a natureza dos derivados mitocon-
driais das caudas dos espermatozdides dos insetos estariam
re;acionados com o padrao de movimento da cauda dos  mes-
mos, teoria esta partilhada por Rosati, Selmi e Mazzini
(68). Certamente Tokuyasu (83) e Rosati, Selmi e Mazzini

(68) tem razdo em suas afirmagdes, todavia nao podemos dei

. xar de lado a hipStese de Perotti (56) a qual nos  parece
plenamente vidvel no que concerne & fertilizagdo dos ovos

dos insetoes.

A MEMBRANA PLASMATICA

Segundo Baccetti (3), Phillips (60) e Yasuzuml
(96) na literatura da morfologia ultra=-estrutural dos es-
permatozSides,'um grande nimero de publicagOes sugere a
presenca de uma membrana plasmatica assimétrica. Refere-
-se tambdm que a maioria destas células encontra-se envol-
vida por uma camada de polissacarideos a qual foi denomina
da de glicocdlice por Bennett (15). A membrana plasmati-
ca que envolve os gametas masculinos dos insetos apresen-

ta-se particularmente assimétrica e conforme a descrigao

de Baccetti, Bigliardi e Rosati (6) constitui-se de uma
membrana trilaminar ou de uma unidade de membrana tipica

recoberta por glicoproteinas, e que pode ocorrer em tres
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padroes estruturais diferentes. Segundo estes  autores,
tais padroes exibem uma complexidade estrutural  progres-
siva sendo o mais simples deles o caracteristico dos esper
matoz8ides das moscas das frutas (Ceratitis e Drosophila).
A membrana plasmatica dos espermatozbides dos referidés
insetos apresenta um recobrimento fino e aparentemente
amorfo. Em nossas investigagdes sobre a  espermiogénese
em Ceratitis capitata pudemos constatar que o padrac estru

tural apresentado pela membrana plasmatica das cé€lulas
espermaticas deste inseto nas diversas etapas de sua matu-

ragao corresponde sempre aquele descrito come caracteris-

tico dos espermatozdides das moscas das frutas (6; 56).

0 ESPERMATOZOGIDE NA ESPERMATECA

As modificagoes ultra-estruturais sofridas pela
c€lula espermdtica no trato genital feminino encontram-se
descritas somente para algumas espécies de insetos. C
estudo dos espermatozbides nas espermatecas € particular-
mente dificultado pela presenga, nestas, da cuticula. Segundo
Makielski (47) a cutfcula representa uma barreira para a
fixacd3c e penetragao dos meios de embebigéo. 0 autor su-~
pra citado relata que preservagoes satisfatOrias do mate-

rial s8 foram obtidas de espermatecas fixadas horas apds a

3 [ ~ . - ) 4
inseminagao, quando os espermatozbides anterlormente dis-

tribuidos ao acaso no interior da espermateca, -agrupam-se

junto & cuticula, Intercorréncias semelhantes as relata-
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das por Makielski (u47), tamb&m surgiram por ocasiao da
manipulagao das espermatecas de C. capitata. Perotti
(57) deparou-se com o mesmo tipo de dificuldades ao traba-
lhar com espermatozdides de Drosophila quando estes se

encontravam nho trato genital feminino.

- As publicagoes referentes as modificagoes ultra-
-estruturais sofridas pelos espermatozdides dos insetos
estocados nas espermatecas das femeas, relatam que em

Orthoptera (64) e em Lepidoptera (65; 663 67) estas mudan-

cas ocorrem principalmente ao nivel da membrana plasmatica
das células em questao. De acordo com Renieri e Talburi
(64) as alteragSes-ultra—estruturais observadas relacio-
nam-se com o preparc para a fertilizagao e seriam analogas
ao processo de capacitagdo dos espermatozdides dos mamife-
T0S . Outros estudos relatam alteragaes ultra-estruturais
nos derivados mitocondriais, no axonema (47; 59) e no
acrosoma (36) de espermatozdides contidos em espermatecas
das fémeas de diferentes espécies de insetos. Nossas obser
vagoes sobre espermatozdides de C. eapitata contidos nas
espermatecas, espécimes corados positiva e/ou negativamen
te, apapentemente nao apontaram a ocorréncila de nenhuma
alteragao na ultra-estrutura dos mesmos, em relagdc a mor-
fologia apresentada pelos espermatozdides deste inseto
quando no trato genital masculino. Perotti (56) também
nao detectou alteragdes ultra-estruturais nos espermato-
z6ides de Drosophila melanogaster por ocasiao da estocagem
dos mesmos no trato genital feminino, nem mesmo a nivel da

membrana plasmatica.
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VARIACOUES METODOLOJGICAS

VARIAGAO C - DESIDRATACAO EM ETANOL 95% CONTENDO 2% DE PTA

‘De acordo com varios autores, o PTA dissolvido em
solventes organicos reage preferencialmente com proteinas
picas em amino dcidos basicos (18; 553 63; 72). 0 fato
dos niicleos dos espermatozdides de Ceratitis capitata Nao

apresentarem densidade eletrOnica quando submetidos a desi

dratagdo em etanol contendo PTA sem prévia pds-fixagao em
tetrdxido de Osmio e sem contrastagéo.por uranila e chumbo
nio pode, portantc, ser elucidado pelo mecanismo de reagao
supra citadc. Sabe-se que durante a espermiogénese a cfg-
matina desenvolve uma estrutura e uma composigao de protel
nas nao usuais (38). Os primeiros estudos neste campo
estabeleceram que OS nicleos dos espermatoz5ides de algu-
mas espécies de animais perdem completamente as protefﬁas
histOnicas, as quails sao substituidas por protaminas. Es-
tudos mails receéntes mostram que muitas proteinas basicas
nao usuais, algumas delas protaminas e outras histonas,
podem aﬁarecer durante a diferenciac3o de um espermatozdi
de. McMaster-Kaye e Kaye (48) moétram que as fibras cro-
matinicas de esPerﬁétidés finais de - Acheta domesticus
(Orthoptera) perdem a estrutura nucleossomal e que a com-

pactacio apresentada pelo material nuclear nao pode ger

devida a agregacao de fibras do tipo somatico. Tal dado
nos levou a pensar que esta nova estrutura da fibra croma-

tfnica poderia comprometer os residuos dos aminocdcidos ba-
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sicos, aos quais o EPTA ligar-se~ia preferencialmente. Um
modelo para a estrutura da cromatina no nicleo dos esperma
tozdides, com interagoes espeéfficas entre as argininas ﬁa
protamina, foi recentemente descrito por Balhorn (1k) para
os mamiferos. Este modelo da fibra croﬁatinica, em qﬁe
os residuos dos aminodcidos bisicos encontram-se comprome-
tidos, poderia explicar o fato dos nicleos dos espermato-
z&ides de C. capitata apresentarem-se eléctron-lucidos

quando submetidos ao tratamento por EPTA. Reforgando
esta hipftese temos os ndcleos de espermatides em alonga-

mento e em processo de compactagao do material cromatinico
que se apresentam eléctron-licidos nas regioes em que a
fibra cromatinica j& se encontra bastante .compactada, e
eléctron-densos nas regides em que o material ainda retém’
sua estrutura fibrilar.  Tal dado pode ser verificado
quando da contrastag@o deste mesmo material, por uranila e
chumbo e de sua reobservagao ao microscopio eletronico.
Tamb&m corroborando os dados acima temos os nicleos das
células da parede dos cistos, de material submetido ao tra
tamento por EPTA e nio contrastado com uranila e chumbo.
Nestes o material cromatinico apresenta o padrao de densi-
dade eletrdnica normalmente observado para as células somd
ticas submetidas ao tratamento convencional de fixagao,
pés-fixacio e desidratagdo. Também a contrastagao destas

células com uranila e chumbo nao oferece outras diferen-

gas significativas que ndac um pequeno aumento geral na den

gidade eletronica que apresentam.
No axonema dos espermatozdides de (. capitata sub-

metidos 3 desidratacdo por EPTA sem prévia pSs-fixagao por
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tetrdxido de dsmio, tendo ou nac sido submetido & contras-
tagao por uranila e chumbo, a luz dos microtibulos cen-
trais e das fibras periféricas apresenta-se sempre  eléc-
t+pon-licida. Observamos, ainda, que por este método de
preparacac as duplas periféricas de microtdbulos do axone-
ma no neosso espécime de estudo aparentemente nao sao pre-

servadas.

Gordon e Bensch (32), também, relatam que em esper

matozlides de cobaia tratados por glutaraldeido e EPTA,sem

pbs-fixagio por tetrdxido de dsmio e nao contrastados por
uranila e chumbo, as duplas periféricas de microtibules do
axonema aparentemehﬁe nao sao preservadas. Quando estes
mesmos autores tratam os espermatozaides de cobaia com te-
trdxido de &smio antes do EPTA, as duplas periféricas sdo
preservadas. Gordon e Bensch (32) concluiram que  estes
seus dados corroboram evidencias anteriores de que os mi-
crotdbulos centrais e as duplas periféricas de microtlbu-
los do axonema diferem tanto em propriedades gquimicas como
em componentes estruturais. Nossas observagdes nos esper
matozbides de (. capitata parecem estar: em consonancia com

conclusdes dos autores supra citados.

