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INTRODUCAQ

O lepidoptero Afabama argiffacea Hlibner (1818) & um
inseto holometabolo, do grupo dos Pterigota, gque pertence a
sub-ordem Frenatae (Heteroneura), Super-familia Noctuioidea,
Familia Noctuidae e sub-familia Hermeniinae (COMSTOCK, 1972 —

apud HABIB, 1976). Sua larva fitdfaga, conhecida pela  sua

voracidade e denominada popularmente de "curugqueré", é consi-
derada como uma das pgagas secundarias que atacam os algodo-
eiros das regiées neotropicas, podendo desfolhar totalmente

as plantagées e, conseglentemente, compromét@r geriamente a
cultura algodoeira (HABIB, 1976, 1977, 1978; ANDRADE, 1981).
No Brasil, & considerada como praga de algodoeiro desde 1578

(CALCAGNOLO, 1965 -~ apud HABIB; 1977 e ANDRADE, 1981}).

Esse inseto peste ja foi considerado como uma das
maiores e mais importantes pragas de algodoais, mas apds a
22 Guerra Mundial, com o uso de inseticidas organo-sintéti-
cos, houve significativa diminuigao no surgimento de infesta
¢Oes danosas de A. angiﬂﬂacea; como reportam varios autores

de 1962 a 1968, citados por HABIB (1976) e ANDRADE (1981).

Na regiao de Campinas, Sao Paulo, ja era conhecida
como uma constante ameaga, na estagéo chuvosa, desde 1939
(HAMBLETON - apud ANDRADE, 1981). Costuma aparecer entre no
vembro e dezembro, sendo que em janeiro e fevereiro, perio-
dos das 23 e 32 geracgdes, 08 niveis de ataque da praga podem
se tornar intensos, exigindo repetidas medidas de controle pa

ra que os danos as culturas de algodao nac se tornem maiores.



Sobre a origem das erupgées periddicas de A. ax-
gillacea e o modo pelo qual a mesma se mantém ou reaparece
anualmente, nas varias regides algodoeiras dos palses ame-
ricanos, ha varios trabalhos publicados de 1936 a 1969, ci-
tados por HABIB (1976,'1977, 1978) e ANDRADE (1981), que consideram a
Améria Central e o norte da América do Sul come centros de manutencio e
migracao de A. argillacea. Ista se desenvolve schre plantactes silves
tres de algodao (Gossyplum sp.), de onde as mariposas migram anualmen-

te em geragoes sucessivas, em diferentes diregoes, como adven

to da estacao chuvosa. 0 hdbito migratdrio & considerado
como principal fator pelo nao desenvolvimento de resistén—

cia dessa praga a inseticidas quimicos (ANDRADE, 1981).

O Gnico modo de controle dessa braga, atualmente
empregado, € o uso de inseticidas quimicos que provocam e-
feitos colaterais danosos ao meio-ambiente, seqgqundo diver-
sos autores citados por HABIB (1976; 1977) e ANDRADE (1981} .
Contudo, como ha crescente consciéncia da necessidade de u
tilizac%o de novos métodos de controle de pragas que permi
tam maior segurancga, economia e menores efeitos celaterais
desvantajosos ao ambiente, HABIB (T976; 1977} prevé que a
A. argilflacea podera voltar a ser uma das maiores pragas da
cultura algodoeira no Brasil; em fungéo do abandono gradual
de inseticidas quimicos. Como diz HABIB (1976), a aplica-
gao de métodos mais recentes de controle de pragas; exige
ainda inumeros “estudos detalhados e profundos; tanto bio-
nomicos guanto morfoldgicos da espéecie cujo controle & de-
sejado". Os poucos trabalhos publicados a respeito de A,
argillacea tratam apenas de biologia ndo-detalhada, morfo-

logia externa, migracdo de adultos, origem das infestagdes



@ controle quimico, sequndo virias publicacdes datadas de
1935 a 65, citadas por HABIB (1976), que também realizou es
tudos biolégicos e anatdmicos sobre a referida especie e con
sidera ser ainda necessario realizar inumeros estudos a res

peito da mesma.,

Com o intuito de contribuir com novos conhecimentos
a respeito da anatomia macro e microscdpica de individuos ma

chos e fémeas de Alabama angiflacea, que possam servir de ba

se  para posteriores trabalhos relacionados, direta e/ou in
diretamente, com o controle bioldgico desse lepidoptero pra
ga, realizamos um estudo prévio da morfologia dos aparelhos
reprodutores masculino e feminino, ao qual seguiu-se uma a-
nalise detalha&a da estrutura ultra-microscdpica de esperma
tozoides eupirenes (tipicos) e apirenes {atipicos) intra e
extramtesticulares; ao nivel dos tratos genitais de imagos

machos e fémeas.