Em Ceratitis capitata ©S microtibulos centrals e
as fibras acessérias, do axonema, apresentam conteddo
eléctron-densc e um bastonete central de alta densidade

eletronica, quando submetidos 3 fixacao por glutaraldeido

seguida por tetroxido de osmio. O tratamento por gluta-

paldeido e EPTA, como ja referido preserva os ‘microtibu-

los centrais e as fibras acessoOrias ~do- axonema do
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espermatozéidé de C. capitatd, mas aparentemente nao pre-
serva seu conteldo eléctron-denso e nem o bastonete cen-
tral. A alteragdo de imagem dos referidos tidbulos cuia
luz ora mostra-se el@ctron-densa e ora eléctron-licida, na
dependéncia do processo de fixagao empregado, sugere uma
possivel semelhanga bioquimica entre o conteldo dos  mes-
mos. J& a preservagao de ambos, microtiibulos centrais e
fibras acessérias, independentemente do processo de fixa-
¢do empregado leva~-nos a sSupor terem estes Os mesmos com—

ponentes estruturais. Semelhangas bioquimicas entre o

conteiido eléctron-denso do par central de microtibulos e
das nove fibras acessdrias no espermatozdide de C. eapita-
ta j& foram determinadas, em estudo anterior, por Bigliar-

di e colaboradores (16).

0 bastonete, como o por nos observade, no centro
dos microtUbulos centrais e no centrc das fibras aces-—
edrias no axonema dos espermatozdides de (. eapitata, =
considerado por Phillips (62) um tdbulo simples, e consti-
tui-se segundo este mesmo autor numa caracteristica dos
espermatozaideé de dipteros altamente evoluidos. Shay e
colaboradores (71), também, relataram em espermatozdides
de Leptinotarsa decemlineata (Colegptera) a presenga de um
tibulo simples né centro das fibras acessorias. 0s refe-
ridos autores demonstraram ser este t{ibulo correspondente
estruturalmente & uma das subunidades das que formam as
fibras acessorias do axonema. Supomos, no entanto, que o
bastonete encontrado no centro dos microtﬁbulos‘centrais e
no centro das fibras acessGrias do axonema dos espermato-

z6ides de C. capitata e de outros dipteros, nao. correspon
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de 3 uma das subunidades das referidas por Shay e colabora
dores (71). Parece-nos que se tal bastonete correspon;
desse a uma das subunidades que formam os referidos micro-
tibulos, teria sido preservado juntamente a estes quando
do tratamento por glutaraldeido e EPTA, sem prévia pos-fi
xagao por tetrdxido de &smic.  Fato que como ja vimos nao

ocorre no axonema dos espermatozdides de C. capitata.

0s derivados mitocondriais das cf€lulas espermati-
" cas de (. eapitata submetidas aoltrataménto por glutaral-
deido seguido por EPTA, sem pds-fixagao por tetrdoxido de
&smio, ndo apresentam diferengas significativas quando da

contrastagcdao ou nao por uranila e chumbo. As diferengas

de densidade eletronica observadas nestas estruturas na
dependencia da fase do desenvolvimento das espermatides’
devem-se, talvez, a artefatos de téenica. Seria  neces-

sario, no entanto, gue tivessemos estudado mais detalhada-
mente e empregado outras diferentes técnicas (de fixagao e
- - » .. —
citoquimicas) no preparo do material em questao, para que
pudessemos chegar a uma resposta mais conclusiva com res-

peito ao fato observado.
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RESUMO

Espermatides em diferentes fases de maturagao e
espermatozSide de Ceratitis capitata, provenientes dos tés
ticulos dos machos ou das espermatecas das fémeas deste
inseto, foram preparados segundo as técnicas usuais em mi-
croscopia eletrdnica, contrastada positiva e negativamente
e observados em microscopio eletronico de transmissao.
Algunas variagdes técnicas como a estocagem do  material,
sem prévia fixagdo, por 7 a 15 dias, a 10°C, em glutaral-
deido a 0,25%; fixagdo em glutaraldeido a 3%  adicionado
de 2% de acido ta3nico; pds-fixagao em mistura de tetroxi-
do de 8smio adicionado de 0,05M de ferricianeto de potas-—’
cio ou de 0,5% de Acido tanico; desidratagdo em = etanol
95% contendo 2% de acido fosfotingstico (EPTA) sem e  com
contrastaciao por uranila e chumbo, também foram empregadas

no preparo dos espécimes em estudo.

As observagoes da espermiogénese em C. capitata
mostraram que esta, como nos insetos em geral, caracteri-
zawsé pela formagao do "Nebenkern" ou complexo mitocon-
drlal formacao do flagelo, alongamento celular, condensa-
gao do material nuclear e ellmlnagao do 01top1asma. As
espermatides em fase inicial de diferenciagao apreseﬁtam

ndcleo e cromatina com aspecto similar ao das células soma

ticas e granée quantidade de mitocondrias no citoplasma.

Estas mitocondrias fundem-se, a seguir, formando o "Neben-

kern". 0 axonema do flagelo de C. capitata origina-se do
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Gnico centriolo observado na espermatide e constitui-se
inicialmente do arranjo classico de dois microtibulos cen-
trais e nove duplas de microtibulos periféricos aos quais
se somam, posteriormente, nove microtibulos ou fibras aces
sorias, fibras e materiais eléctron-densos. O "Neben;
kern" divide-se em duas massas iguais que se dispoem uma

de cada lado do axonema e transformam-se nos derivados mi=-

tocondriais. O nicleo das espermatides de C.  capitata,
inicialmente ov8ide ou esferdide, alonga-se. O nlcleo em
alongamente apresenta concavidades laterals, membranas

adjacentes e cromatina em compactagao disposta em grumos e
filamentos. Numerosos microtdbulos, longitudinalmente
orientados no citoplasma, sdo encontrados ao redor do na-

cleo e ao redor dos derivados mitocondrials das espermati--

des. Justaposto a extremidade caudal do nucleo, envolven
do o corplsculo basal do axonema, em espermatides jovens
de (. eapitata, observa-se o adjunto do centriolo, uma

estrutura volumosa, de aspecto granular e com Sreas eléc-
tron-licidas. Os derivados mitocondriais que ladeiam ©
axonema Sao grédualmente preenchidos por material eléctron-
-denso em arranjo paracristalino. As espermatides de C.
c@pitata durante o processo de diferenciagaoc aparecem fun-
didas a certos niveis da regido da cauda formando um exten
so sincicio, separando-se novamente nas dltimas fases ~da

espermiogénese. Durante o processo de maturagao das cé€lu

las esperméticas as membranas adjacentes, o0s microtibulos

citoplasmiticos e grande parte do citoplasma celular sao

eliminados.
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Os-eépepmatozSides de Ceratitis capitata apresen-
tam acrosoma lateralmente colocado em relagao ao nicleo e
preenchido por material regularmente arranjado; nicleo"
alongado com material cromatinico extremamente compactadoj
adjunto do centriolo compacto, de pequena dimens3o, si-
tuado entre os derivados mitocondriais, na regiao iniecial
da cauda; axonema com 9 + 9 + 2 microtibulos e fibras e
materiais eléctron-densos; derivados mitocondriais total-

mente preenchidos pelo material eléctron-denso em arranjo

paracristalino, ladeando o axonema e extendendo-se ao lon-

go de toda a cauda; extremidade final da cauda formada

somente por elementos do axonema.

Espermatozbides de Ceratitis capitata tratados
por EPTA e nio contrastados por uranila e chumbo apresen-
tam niicleo eléctron-licido. Os mesmos espécimes = quando
contrastados com uranila e chumbo apresentam nicleo eléc-
tron~denso. A estrutura da cromatina, especifica da
espermiogénese parece estar associada a esta ausencia de

resposta do material nuclear ao EPTA.
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SUMMARY

Spermatids in various stages of maturation and
spermatozoa of Ceratitis capitata, were obtained from the
testis of males and the spermathecae of females. Routinely
prepared for transmission electron microscopy, they were
positively and negatively stained. A few variations of
the basic techniques were also employed, namely:

Maintaining spermatozoa without previous fixation in a

solution of 0,25% glutaraldehyde for 7 to 14 days, at 10°C;
fixation in 3% glutaraldehyde to which 2% tanﬁic acid was
added; post-fixation in a mixture of 1% osmium tetroxide to
which either 0,05M potassium ferricianide or 0,5% tannic
gcid was added; dehydration in 95% ethanol, containing 2%
phosphotungstic acid (EPTA), with or without staining of

the sections.

The observations on the spermatogenesis of C. capitata
are quite similar to the description of this process for
insects in genéral. I+ may be defined by the following
steps: Formation of the "Nebenkern", development of the
flagellum, celular elongation, nuclear condensation, and
elimination of the excess cytoplasm. Spermatids iniciating
their differention have a nucleus and chromatin very similar

to somatic cells, as well as a large number of mitochondria
dispersed in the cytoplasm. In the next step, these

mitochondria fuse to form the "Nebenkern". The flagellum

originates from the single centriole observed in spermatids.
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Inicially éonsisting of a typical arrangement of two central
microtubules surrounded by nine doublet microtubules, the
axoneme later acquires nine accessory microtubules or fibers,
and interconnecting electron-dense fibefs and deposi%s. ~ The
"Nebenkern" divides into two equal masses which are located

on either side of the axoneme, and are eventually transformed
into two mitochondrial derivatives. The nucleus of the
spermatids, inicially ovoid or spheroid, is progressively
elongated. Accompanying this elogation, lateral canals

indent the length of the nucleus, lined by adjacent membranes,
while the chromatin is rearranged in clumps and filaments.
Numerous microtubﬁles, longitudinally directed in the
cytoplasm, are found encircling the nucleus and the mitochondrial
derivatives. The centriole adjunct may be observed pressed
against the extremitylbf the nucleus and enfolding the
centriole. In the young spermatid, it is voluminous with a
granular texture and penetrated by electron~lucent areas. The
mitochondrial derivatives are gradually filled with electron
dense-material which obeys a paracristaline arrangement. The
spermatids fuse their cytoplasm in the caudal region at a
certéin.stage of their development, forming a large sincicium.
They separate again in the last stages of their development.
During maturation the spermatids shed various elements, such as
the adjacent membranes, the cytoplasmlc microtubules and the

greater part of their cytoplasm.

The spermatozoa of Ceratitis capitata have an acrossome
laterally located in relation to the nucleus, containing
pegularly arranged, electron-dense material. The nucleus is

extremely elongated, with very densely packed chromatin. The
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centriolar-adjunct is compact and found between the
mitochrondrial derivatives at the insertion of the tail. The
axoneme has attained the 9 + 9 + 2 micrqtubule arrangement,
linterconnected by electron-dense fibers and deposits. It is
accompanied laterally by the mitochondrial dérivatives,
completely filled by electron-dense material in a paracristaline
arrangement and extending almost to the tip of the sperm.tail.

At the tip of the flagellum, only the axonemal elements
remain.

Spermatozoa of Ceratitis capitata dehydrated with
EPTA an& observed without staining have electron-lucent
nuclei, while the nuclei of the same sections, after staining‘
with uranil acetate and lead citrate, appéar very electron-dense.
The lack of nuclear staining with EPTA has been related to

+he chromatin structure which is peculiar to spermatozoa.
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ABREVIACOES UTILIZADAS NAS EXPLICAGUES DAS FIGURAS

adjunto do centriolo
acrosoma
axonema

bolhas de segregacac de
material citoplasmitico

bulbo muclear

citoplasma

cauda anormal
corpusculo basal

massa citoplasmitica comum
entre espermatides

pel P

vesfculas do complexo de
Golgi

cisto

cristag mitocondriais

camada de células musculares

"da parede do testiculo

complexo multivesicular

cuticula -

‘descontinuidades do envolto-

rio nuclear

B oM og g

derivados mitocondriais

dupla periférica
-~ extremidade da cauda

- espessamentos da membrana

IN - envoltorio nuclear

EPTA - desidratagac em etancl
contendo acido fosfo-

tungstico
F - flageloc
FA - fibras acessOrias

FD - fibras eléctron-densas
M - figuras mielinicas

IN - inclusOes nucleares

L - ligagio eléctron—densa
entye o axonema € 0S
derivados mitocondriais

M -~ membranas
MA - membranas adjacentes

MACR - complexo de membranas do
8Crosoma

MC - microtibulos centrais




. MPA

=

NC

material eléctron~denso depo- NCP - mucléolo da célula da

sitado nos derivados mitocon- parede do cisto
driais

menbrana dos derivados mito- NP - nicleo da célula da-
condriais parede do cisto

material fibrilar P - pontes citoplasmaticas

mitocndrias PC - parede do cisto

membrana intersticial _PI -~ granulos de pigmento das
c€lulas da parede do tes
ticulo

menbrana plasmitica PN - poros nucleares

material em arranjo periddico PR - polirribosoma
no interior do acrosoma

microtibulos

micleo

"Nebenkern ou complexo mito- TA

condrial

micléolo

R ~ ribosomas
RE = reticulo endoplasmatico

tecido anexo

v vesiculas

# - material eléctron-denso no
interior dos microtibules
centrais e das fibras aces
sorias do axonema




ExpL1cAgOES DAs Ficuras DE 1 A 4

FIGURAS 1 e 2 - Cortes de espermatides de
Ceratitis capitata, no estddio 1. Material pSs~fixado em
mistura de tetrdxido de Gsmio e ferricianeto de potdssio.
As figuras mostram: o nlicleo (N) com dreas de cromatina
condensada; membranas do reticulo endoplasmatico (RE);
vesiculas do complexo de Golgi (CG); numerosas mitocon-
drias (MI); e pontes citoplasmétic&s (P) entre és célu-

las. Figura 1, X 8000, Figura 2, X 9600.

FIGURAS 3 e 4 - Cortes de esperm3tides no
estddio 2. Material ps-fixado em mistura de tetrdxido
de 6smio e ferricianeto de potdssio. As figuras mostram:
nicleo (N) com &reas de cromatina cohdensada; membranas
do retficulo endoplasmitico (RE); vesiculas do complexo
de Golgi (CG); pontes citoplasmaticas (P) entre as célu-
lasj o axonema (AX) rodeado por membranas; e o "Nebenkern"
(NB) formado‘pela‘fuséo das mitocdndrias. - Figura 3,

X 9500. - Figura 4, X 21400.






ExpLICAGOES DAs FI1GURAS DE 5 A 9

FIGURAS 5 e 6 - Cortes de espermitides de
Ceratitis capitata, no estddio 4. Material desidratado
em EPTA e cortes contrastados com uranila e chumbo. As
figuras mostram: onicleo (N) com Areas de cromatina con-
densada e com nucléolo (NC); oadjunto do centriolo (AC),
justaposto ao nlicleo; ero axonema (AX) ladeado pelos deri-
vados mitocondriais (DM) em formagac. Figura 5, X 23800.

Figura 6, X 23800.

FIGURAS DE 7 a 8 = Cortes de espermitides
no estidio 4. Material desidratado em EPTA e cortes ndo
contrastados com uranila e chumbo. As figuras mostram:
" o nicleo (N) ov§ide, com areas de cromatina condensada e
com inclusoes nucleares (IN); o adjunto do centriolo (AC)
justaposto ao nlcleo; o axonema (AX) ladéado pelos deri-
vados mitocondriais (DM) em formagao; a extremidade (E)
daAcauda da espermiatide onde aparece apenas o axonema,
estando ausentes os derivados mitocondriais. Figura 7,

X 22900, Figura 8, X 18500. Figura 9, X 22900.
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‘eléctron-denso (MD); e um complexo multi-vesicular (CMV)

no citoplasma. X 23800.

FIGURA 13 - Regido da'cabega e regiéo
inicial da cauda de espermatides, nb'estédio 5, cortadas
transversalmente, Material pos-fixado em mistura de te-
tréxido de Osmio e &cido tdnico. A figura mostra: o
nicleo (N) com cromatina em compactag3o e com nucléolo
(NC); as membranas adjacentes (MA) ao niicleo; o axonema
(AX) em formagdo, apenas com os dois microtibulos cen-
trais (MC) e as nove duplas periféricas (DP) de microta-
bulos; o adjunto do centriolo (AC) junto do axonema e os
derivados mitocondriais (DM), na regido inicial da cauda
das espermitides; os microtibulos (MT) ao rvedor do adjun

to do centriolo e proximos ao axonema, X 23800,



ExpL1cAGOES DAs F1GurAs DE 10 A 13

FIGURA 10 - ESPermétides de Ceratitis ca-
pitata, no estidio 5, cortadas longitudinal e transversal
mente.  Material fixado em glutaraldeido e pds-fixado em
tetrSxido de Osmioc. A figura mostra: o nidcleo (N) ovoi
de, com cromatina descompactada; vesiculas (V) na regiao
anterior da cabega da espermatide; o adjunto do centrio-
io (AC) justaposto & extremidade posterior do nicleo;
o axonema (AX) e os derivados mitocondriais (DM) na  rve-

gido da cauda da espermiatide. X 15300.

FIGURA 11 - Corte longitudinal de espermi-~
tides no estddioc 5. Material desidratado em EPTA e cor
tes nao contrastados.com uranila e chumbo. A figura mos
tra células emAalongamento, as quais apresentam ndcleo
(N} ovGide, com cromatina disposta em fibrilas, e aparen-
tes poros nucleares (PN) confinados a uma area determina-

da do envoltorio nuclear. X 24700,

FIGURA 12 - Corte longitudinal de espermd-

tide no estddio 5, Material pds-fixado em mistura de
tetrdxido de 6smio e dcido tanico. A figura mostrar (o
nicleo (N) com cromatina em compactagdo; o© envoltdrio

nuclear (EN) da extremidade posterior do.nicleo onde  se
encontra justaposto @ adjunto do centriolo (AC); o cor-
pisculo basal (CB) na regido inicial do axonema (AX); os

derivados mitocondriais (DM) com deposigao de material
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tetrSxido de Osmio e &cido tanico. As figuras mostram:

o acrosoma (ACR) na extremidade anterior do niclec e a
membrana intersticial (MIT) entre eles; o nilcleo (N),
alongado, com cromatina em compactacdo € com nucléolo
(NC); o envoltdrio nuclear (EN), modificado e desconti-
nuo (D), na extremidade posterior do nlcleo onde se encon
tra justaposto o adjunto do centriolo (AC); aparentes
poros nucleares (PN) confinados a uma érea<determinada do
“envoltdrio nuclear; o axonema (AX) e os derivados mito-
condriais (DM) na regiao inicial da.cauda das eéparméti-

des. Figura 17, X 15000, Figura 18, X 13700.