REVISAO DA LITERATURA

Os espermatozoides dos animais, em geral, sio célu
las altamente especializadas, verdadeiros modelos de diferen
ciagdo celular extrema, as quais passaram por uma evolugao
morfoldgica que ndo tem paralelo em outros tipos celulares.
Algumas de suas caracteristicas estruturais estio relaciona-
das com seu papel terminal na fertilizac¢l®o, enquanto que ou-—

tras ou tém causas evolutivas ou sdo ainda objeto de estudos

especulativos a respeito (PHILLIPS, 1974, BACCETTI & AFZELIUS,

1976} .

Ha enormes variagdes interespecificas na propria
morfologia dos espermatozdides e estudos comparativos que tém
basicamente evidenciado tal fato, consideram gue "espermato-
z0ides de duas espécies animais podem ser semelhantes na for
ma, mas nunca sao exatamente iguais" (BACCETTI & AFZELIUS,

1976) .

0 fato de os espermatozdides serem, freqiientemente,
muito pequenos, poderem ser obtidos em grande nimero e terem
um alto grau de organizagao, favorece iqualmente o egtudo de

sua ultra~estrutura (BACCETTI & AFZELIUS, 1976).

Os espermatozdoides que pertencem a filos animais
que evoluiram definitivamente para a vida terrestre e que,
por conseguinte, apresentam {ertilizacao inteana COMO na maio
ria dos anelideos, moluscos, artroépodos e vertebrados, sao
ceélulas muito evoluidas e denominadas genericamente de edpen
matozoddes modificados, em comparacio com o tipo prAmilivae,

tipico de grupos de animais de fertilizacao externa (FRANZEN,
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1955 ~ apud FRANZEN, 1970; FAVARD & ANDRE, 1970; BACCETTI,

1972; ANDERSON & PERSONNE, 1973; BACCETTI & AIZELIUS, 1976).

Na maioria das espécies dos {nsefos, que  alcanga-
ram, entre os Arthropeda, o mais alto grau de adaptacgido a vi-
da terrestre, com modos muito flexiveis de fertilizacio in~
terna, os espermatozoides sido do tipo modificads que evolui-
ram no sentido de aumentar sua motilidade, atravésdk:difereg
ciagOes sofridas na sua forma filamentosa, na cabega muito a

longada, no complexo acrosomal e nas mitocdndrias muito modi

ficadas que flanqueiam o longo flagelo (BACCETTI, 1972; BAC-

CETTI & AFZELIUS, 1976; DALLAT & AFZELIUS, 1980).

Ao contrario dos mamiferos, o processo de producio
de espermatozdides (espermatogénese) nos insetos ocorre nos foliculos
testiculares, no interior de c4dsi0s {espermatocistos), que con-
sigtem em sacos formados por células epiteliais, no interior
dos quais se desenvolvem as células germinativas por meio de
divisoes sincronicas (CARSON, 1945 - apud GARBINI & IMBERSKI,
1977; SADO, 1963; VIRKKI 1963, 1969; HANNAH-ALAVA, 1965 -
apud DUMSER, 1980; PHILLIPS,1970 a,b, 1971,1974; HOLT & NORTH,

1970; BACCETTI, 1972).

De acordo com os trabalhos de SADO (1963), que es-
tudou a espermatogénese em Bombyx mordi e de HANNAH - ALAVA
(1965 —- apud GARBINI & IMBERSKI, 1977} o desenvolvimento dos
espermatocistos pode ser subdividido em 7 diferentes esta-
gios, a saber: (1) espermatogbnias pré-definitivas ou prima-
rias; (2) espermatogdnias definitivas ou secundarias; {(3)
espermatocitos primarios; (4) espermatocitos secundarios;
{5) espermatides; (6} espermatides em aﬂ@nwmmnua (7) esperma

tozoides. As espermatoginias pre-definitivas se desenvolvem ao re-—



dor de uma célula apical localizada no geamarium existente
na porgio distal de cada foliculo testicular. Quando uma es
permatogdnia pré-definitiva (nfio encistada) deixa o  germa
rium e se associa a células somdticas, forma-se entio um e
permatocisto e a espermatogdnia, agora encistada, denomina-
se de definitiva. Iniciam-se, a sequir, divisdes  sincréni
cas das quals resultam os espeamatocditos primardics que, por
sua vez, passam pelas 2 divisces sucessivas da meiose, (di
visoes de maturagao), resultando num espermatocisto com um
feixe de espeamatides, as quais sofrem profundas alteracdes
morfo-funcionais no decorrer de um processo designado espex
miogenese, do qual resulta um cisto com espermatozdides
orientados paralelamente, cabeca com cabega, cauda com cauda
(SADO, 1963; HANNAH~ALAVA, 1965 apud VIRKKI, 1963 a,b, 1969,
1973; HOLT & NORTH, 1970; PHILLIPS, 1970 a,b, 1971;BACCETLI