ExpL1cAGBES DAS FiGuras DE 14 A 18

FIGURA 14 ~ Regiao da cabeca e regiao da

cauda de espermdtides de Ceratitis capitata, no estidio

5, cortadas transversalmente. Material pds-fixado em
mistura de tetrdxido de Osmio e acido tdnico. A figura
mostra: o nidclec (N) com cromatina em compactagdo; as

membranas adjacentes (MA) ao nlcleo; o axonema (AX); os
derivados mitocondriais (DM) com deposicdao de material
el€ctron-denso (MD); e os microtubulos (MT) ao redor dos

derivados mitocondriais. X 18500.

FIGURAS 15 e 16 - Regido da cabega, regizo

que compreende o final da cabeca e o infcio da cauda, e

regiao da cauda de espermatides, no estddio 5, cortadas
obliquamente. Material pds~fixado em mistura de tetrﬁxi
do de dsmio e dcido tdnico. As figuras mostram: o

acrosoma (ACR) na extremidade anterior do ndcleo; o nd-
cleo (N) com cromatina em compactagao; aparentes  poros
nucleares (PN) confinados a uma &rea determinédo do envol
tério nuélear; as membranas adjacentes (MA) ao niicleo;
o adjunto do centrioclo (AC) justapostq & extremidade pos
terior do niclec; o axonema (AX) e os derivados mitocon-

driais (DM). Figura 15, X 16000. Figura 16, X 10500.

PIGURAS 17 e 18 ~ Cortes longitudinais da
regiao da cabega, da regido que compreende o final da ca-
bega e o infcio da cauda, e da regido da cauda de esper-

métides no estddio 5. Material pds-fixado em mistura de
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FIGURA 23 - Corte transversal da regiZo da
cabega de espermatides no estddio 6. Material fixado em
glutaraldeido e pds-fixado em tetrdxido de &smio. A fi-
gura mostra: o nlUcleo (N) com concavidades laterais e
com cramatina em compactagio, disposta em filamentos e
formando uma camada eléctron-densa junto a face interna
do envoltério nuclear; as membranas adjacentes (MA) acom
panhando as concavidades nucleares; e os miecrotdbulos
(MT) ao redor do nicleo nas regides em que ndoc se obser-

vam as membranas adjacentes. X 38000.



ExpLicagOES DAs F1GuRAs DE 19 A 23

FIGURA 19 ~ Corte longitudinal da regiao
final da cabega de espermiatides de Ceratitis capitata,
no estidio 6. Material pds-fixado em mistura de tetroxi
do de Ssmio e dcido tdnico. A figura mostra: o niicleo
(N) alongado, com cromatina em compactacdo junto a face
interna do envoltdrio nuclear; e o adjunto do centriolo
(AC) justaposto a extremidade posterior do nicleo.

X 13200.

FIGURAS 20 e 21 - Cortes longitudinais da
regido da cabega de espermdtides no estidio 6. Material
pSs~fixado em mistura de tetrdxido de Ssmio e &cido tani-
co. As figuras mostram: o nicleo (N) alongado, com cro
"matina em compactagao, disposta em filamentos, e os micro
tdbulos (MT) ao redor deste. Figura 20, X 27300. Figu

ra 21, X 18500.

FIGURA 22 ~ Corte transversal da regido da
cabega de espermitides no estadio 6.. Material pds-fixa
do em mistura de tetréxido de Gsmio e dcido ta@nico. A fi
gura mostra: o nicleo (N) com cromatina em compactagao,
disposta em filamentos; um bulbo nuclear (BN) constitui-
do pelo excesso de nuclecoplasma e envoltdrio nuclear a
serem eliminades; e os microtlbulos (MT) ao redor do ni-

cleo, X 24700.
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FiGURAS-QG e 27 - Cortes transversais da
regido da cabega de espermatides no estddio 6. Material
pos-fixado em mistura de tetrdxido de dsmio e dcido tani-
co, As figuras mostram: o nlcleo (N) com concavidades
laterais e com cromatina em compactagac, disposta em fila
mentos e fqrmando uma camada eléctron~densa junto a face
interna do envoltdrio nuclear; as membranas adjacentes
(MA) acompanhando as concavidades nucleares; os microtd-
bulos (MT) ao redor do nlclec nas regides em que nao se
observaﬁ as membranas adjacentes; e um complexo multive-
sicular (CMV) no citoplasma. Figura 26, X 29100, Figu

ra 27, X 23800.



EXPLICA;E}’ES DAS FIGURAS DE 24 A 28

FIGURA 24 - Regido da cabeca e regiéb ini
cial da cauda-de espermitides de Ceratitis capitata, no
estadio 6, cortadas transversalmente. 0 material fixa~
do em glutéraldeido e pos-fixado em tetrdxido de &smio.
A figura mostra: o nlcleo (N) bicdneavo, com cromatina
em compactacdo; membranas adjacentes (MA) acompanhando
as concavidades nucleares; o axonema (AX) e o adjunto do
centriolo (AC) entre os derivados mitocondriais (DM); os
microtibulos (MT) ao redor do nicleo, os derivados mito-
condriais e o adjunto do centriolo; e os derivados mito~
condriais ainda com aljumas cristas mitocondriais (CM).

X 34400.

FIGURAS 25 e 28 -~ Cortes transversais da
regido da cabega de espermitides no estaddio 6. Material
fixado em glutaraldeido e pds-fixado em tetrdxido de
Gsmio. As figuras mostram: o ndcleo (N) com concavida-
des laterais e com cromatina em compactagao, disposta em
filamentos e formando uma camada eléctron-densa junto a
face-interna do envoltdrio nuclear; as membranas adjacen
tes (MA) que acompanham as concavidades nucleares; e 08
microtibulos (MT) ao redor do nicleo, nas regices em que
nio se observam as membranas adjacentes. Figura 25,

X 20300, Figura 28, X 19400,
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FIGURA 31 ~ Regiao da cabega e regido ini-
cial da cauda de espermitides no estddio 6, cortadas trans
versalmente., Material pOs-fixado em mistura de tetréxido
de Ssmio e ferricianeto de potassio. A figura mostra: o
niicleo (N), bicOncavo, com cromatina em compactagdo;  as
membranas adjacentes (MA) ao nlicleo, nas suas regides cbn
cavas; o8 microtibulos (MT) ac redor dos derivados mito
condriais (DM) e ao redor do nicleo, nas regides em que
nao se observam as membranas adjacentes; o adjunto do
centriolo (AC) entre os derivados mitocondriais,‘na re?
gido inicial da cauda das espermitides; uma ligagao
eléctron-densa (L) entre os derivados mifocondriais e o
axonema (AX); e a deposigdo de material eléctron-denso

(MD) no interior dos derivados mitocondriais. X 23800,

FIGURAS 32 é 33 - Cortes transversais da
regido da cabega de espermitides no estadio 7. = Material
pos~fixado em mistura de tetrdxido de Ssmio e ferriciane-
to de potassio. As figuras mostram: o nicleo (N) sem
concavidades laterais, e com cromatina em compactacio; as
membranas adfacentes (MA), com as extremidédes laterais
enroladas para dentro, distanciando-se do niliclec; e os
microtibulos (MT) ao redor do nicleo nas regides em que
n3o se observam as membranas adjacentes. Figura 32,

X 72300, Figura 33, X 79300.



EXPLICAGOES DAS F1GURAS DE 29 A 33

FIGURA 29 - Regiao da cabega, regifo ini-
cial da cauda, e regiao da cauda de espermatides de Cera-
titis capitata, no estddio 6, cortadas transversalmente.
Material fixado em glutaraldeido e pds~fixado em tetrdxi-
do de dsmio. A figura mostra: o nilcleo (N) com concavi
dades laterais e com cromatina em compactagao; as membra
nas adjacentes (MA) ao nicleo com as extremidades late-
rais enroladas para dentro; o adjunto do centriolo (AC),
que na regido inicial da cauda das esperﬁétides 4aparece
entre os derivados mitocondriais (DM); o axonema (AX) com
todos os seus elementcs tubulares [dois microtibulos cen-
trais (MC), nove duplas pepiféricas de microtdbulos (DP)
e nove fibras acessdrias (FA)]; os microtdbulos (MT) ao
redor dos derivados mitocondriais e ao redor do nicleo,
nas regioes em que nao se observam as membranas adjacen-

tes; e a deposigao de material eléctron-densc (MD) em
arranjo paracristalino no interior dos derivados mitocon-

driais. = X 35300.

FIGURA 30 ~ Corte longitudinal da regidoda
cabeca de espermitides no estddio 6. Material pds-fixa
do em mistura de tetrdxido de Osmio e ferricianeto de po-
tédssio., A fiéura mostra: o nlcleo (N) alongado, com
cromatina em compactagao e rodeado por microtibulos (MT).

X 24700.
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transversalmente, Material desidratado em EPTA e corte
nao contrastado com uranila e chumbo. A figura mostra:
o nicleo (N), biedneavo, eléctron-denso apenas em sua re-
gido central e em algumas zonas proximas & face  interna
do envoltdrio nuclear; a regido inicial da cauda das
espermitides mostrando o axonema (AX) e o adjunto do cen-
trioclo (AC) entre os derivados mitocondriais (DM) 3 e a
deposigdo de material eléctron-denso (MD) no interior dos

derivados mitocondriais, X 25600.

FIGURA 37 - Regido da cabega e regido ini-
cial da cauda de espermitides, no estddio 6, cortadas
transversalmente. Material desidratado em EPTA e corte

-

éontrastado com uranila e chumbo. A figura mostra: o nu
cleo (N) biconcavo, com cromatina em compactagao, princi-
palmente, junto a face inférna do envoitério nuclear; o
axonema (AX) e o adjunto do centriolo (AC) entre os deri-
vados mitocondriais (DM),na regido inicial da cauda das

espermidtides; e a deposigac de material el&ctron-denso

(MD) no interior dos derivados mitocondriais. X 28200,

FIGURA 38 ~ Corte transversal da regido da
cabega de espermadtides no estddio 6. Material desidrata-
do em EPTA e corte contrastado com uranila e éhumbo, A
figura mostra: o nlcleo (N) bicancavo,-com cromatina em
compactagac, principalmente, junto a face interna do en-

voltdrio nuclear. X 45900.



ExpLicAgBES DAs FrGurAs DE 34 A 38

FIGURA 34 - Corte longitudinal da regiio
final da cabega e inicial da céuda de espermatides de
Ceratitis capitata, no estadio 6. Material pds-fixado
em mistura de tetrdxido de Gsmio e ferricianeto de potas-
sio. A figura mostra: o niicleo (N) com cromatina em com
pactagdo, disposta em filamentos e formando uma camada
eléctron-densa junto & face interna do envolvdrio nu~
clear; o adjunto do centriolo (AC) justaposto a extremi-
dade posterior do nlicleo; e a parte inicial do axonema

(AX) das espermitides. X 22900.

FIGURA 35 ~ Regido da cabega e regiio ini-.
cial da cauda de espermitides, no estidio 6, cortadas
" transversalmente. Material pos-fixado em mistura de te-
tréxido de dsmio e Zcido tanico. A figura mostra: o nii-
cleo (N) bicdbnecavo, com cromatina em éompactagao formando
uma camada eléctron-densa 'junto a face interna do envoltd
rio nuclear; as membranaé adjacentes (MA) acompanhando
as concavidades nucleares; os microtiibulos (MT) ao redor
do nﬁcleo nas regiaes nao ocupadas pelas membranas adja-
centes; e o axonema e o adjunto do centriole (AC) entre
os derivados mitocondriais;.ha regiao inicial da - cauda

das espermatides. X 24700,

FIGURA 36 - Regido da cabeca e regido ini-

cial da cauda de espermétides, no estadio 6, cortadas






- FIGURA 41 - RegiZo da cabega e regiao da
cauda de espermdtides, no estddio 8, cortadas transver-

salmente, Material fixado em glutafaldeido e pds-fixado

em tetrdxido de dsmio. A figura mostra: o ndcleo  (N)
com a cromatina em fase final de compactagao, rodeado por
grande quantidade de microtibulos (MT); as membranas
adjacentes (MA), separadas em sua regiao central e com as
extremidades laterais enroladas para dentro, distantes do
nicleo; e o axonema (AX) ladeado pelos derivados mitocon

driais (DM). X 41400.

FIGURAS 43 e 44 — Cortes transversais da
regido da cabega de espermdtides no estddioc 8. Material
fixado em glufaraldeido e pds-fixado em tetrdxido de
osmio. As figuras mostram: o nicleo (N), com cromatina
em fase final de compactaééo, circundado por microtibu~-
los (MT); e as membranas adjacentes (MA) com as extremi-
dades laterais enroladas para dentro, algumas vezes sepa-

radas em sua regi3o central, distantes do nlicleo. Figu-

ra 43, X 62100, TFigura 44, X 64800.



ExpLIcacOEs DAs Ficuras DE 39 a 44

FIGURA 39 - Regiao da cabega e regidao que
compreende o final da cabecga e o infeio da cauda de espez
matides de Ceratitis capitata, no estidio 7, cortadas
transversalmente. Material fixado em glutaraldeido e
pos-fixado em tetrdxido de Ssmio. A figura mostra: o nd
cleo (N) com cromatina em fase final de compactagdo; as
membranas adjacentes (MA)} ao ndcleo, com as extremidades
lateraié enroladas para dentro; os microtibulos (MT) ao
rédor do nicleoc nas regides em que nao se observam as
membranas adjaceﬁtes; o bulbo nuclear (BN) formadeo pelo
excesso de nucleoplasma e o envoltorio nuclear a - serem
eliminados; e o axonema (AX) e o adjunto do centriolo

(AC) entre os derivados mitocondriais (CM), na regido ini

cial da cauda das espermidtides. X 26700.

FIGURAS 40 e 42 = Cortes transversais da
regido da cabega de espermitides no estddio 8. Material
pos~-fixado em misfura de tetrdoxido de Gsmio e ferriciane-
to de potd3ssio. As figuras mostram: o acrosoma (ACR) na
extremidade anterior da cabega das espermdtides; o nid-
cleo (N) com cromatina em fase final de compactagao; as
membranas adjacentes (MA), com as extremidades laterais
enroladas para dentro, distanciando-se do nicleo; e oS
microtibulos (MT) ao redor do ndcleo. Figura 40,

X 34400, Figura 42, X 26400.
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FIGURA 4?-— Testiculo com cisto  contendo
espermatozdides cortados transversal, obliqua e longitu-
dinalmente, Material desidrétado em EPTA e cortes nao
contrastados com uranila e chumbo., A filgura mostra: osg
granulos de pigmentoc (PI) das célulaé da parede do testi-
culo; a camada de cé€lulas musculares (CMP) da parede do
testfculo; o nficleo (NP) e o nucléolo (NCP) das c&lulas
que formam a parede dos cistos; os nlcleos (N), eléctron-
-llcidos, e os flagelos (F) qu espermatozdides contidos

no cisto, X 11300,

FIGURA 48 ~ Regifo da cabega dos esperma-
tozdides cortada transversalmente. Material pos~fixado
em mistura de tetrSxido de Ssmio e ferricianeto de potéas-
sio., A figura mostra: lo_nicleo {(N) com cromatina com-
pactada; o acrosoma (ACRjg e o compléxo de membranas

(MACR) gue envolve o acrosoma. X 26400,

FIGURA 48 -~ Regiao da cabega dos esperma-
tozdides cortada transversalmente. Material desidratado
em EPTA e cortes contrastados com uranila e chumbo. A fi
gura mostra: o nicleo (N) com cromatina compactada; a
membrana plasmdtica (MP) da regiZo da cabega dos esperma-
tozéidés; o acrosoma (ACR); e o complexo de membranas

(MACR) que envolve o acrosoma. X 59400,



ExpLIcAGOES DAs F1curas DE 45 A 49

FIGURA 45 ~ Regiado da cabega, e regido que
compreende o final da cabega e o infcio da cauda, e re-
gido da cauda de espermdtides de Ceratitis capitata, no
estadio 9,~cortadas transversalmente, Material fixado em
glutaraldeido e pés-fixado em tetrdxido de dsmio. A figu
ra mostra: o nicleo (N) com cromatina compactada e rodea
do por microtQbulos, e as membranas adjacentes (MA) sendo
eliminadas,na regido da cabega das espermitides; o nfi-
clec, o corpiusculo basal (CB) e as membranas adjacentes,
qﬁ as membranas adjacentes e o axonema (AX) e o adjunto
do centriolo (AC) entre os derivados mitoécndriais (DM) ,
na regiao que compreende 0 final da cabega e o infcio da
cauda das espermiatides; owaxonema com todes os seus ele-
mentos tubulares e com deposigao de material eléctron-den
so, e os derivados mitocondriails quase que totalmente

preenchidos por material eléctron-denso (MD),na regido
da cauda das espermdtides; e a membrana plasmdtica (MP)

destas esperﬁéﬁides. X u42300.

FIGURA 46 - Corte longitudinal da  regiao
que compreende o final da cabega e o inicio da cauda das
espermatides. Material pSs-fixado em mistura de tetrdxi-
do de 8smio e Jcido td3nico. A figura mostra: o nidcleo
(N) alongado, com cromatina compactada, e rodeado por mi-
crotibulos (MT); o corpllsculo basal (CB) na regido ini-
cial do axonema (AX), a qual se insere no nidcleo.

X 22900.
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pactada, na regiao da cabega dos espermatozfides; o ni-
cleo, o axonema (AX) e apenas um dos derivados mitocon-

driais (DM), ou o axonema e o adjunto do centrfolo  (AC)

entre os derivados mitocondriais, estes Ultimos apresen-
tando didmetros diferentes, na regidao que compreende o
final da cabega e o inicio da cauda dos espermatozdides;
0 axonema completoc com todos os seus elementos tubulares
[os dois microtibulos centrais (MC), as nove duplas peri-
féricas de microtibulos (DP) e as nove fibras acessdrias
(FAY] , e com material eléctron~denso (%) depositado no
interior dos microtGbulos centrais e no interior das fi-
bras acessdrias, e com as fibras eléctron~-densas (FD)
entre os microtdbulos centrais e as duplas periféricas e
entre as fibras acessdrias, na regido da cauda dos esper-
matozbides; os derivados mitocondriais providos de mem-
brana (MDM) e totalmente preenchidos por materiai eléc~
" tron-denso (MD) em arranjo paracristalino, também na re-
gido da cauda dés espermatozGides; e a membrana plasmati

ca da regido da cauda dos espermatozdides. Figura 51,

36100, Figura 52, X 75600.