E572; ., GARBINI & IMBERSKI, 1977; DUMSER, 1930).

Quanto ao numero de espermatides e/ou espermato
z6ides por c¢isto, VIRKKI (1969, 1973) e PHILLIPS (1970 a,b,
1971, 1974) afirmaram gue & muito constante e espécie-espe
cifico, sendo basicamente determinado pelo niimero de mitoses
sincrbnicas das espermatogbnias definitivas,mais as 2 divisSes

N - . n
meioticas dos espermatocitos e expresso como 277, no gqual

n" é usualmente igual a 5,6, 7 e 8. Os mesmos autores desta
cam que o nimero tipico de espermitides ou espermatozdides por cisto,
para a maioria dos Lepidoptera e também Coleoptera & igual
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a 256 (27). VIRKKI (1973) realizou estudos especificos re

lacionados com a evolugao do nlmero de espermatozdides por
cisto, em insetos de varios grupos (Odonata, Orxthoptera, He

teroptera, Homoptera, Neuroptera, Coleoptera, Lepidoptera @



Diptera), citando que apenas em T{schlenia (Lepidoptera) en-

controu 128 (27

) espermatozdides por cisto e que nunca foram
observados nlimeros superiores a 512 entre os insetos holome—
tabolos (insetos com metamorfose conpleta). Desse trabalho,
VIRKKI concluiu que os insetos evoluidos tendem a ter menos
espermatozdides por cisto que os mais primitivos, o que pos-—
sivelmente, reflete uma redugido geral na produgdo de esperma
tozoides, a qual poderia limitar a variabilidade genética no
sentido de auxiliar as populagoes a adaptarem-se anichos mui

to especificos.

Nos lepidopteros, mariposas e borboletas, formam-—
se, concomitantemente nos testiculos, 2 tipos bem diferencia
dos de cistos: os eupirenes que contém espermatozoides nu-
cleados tipicos e os ap.iienes com espermatozdides anucleados
atipicos, ja descritos, desde o inicio desse século, num es-
tudo comparado em Pygaera bucephala, por MEVES (1903 - apud
ZYLBERBERG, 1963, 1969; VIRKEI, 1963; YASUZUMI & 6URA, 1964;
FATN~-MAUREL, 1966; FRIEDLANDER & WAHNRMAN, 1970, 1971; RIEMANN,
1970; PHILLIPS, 1971; FRIEDLANDER & GITAY, 1972; FRIEDLANDER
& MIBSEL, 1977; LEVIATAN & FRIEDLZ&NDER, 1979; TFRIEDLANDER &
BENZ, 1981, 1982; FRIEDLANDER, JANS & BENZ, 1931; FRITDEANDER

& HAUSCHTECK-JUNGEN, 1982 a, b e FRIEDL&NDER, 1983).

De acordo com FAIN~MAUREL (1966), que elaborou uma
detalhada revisao a respeito de espermatogéneses atipicas em
diversos grupos de invertebrados (Tuberlarios, Rotiferos, Mo
luscos e Insetos), a maioria dos trabalhos a respeito da du-
pla espermatogénese e conseqllente dimorfismo de espermatozdi

des de Lepidoptera, foram desenvolvidos sobretudc entre 1903



e 1930, a partir de observagdes em microscopia de luz. Con
tudo, a partir da década de 1960, principalmente, em fungao
do gradual e continuo desenvolvimento, bem como comercializa
gao dos microscépios eletrdnicos, foram sendo publicados inf
Meros trabalhos de natureza ultra-estrutural a respeito daes

permatogénese dicotdmica de lepiddpteros.