FIGURA 53 - Regido da cabeca, e regido ini
cial da cauda, e regiao da cauda dos espermatozdides cor-
tédas transversalmente. Material desidratado em EPTA e
cortes ndo contrastados com uranila e chumbo. A figura
mostra: o nGcleo (N) eléctron-licido,na regido da cabega;
o axonema (AX) e o adjunto do centrioloc (AC) entre os de- .
rivados mitocondriais (DM), na regido inicial da cauda;
e o axonema ladeado pelos derivados mitocondriais, na re-

giZo da cauda dos espermatozdides. X 61700.



ExpLIcAcOES DAs F1Guras DE 50 a 53

FIGURA 50 ~ Regiao da cabeca, e regilo que
compreende o final da cabega e o inicio da cauda de esper
matides de Ceratitie capitata, no estddio 10, cortadas
transversalmente. Material pds-fixado em mistura de te-
trdéxido de dsmio e ferricianeto de potdssio. A figura
mostra: o ndcleo (N) com cromatina compactada; a membra
na plasmitica (MP) sendo eliminada; a regiéo mais  ini-
cial do corplisculo basal (CB), a qual se insere no na-
clec; o nicleo, com envoltdrio nuclear (EN) evidente, 0
axonema (AX) e apenas um dos derivados mitocondriais (IM),
Ou O axonema € O adjuntb do centriolo (AC) entre os deri-
vados mltocondrlals, estes (ltimos apresentando diame-
tros diferentes, na regiao que compreende o flnal da cabe
iga e o inicio da cauda das espermidtides; o axonema com-
pleto com todos os seus elementos tubulares e com deposi

gao de material eléctron-denso, e os derivados  mitocon-

driais quase que totalmente preenchidos por material
eléctron-denso em arranjo paracristalino, na regiao da
cauda das espermatides. X 36100.

FIGURAS 51 e 52 - Regido da cabega, regiaoc
que compreende o final da cabega e o infcio da cauda, e
regido da cauda dos espermatozdides cortadas transversal-
mente., Material pdés~fixado em mistura de tetrdxido de
Ssmio e ferricianeto de potassio. As figuras mostram: a

membrana plasmitica (MP) e o ndcleo (N) com cromatina com






todos os seus elementos tubulares [os dois microtibulos
centrais (MC), as nove duplas periféricas de microtibulos
(DP) e as nove fibras acessorias (FA)], e circundado por
membranas (M); os derivados mitocondriais (DM); providos
de membranas (MDM), ainda com algumas cristas mitocon-

driais (CM), e rodeados por microtibulos (MT); bolhas (B)

de eliminagac do excesso de material citoplasmitico; e
membranas do reticulo endoplasmiatico (RE) envolvendo o
conjunto formade pelo axonema e os derivados mitocon-

driais. Figura 56, X 27300. Figura 57, X 30800.

FIGURA 58 ~ Corte transversal da regiao fi
nal da cauda de espermdtides jovens. A figura mostra: o
axonema (AX) com os dois microtibulos centrais (MC) e com
as duplas periféricas de microtibulos (DP), e a auséncia

dos derivados mitocondriais. X 23800.

FIGURA 59 - Regido da cauda de espermati-
des, no estddio 8, cortadas transversalmente. Material
pés-fixado em mistura de tetrdxido de &smio e ferriciane-
to de potdssio. A figura mostra: massas citoplasmiticas
comuns (CC) entre espermatides; o axonema (AX) com todos
os seus elementos tubulares, com deposigao de material
eléctron-denso e circundado por membranas (M); os aeriVE
dos mitocondriais (DM); vesiculas (V) contendo material
eléctron-denso, e numerosos polirribosomas (PR) no cito-

plasma das células. X 27300,



ExpL1cAgOES DAS FIGurAs DE 54 A 59

FIGURA §4 - Corte transversal da regiao da
cauda de espermatides de Ceratitis capitata, no estddio
4, Material pds-fixado em mistura de tetrdxido de &smio
e ferricianeto de potdssio. A figura mostra: o axonema
(AX) constituido apenas pelos dois mierotibulos centrais
(MC) e pelas nove duplas periféricas de microtibulos (IP),
e cirecundado por membranas (M); os derivados mitocon-
driais (DM) em formagao, delimitados por membranas lisas
€ duplas (MDM)3; &reas de citoplasma (C) que adentram os
derivados mitocondriais; e membranas do reticulo endo-
plasmadtico (RE) envolvendo o conjunto formado pelo axone-

ma e os derivados mitocondriais. X 37060.

FIGURA 55 -~ Corte transversal da regiao da
cauda de espermadtides no estddio 4. Material desidratado
em EPTA e cortes nao contrastados com uranila e chumbo.

A figura mostra: o axonema (AX) ladeado pelos derivados

mitocondriais (DM) em formagao; areas de citoplasma (C)
que adentram os derivados mitocondfiais; membranas | do
reticulo endoplasmidtico (RE) envolvendo o axonema e os de
rivados mitocondriais; e grande quantidade de vesiculas

do complexo de Golgi (CG) no citoplasma. X 22900.

[l

FIGURAS 56 e 57 ~ Cortes transversais da
regido da cauda de espermitides no estadio 6. Material
pés~fixado em mistura de tetrSxido de &smio e ferriciane-

to de potdssio. As figuras mostram: o axonema (AX) com






periféricas de miecrotibulos; os derivados mitocondriais
(DM) rodeados por microtibulos (MT); e membranas (M)

enroladas, no citoplasma. X #3500.

FIGURAS de 63 a 65 - Cbrtes longitudinais
da regido da cauda de espermatides. Material pds-fixado
em mistura.de tetroxido de Osmio e ferricianeto de potds-
sio. As figuras mostram: o axonema (AX) com uma deposi
gdo periddica de material eléctron-denso (*); os deriva-
dos mitocondriais (DM) com deposigdao de material eléc-
tron-denso (MD) em arranjo paracristalino, e rodeados por
microtibulos (MT) dispostos longitudinalmente no  cito-
plasmaj; e Numerosos ribosomas (R) agrupades no citoplas-
ma. Figura 63, X 38890. Figura 64, X 61700, Figu~

ra 65, X 61700.



ExpLICAGOES DAS F1GURAs DE 60 A 65

FIQURA 60 - Corte transversal da:regiéé da
cauda de espermatides de Ceratitis éapitata, no estadio
5. Material fixado em glutaraldeido e pés-fixado em te-
trdxido de Osmio. A figura mostra: o axonema com os dois
microtiibulos centrais (MC), com as nove duplas periféri-
cas de microtibulos (DP) e com as fibras acessdrias (FA)
em formagao; os derivados mitocondriais (DM) com infcio
de deposigio de material eléctron-denso (MD) em arranjo
paracristalino; os microtibulos (MT) principalmente ao
redor dos derivados mitocondriais; e membranas (M) enro-

ladas, no citoplasma. X 55600.

fIGURA 61 - Cofte 1qngitudinal da regiao da
cauda de espermatides. Material fixado em glutaraldeido
e pds-fixado em tetrdxido de Osmio. A figura mostra: o
axonema (AX); os derivados mitocondriais (DM), ainda com
algumas cristas mitocondriais (CM), e rodeados por micro-
tibulos (MT) dispostos longitudinalmente no citoplasmag
e numerosos ribosomas (R) agrupados no citoplasma.

X 25600.

FIGURA 62 -~ Corte transversal da fegiao da
cauda de espermitides no estddio 6. Material fixado em
glutaraldeido e p8s~fixado em tetrdSxido de JSsmio. A figu
ra mostfa: o axonema (AX) j& com todos os seus elemen-
tos tubulares e com ¢ aparecimento das fibfas elécfron-

~densas (FD) entre os microtibulos centrais e as duplas






da de espermitides. Material fixado em mistura de gluta-
faldeidgfe dcido tanico. As figuras mostram: o corpiscu-
1o basal (CB) em sua porgEo mais inicial, a qual se insere
no nicleo (N); uma ligacao eléctron-densa (L) entre B
axonema (AX) e os derivados mitocondriais (DM); e os mi-
crotbulos (MT) que rodeiam o niicleo e os derivados mito-

condriais. Figura 68, X 50200. Figura 69, X 35300.

FIGURA 70 - Corte transversal da regiao
da cauda de espermitides no estddio 6. Material fixado em
glutaraldeido e pds-fixado em tetrdxido de osmio. A figu-
ra mostra: o axonema com todos os seus elementos tubula-
res [os dois microtlbulos centrais (MC), as nove duplas
periféricas de microtibulos (DP) e as.nove fibras aces-
sérias (FA)] , € com aparecimento das fibras eléctron-den
sas (FD) entre os microtibulos centrais e as dupias perifé
"picas de microtibulos e entre as fibras acessdrias; os de
rivados mitocon&riais (DM) com deposigao de material
eléctron-denso (MD) em arranjo paracristalino; e os micro

tibulos (MT) dispostos principalmente ao redor dos deriva-

dos mitocondriais. X 8u800,



ExpL1cAgOES DAS F1GURAs DE 66 A 70

FIGURA 66 - Corte transversal da regido
da cauda de espermatides de Ceratitis”capitata, no estadio
5. Material fixado em glutaraldeido e p65—fixédo em te-
trdxido de Ssmio. A figura mostra: o axonema (AX) consti
tuido apenas pelos dois microtibulos centrais (MC) e pelas
nove duplas periféricas de microtibulos (DP); e os deriva
dos mitocondriais (DM) com inicioc de deposigac de material
eléctronmdenso (MD), e ainda com algumas cristas mitocon-

driais (CM). X 73000,

FIGURA 67 - RegiZo da cauda de espermati-
des, no estadio 8, cortada transversalmente. Material fi-
 xado enm glutaraldeido e pbs-fixado em tetrdxido de osmio.
A figura mostra: pontes (P) e massas citoplasmiticas co-
muns (CC) entre espermitides; o axonema (AX) cdmpleto com .
todos os seus elementos tubulares, e com deposigao de mate
rial eléctron-denso (%) no interior dos dois microtibulos
centrais e no. interior das fibras acessdrias, e fibras
eléctron-densas (FD) entre os microtlbulos centrais e as
nove duplas periféricas de microtﬁbulo; e entre as fibras
acessdrias; os deriﬁados mitocondriais (DM) com deposicao
de material eléctron-denso (ED), e ainda com algumas cris-
tas mitocondriais (CM); e uma ligagio eléctron-densa (L)

entre o axonema € os derivados mitocondriais. X 28200,

FIGURAS 68 e 69 .~ Cortes transveréais da

regido que compreende o final da cabega e o inicio da cau-






FIGURA 73 - Regido da cauda de espermati-
des, no estddio 8, cortada transversalmente. Material
pos-fixado em mistura de tetrSxido de Osmio e dcido tani-
co. A figura mostra: massas citoplasmiticas comuns (CC)
entre espermitides; o axonema com depSsitos de material
eléctron-denso () no interior dos dois microtubulos cen-
trais (MC) e no interior das nove fibras acessdrias (FA),
e fibras eléctron-densas (FD) entre os microtibulos cen-
trais e as nove duplas periféricas de microtibulos; oS
derivados mitocondriais (DM) com deﬁosigéo de Vmaterial
eléctron-denso (MD) em arranjo paracristalino; e alguns

microtibulos (MT) no citoplasma. X 108000.

FIGURA 74 - Corte transversal da regiao

da cauda de espermatides no estaddio 8. Material fixado
em glutaraldeido e pos-fixado em tetrdxido de dsmio. A

figura mostra: espessamentos da membrana (EM) na regiao
de contato entre duas espermidtides; o axonema (AX) com-

pleto com todos os seus elementos tubulares e com dep8si-

tos de material eléctron~-denso; os derivados  mitocon-
driais (DM) éom deposigao de material eléc%ronwdenso; ve
Sfculas (V), contendo material fibrilar, no citoplasmas
a presenca das membranas adjacentes (MA) ao nicleo com as
extremidades laterais enroladas para dentro; e numero-

sos microtdbules (MT) no citoplasma. X 33300.
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FIGURA 71 - Regiao da cauda de espermati-
des de Ceratitis capitata, no estadio 8, cortada transver-
salmente. Material fixado em glutaraldeido e pds-fixado
em tetrdxido de Osmio. A figura mostra: pontes (P) e mas
sas citoplasmaticas comuns (CC) entre espermatides; o axo
nema (AX) com deposigio de material eléctron-denso (*) no
interior dos dois microtibulos centrais (MC) e no interior
das fibras acessdrias, e com as fibras eléctron-densas (FD)
entre os microtdbulos centrais e as nove duplas periféri-
cas de microtibulos (DP) e entre as fibras acessdrias; os
derivados mitocondriais (DM) com deposigao de material
eléctron-denso (MD); e vesiculas (V), contendo material

fibrilar, no citoplasma. X 33300.

FIGURA 72 - Corte transversal da regiao
da cauda de espermidtides no estadio 6. Material  fixado
em glutaraldeido e pos-fixado em tetrdxido de_ésmio. A
figura mostra: o axonema (AX) com todos os seus elementos
tubulares e com fibras eléctron-denéas entre esses elemen-
tos; os derivados mitocondriais (DM) com infcio de deposi
¢3o de material eléctron-densoc (MD) em arranjo paracrista-
lino; membranas (M) no citoplasmaj; microtibulos (MT),
principalmente, ao redor dos derivados mitoéondriaié; uma
ligagdo eléctron~densa (L) entre o axonema e os derivados
mitocondriais; e espessamentos da membrana plasmiatica

(EM) na regido de contato entre espermatides. X 37900.
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ExpLIcAgOES DAs F1Guras DE 75 A 78

FIGURA 75 ~ Testiculo de Ceratitis capita
tq com cistos contendo espermidtides no estddio 7, cortadas
transversalmente., Material desidratado em EPTA e cortes
nao contrastado com uranila e chumbo. A figura mostra: os
granulos de pigmento (PI) das células da parede do testicu
lo; a camada de c€lulas musculares (CMP) da parede do tes
ticulo; o axonema (AX) e os derivados mitocondriais (DM),

na regifo da cauda das espermiatides. X 25600.

FIGURAS 76 e 78 - Cortes transversais da
regiao da caﬁda das espermdtides no estadio 6. Material
desidratado em EPTA e cortes contrastados com uranila e
chumbo. As figuras mostram: o axoneﬁa (AX); o adjunto
do centrioclo (AC) entre os derivados mitocondriais {(DM)
o infcio de deposigdo de material eléctron-denso (MD) em
arranjo paracristalino, nos derivados mitocondriais; e,
possivelmente, vesiculas do complexo de Golgi (CG) no cito

plasma. Figura 76, X 28200, Figura 78,'X 46700,

FIGURA 77 - Regido da cauda de espermdti-

des, no estidio 8, cortada transversalmente., Material de-

sidratado em EPTA e cortes nac contrastados com uranila e

chumbo, A figura mostra: pontes (P) e massas citoplasmi-
ticas comuns (CC) entre espermitides; uma area el&ctron-
-1ficida na regido mais interna do material eléctron-denso
depositado nos derivados mitocondriais (DM); e o axonema

(AX). X 29100.
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eléctron-denso; e uma cauda anormal (CA) com dois axone-

mas, X 538400,

FIGURA 81 - Regiao da cabega, regiao que
compreende o final da cabega e o inicio da cauda, e re-
gido da cauda dos espermatozéides, cortadas trénsversal—
mente, Material pds-fixado em mistura de tetrdxido de
dsmic e Scido tanico. A figura mostra: o acrosoma (ACR)
e o nidcleo (N), com cromatina compactada, em diferentes
niveis da regiao da cabeca dos espermatozdides; a regiao
que compreende o final da cabega e o infcio da cauda dos
' eépermatozéides com ojnﬁcleo e o axonema (AX) e o -adjunto
do centriclo (AC) e apenas um dos derivados mitocondriais
oﬁ com © axonéma e o adjunto do centriolo entre os derivg
dos mitocondriais; a régiéo da cauda dos espermatozdides
COm O axonema e O0s deriva&és mitocondriais, estes dltimos
dotados de membrana (MDM); e a membrana plasmatica (MP)

das diferentes regides dos espermatozdides. X 30000.

FIGURA 82 - Corte transversal da reglao
da cauda dos espefmatozSides. Material pos-fixado em mis
tura de tetrdxido de 8smio e acido tanico. A figura mos-
tra: o axonema (AX) com todos os seus elementos tubula-
res ‘e com depSsitos de material eléctron"denso§ os_deri-
vados mitocondriais (DM) proﬁidos de membrana (MIM) e to-
talmente preenchidos por material eléctron-denso; a mem-
brana plasmitica (MP) da regido da cauda dos espermatozdi
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FIGURA 79 - Corte transversal da regido
da cauda de espermidtides de Ceratitis capitata, no esta-
dio 10. Material fixado em glutaraldeido e pos~fixado em
tetrdxido de Ssmio. A figura mostra: o axonema com ‘to-
dos os seus elementos tubulares, com o par central de mi-
crotlbulos (MC) e as nove fibras acessdrias (FA) preenchi
dos por material eléctron-denso (%) e contendo um bastone
te, central, de alta densidade eletronica, e com as  fi-
" bras eléctron-densas (ID) entre os microtiibulos centrais
e as nove duplas periféricas de microtdibulos (DP) e entre
as fibras acessorias; e os derivados mitocondriais (DM)
com deposicdo de material eléctron-denso (MD) em arranjo

paracristalino,. X 70200.

FIGURA 80 - Regi3o da cauda dos esperma-
tozdides cortada transversalmente. Material fixado em
glutaraldeido e pSs-fixado em tetrSxido de Osmio. A figu
ra mostra: a parede do cisto (PC); o axonema (AX), - na
cauda do espermatozdide, com todos os seus elementos tubu
lares e com depdsitos de material eléctron-denso (*) no
interior dos dois microtlbulos centrais (MC) e no inte-
rior das fibras acessdrias, e com as fibras eléctron-den
sas (PD) entre os microtibulos centrais e as nove ' duplas
periféricas de microtlbulos (DP) e entre as fibras aces-
sbérias; os derivados mitocondriais (DM) na cauda . dos

espermatozdides, totalmente preenchidos pelo material






dos mitocondriais (DM) e a desorganizagao e perda de

alguns dos elementos tubulares que compdem o axonema

(AX). X 41400,

FIGURA 86 - Corte transversal da regido
que compreende o final da cabega e o infcio da cauda, e
da regido da cauda dos espermatozdides. Material desidra
tado em EPTA e corte nao contrastado com uranila e chum-
bo. A figura mostra: o nlUclec (N) eléctron-liicido e o
axonema (AX), ou o nlicleo e o axonema e apenas um dos de-
rivados mitocondriais (DM), ou o axonema e o adjunto do
centriolo (AC) entre os derivados mitocondriais, na vre-
gido que compreende o final da cabeca e o inigio da cau-~
da, dos espermatozdides; e o axonema e os dois derivados
mitocondriais; na regiao da_cauda dos espermatozdides.