Concomitantemente, diversos outros trabalhos basea
dos em observagoes de microscopia de luz foram sendo publica
dos, associados ou ndo a andlises cito-quimicas e/ou ultra-es
truturais. SADO (1963) estudou, em nivel de microscopia de
luz e eletrdnica, a espermatogénese de Bombyx mord I.. (Bomby
cidae), com o intuito adicional de verificar a indugao de es
terilidade nos machos por meio de raios-X. Relatou, o cita
do autor, a existéncia de espermatozdides eupirenes e apire
nes no testiculo, em ¢istos diferentes distribuidos ao acaso.
Poste}:iormente, PHILLIPS (1971) e LEVIATAN & FRIEDLANDER
(1979) ao descrevercm a organizagao de espermatocistos . em
espécies diferentes de lepiddpteros, observaram também a dis
tribuigao dos espermatozdides eupirenes e apirenes em cistos

diferentes.

Diversos outros trabalhos publicados subseglientemen
te ao de SADO (1963), em microscopia de luz e/ou eletronica,
- demonstraram que todos os lepidépteros analisados apresenta
vam um padrao semelhante de distribuicao de cistos no curso da espeima
Logenese dicotdmica: VIRKKI (1963) em Diatraea saccharalis — (Crambidae)
e em Bombyx mord (1969); ZYLBERBERG (1963, 1969) em  Pieiis
brassicae; HOLT & NORT (1970) em Trichoplusia ni (Noctui
dae) ; PHILLIPS (1971) em diversas espécies; FRIEDLANDER &

i
WAHRMAN (1970, 1971} e FRIEDLANDER & GITAY (1972) que eluci
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daram o padrao geral da espermatogénese atipica em B; MORA;
GARBINI & IMBERSKI {(1977) em Epheaiéa hithnielfa; FRIEDLANDER
& MIESEL (1977) em Ephestia cautedla; LEVIATAN & FRIFEDLANDER
(1979) em Ebcilomyelodls ceratoniac: PRIEDLANDER, JANS & BENYZ
(1981) em Actlas selene (Saturnidae) ; FRIEDLANDER & HAUSCHITCK
JUNGEN (1982 a,b) laspeyresia pomonella (Tortricidae) e FRIED

LANDER  (1983) em diversas espécies de mariposas.

Contudo, ha trabalhos detalhados ao nivel de mi-

croscopia de luz, que descrevem a organizacio testicular e o

processo de espermatogénese em Lepidoptera, como o de CHAUDHURY
& RAUN (1966) em Ostrinia nubilafis, o de SHEN & BERRYMAN
(1967) em Rhyacionia buoliana e do GELBIC & METWALLY (1981)

em Spodeplera Lifioralis, nos quais nio hA nenhuma roferdn.
cia ao dimorfismo de espermatozdides, apesar de HOLT & NORTH
(1970), no estudo da espermatogénese de Tnichoplusia ni, em
nmicroscopia de luz, terem facilmente diferenciado os esperma
tozdides eupirenes dos apirenes. Inclusive, PHILLIPS (1970 a)
ao analisar, em niveié de microscopia de luz e eletrdnica, a
organizagao testicular e a morfologia de espermatozdides de

18 diferentes espécies de borboletas e mariposas, nido fez se
guer referéncia a espermatogénese dicotdmica e ao con

seqlente dimorfismo de espermatozdides.

Em relagaoc aos periodos do ciclo de vida dos lepi-
dopteros, nos quais surgem os primeiros feixes de espermati-
des e espermatozdides eupirenes e apirenes, € geralmente acei
Lo gque os espermatozdides tipicos derivam-se de espermatoed -
Lo primarios bipotenciais (LEVIATAN & FRIEDLANDER, 1979) que

terminam suas divisdes meidticas na larva e na pupa jovem, en
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quanto gque 0s espermatozoides atipicos derivam-se igualmente
de espermatocitos bipotenciais, que sofrem suas divisoes meid
ticas na pupa mais tardia e no imago {(SADO, 1963; TALIMA,
1964 ~ apud LEVIATAN & FRIEDLANDER, 1979: HOLT & NORTH, 1970;
RIEMANN & THORSON, 1971; CARBINI & IMBERSKI, 1977). FEntre-
tanto, LEVIATAN & FRIEDLANDER (1979), ao estudarem aspectos
ultra—-estruturais de espermatogénese dicotdmica da mariposa
tetomyelods ceratondae, encontraram tanto metdfases como eg—
permatides apirenes ja na metade do 59 estddio larval, as
quais nao haviam sido ainda detectadas em trabalhos anterio-
res (FRIEDLANDER & WAHRMANN, 1970, 1971; FRIEDLANDER & MIESEL,
1977) relacionados com espermatogeénese de B. mordl e Ephesitia
cautella, baseados en observagées de TAZIMA {1964 - apud
FRIEDLANDER & WAHRMANN, 1970, 1971). Em termos gerais, pode
se afirmar que os eventos citoldgicos da espermatogénese eu-
pirene regular precedem aqueles da apirene irregular,uma vez
que a primeira comega no ultimo estadio larval ou mesmo antes
e termina na pupagéo,.enquanto gque a segunda inicia-se tanto
antes da ou apds a pupagao e continua no imago SADO, 1963;
LEVIATAN & FRIEDLANDER, 1979). Por conseguinte, parece que
a seqgilencia de uma para outra estd relacionada com a pupacgao,
porém nao se conhece, ainda, se tal relacio & causal ou ndo
(FRIEDLANDER & BENZ, 1981). Entretanto, o mecandiimo regula-
den da espermatogénese dicotémica permanece desconhecido, a-
pesar de ja se saber gue estd relacionado com a pupacio (LE-
VIATAN & FRIEDLANDER, 1979; FRIEDLANDER, JANS