X 34400,

FIGURA 87 - Corte transversal da vregizo
da cauda ou flagelo de um espermatozdide. Material desi-
dratado em EPTA e corte nao contrastado com uranila e
chumbo. A figura mostra: o axonema (AX), onde a luz dos
dois microtibulos centrais (MC) e das nove fibras  aces-
sérias (FA) aparece eléctron-ldcida; e os derivados mito
condriais (DM) totalmente preenchidos por material eléc-

tron-denso (MD} em arranjo paracristalino. X 91800,
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FIGURA 83 - Testiculos de Ceratitis capi
tata com cisto contendo espermatozdides, cortados trans-
Qersalmente, na regiao da cauda. Material fixado em glu
taraldeido e pds-fixado em tetrdxido de Gsmio. A figura
mostra: o axonema (AX) completo com todos os seus elemen
tos tubulares e com depdsitos de material eléctron-denso
(*) no interior dos dois microtdbulos centrais e no inte-
rior das fibras acessorias, e fibras eléctron-densas (FD)
entre os microtdbulos centrais é as duplaé periféficas de
microtibulos; os derivados mitocondriais (DM) totalmente
preenchidos por materiil el&ctron-densoj e -as células da

parede do cisto (PC). X 24700.

FIGURA 84 ~ Regido final da cauda dos
espermatozdides cortada transversalmente. Material fixa-
do em glutaraldeido e pds-fixado em tetrdoxido de JOsmio.
A figura mostra: a extremidade (E) da cauda dos esperma-
tozéidesAonde'ocorre a terminalizacdo dos derivados mito-

condriais (DM), e a desorganizagao e perda de alguns dos

elementos tubulares que compoem o axonema (AX). X 47600.

FIGURA 85 - Regiao finai da cauda dos
espermatozCides cortada transversalmente. Material desi-
dratado em EPTA e cortes contrastados com uranila e chum
bo. A figura mostra: a extremidade (E) da cauda = dos

espermatozdides onde ocorre a terminalizagao dos deriva-
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ExpLICAGOES DAS F1curas 88 £ 89

FIGURA 88 - Testiculo de Ceratitis capi-
tata com cisto contendo as células gefminativas.‘ Mate-
rial pés-fixado em mistura de tetrdxido de dsmio e acido
tanico. A figura mostra: uma ponte citoplasmitica (P),
com membranas plasmi3ticas espessas, entre c€lulas do cis-

to. X 8500.

FIGURA 89 -~ Cisto contendo es?ermétides,
_ no estadio 4, cortadas transversalmente. = Material  pds-
~fixado em mistura de.tetr5xido de &smio e dcido  tanico.
A figura mostra: o nicleo (N) com dreas de cromatina con-
densada, e o axonema (AX) ladeado pelos derivados mitocon-

driais (DM) em formagio. X 13500.
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ExpLIcAGAO DA F1Gura 90

FIGURA 90 - Corte de testiculo de Cera-
titis capitata mostrando: os cistos (CI) com espermato-
z6idesy; as c&lulas que formam a parede dos cistos = (PC);
e muitas figuras mielInicas (FM). Material pbs-fixado em

mistura de tetrdxido de Gsmio e ferricianeto de potdssio.

X 9200.
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ExpLICAGOES DAs Ficuras 91 E 92

FIGURAS 81 e 82 - Cortes de espermate~
cas, de fémeas de Ceratitis capttata, contendo espermato-
z8ides. Material fixado em glutaraldeidc e pos-fixado em
tetrdxido de dsmio. As figuras mostram: os espermatozdi
des dispostos ao acaso e agrupados junto a cuticula (CT)
da espermateca; o nlcleo (N) que constitui praticamente
toda a cabega dos espermatozdides; o axonema (AX) e os
derivados mitocondriais (DM), elementos que formam a cau-
da ou flagelo (F) dos espermatozdides; o adjunto do cen-
trfoclo (AC) entre os derivados mitocondriais, 'a regido
inicial da cauda dos espermatozdides; o material _fibriw
lar (MF) que circunda os espermatozoides no interior da
espermateca; e c€lulas do tecido adjacente (TA). Figu

ra 91, X 13500. Figura 92, X 36100.






ExpLicagho DA Figura 93

FIGURA 93 - EspermaszSide de Ceratitis
eapitata. Coloragao negativa. A Ffigura mostra; a re-
gido da cabega do espermatozdide formada pelo acrosoma
(ACR) e pelo nicleo (N); e a regido do flagelo (F) ou
cauda do espermatozdide cuja extremidade final & formadﬁ
apenas pelo axonema (AX), estando ausentes, ai, os deriva

dos mitocondriais. X 4000,






'EXPL;CA;ESES pAS FI1GUrRAS DE 94 A 97

FIGURAS 94 e 95 - Regiao inicial da cabe
ga e regiao final da cauda do esPerméfOZSide de'Ceratitié
eapitata, Coloragao negativa. As figuras mostram: o]
acrosoma (ACR) situado anteriormente ao nicleo na cabega
do espermatozbide; e o axonema (AX) que na  extremidade
final da cauda do espermatozdide naco aparece ladeado pe-
los derivados mitocondriais e apresenta perda  paulatina
de alguns de seus elementos tubulares. Figura 9S4,

X 12700, Figura 95, X 22000.

FIGUPAS 96 e 97 - Regiao inicial da cabe
¢a do espermafoz6ide mostrando o acroéoma (ACR), © comple
xo de membranas que O envoive (MACR), 5 material em
arranjo periddico (MPA) no interior do mesmo, e a regiao
inicial do nlcleo (N). Coloragac negativa. Figura

96, X 49400. Figura 98, X 81000.






ExpLIcAgOES DAs F1curas DE 98 A 101

FIGURA 98 - Fragmento da regiao da cabe-
ga do espermatozdide, de Ceratitis capifdta, formado pelo

niucleo (N). Coloragao negativa. X H4600.

FIGURAS 99 e 101 - Fragmento da regiao
que compreende o final da cabega e o infcio da cauda do
espermatozdide, mostrando a porgao inicial do axonema
(AX) que se insere no niicleo, e o envoltdrioc nuclear (EN)
da extremidade final do nficleo (N). Coloragac negativa.

Figura 99, X 38800. Figura 101, X 6u4800.

. FIGURA 100 - Fragmento do axonema (AX),
do espermatozdide, mostrando os elementos tubulares de
. que & constitufdo: os microtdbulos centrais (MC), as du-
plas periféricas de microtibulos (DP) e as fibras aces-

sdrias (FA). Coloragao negativa. X 37900.






ExpLicagBES DAs F1euras DE 102 A 105

FIGURAS 102 e 104 -~ Fragmentos da regido
do flagelo ou cauda dos espermatozdides, de Ceratitis ca-
pttata, mostrando os elementos que os constituem: o axo-
nema (AX) e os derivados mitocondriais (DM). Coloragao

negativa. Figura 102, X 12700. Figura 104, X 78300.

FIGURAS 103 e 105 =~ Fragmentos dos deri—
vados mitocondriais, dos espermatozdides, totalmente pre-
enchidos por material eléctron-denso (MD) em arranjo para
eristalino. Colorag¢do negativa. Figura 103, X 78300.

Figura 105, X 181000,






ExPLICACOES DAs Freuras DE 106 A 109

DETALHES DA FORMAGAO DO AXONEMA -

FICURA 106 - Corte transversal da regiao
‘da cauda de espermdtides de Ceratitis capitata, NO estd-
dic 5. Material pds-fixado em mistura de tetrdxide de
Ssmio e acido ténico. A figura mostra: o© axonema  com
és dois microtdbulos centrais (MC), com as nove duplas
periféricas de microtdbulos (DP) e com as fibras aces-
s8pias (FA) em formagdo; os derivados mitocondriais (DM)
rodeados por microtibulos (MT), e com deposigao de mate-

rial eléctron-denso (MD). X 138900.

FIGURA 107 - Corte transversal da regiao

da cauda de espermitides no estddio 6. Material  fixado

em glutaraldeido e pés-fixado em tetrdxido de Ssmio. A
figura mostra: O axonema com todos os seus elementos
tubulares [os dois microtUbulos centrais (MC), as nove

duplas periféricas de miérotﬁbulos (DP) e as nove fibras
acessdrias (FA)], e com infcio da formagao das fibras
eléctron~-densas (FD) entre os microtiibulos centrais e as
duplas periféricas de microtibulos e entre as fibraé aces
sdrias; os derivados mitocondriais (DM) rodeadoslpor mi-
crotibulos (MT) e com deposigdo de material eléctron-den

so (MD) em arranjo paracristalino. X 138900.

FIGURA 108 - Corte transversal da  regiao

da cauda de espermitides no estadio 10. Material fixado
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