& BENZ, 1981; FRIEDLANDER & BENZ, 1982) .



Além disso, o padrdo de diferenciagio que leva aos 2 tipos de
espermatozdides ja foi estudado em detalhes (FRIEDLANDER &
WAHRMAN, 1970, 1971; FRIEDLANDER & GITAY, 1972); FRIEDLANDER
& MIESEL, 1977) . Inclusive, pesquisas relacionadas com a ci
netica diferencial das nucleoproteinas basicas (histonas) em
espermatides eupirenes e apirenes da mariposa Laspeyresia Po
moneffa, levaram a conclusdo de que existe provavel relacao
entre as divisoes meidticas eupirenes e a presenca de uma fra
¢ao protéica citoplasmatica rica em lisina e que nos nicleos
de espermitides eupirenes, o padrdo de substituicio das his
tonas ricas em lisina para outras ricas em arginina {o que
nao ocorre nos espermitides apirenes) pavece refletir dife-
rengas funcionais entre os dols tipos de espermatozdides, es
tando provavelmente relacionado com a regulagdo da espermalo
génese dicotdomica dos lepidépteros (FRIEDLANDER & HAUSCHTECK

JUNGEN, 1982a, b)..

fi mister considerar gue o conhecimento completo dou
eventos'espermatogénicos eupirenes e apirenes de lepidopte-
ros, bem como de seus mecanismos reguladores - fornecera
informagées_ valiosas, como bem o coloca DUMSER (1980} re-—
ferindo-se aos insetos, em geral, para o planejamento ¢ a a-
plicagao de programas dirigidos ao controle guimico e, prin-
cipalmente, bioldgico de insetos praga ou a manipulacao
genética de populac¢des para a produgio de machos estéreis ou

de baixa fertilidade.

Quanto ao papeld desempenhado pelos espermatozdides
cupirenes e apirenes, em Lepldoptera, sabe-se que os primei-

ros fertilizam os oOvulos, enquanto que 0s segundos nio desem



penham nenhum papel estrito na fertilizagdco, como ja havia si
do assinalado por diversos pesquisadores do inicio desse sé

culo, de acordo com a extensa revisao elaborada por IAIN-MAUREL  (1966) ,
Apesér de nao haver nenhuma divida quanto & participacdo dos espermatozéi
des eupirenes no processo de fertilizagao, a fungdo dos apirenes continua
sendo objeto de especulagao. Estudes em microscopia de luz como os
de MACHIDA-JIRO (1929 - apud SADO, 1963), de 6MURA(1936m apud
SADO, 1963}, e, inclusive, o de SADO (1963),em Bombeyx mofd., levaram
seus autores a deduzir gue os espermatozdides atipicos provavelwente dege
nerariam ao nivel do testiculo e que os materiais resultantes  noderiam
servir como reservas nutritivas para os espermatozdides eupirenes, uma
vez que os ciltados autores nunca conseguiram observar agquele
tipo de espermatozdide em 6rgdos extratesticulares. Contudo,
tal dedugao baseada em observagdes limitadas pelas  préprias
técnicas citogquimicas utilizadas (por exemplo: SADO  utilizou
reagio de Feulgen na tentativa de detectar espernatozdides anu
cleados em vesiculas seminais) e pela propria dificuldade de
observagao de espermatozdides apirenes ao microscdpio de luz,
nao & corroborada por IRIKI (1941 - apud SADO, 1963; FRIED®
L};;NDER & GITAY, 1972; 'FRIEDLANDER & MIESEL, 1977 e KATSUMO,
1977 a,b). que encontraram tanto espermatozdides euplrenes
gquanto apirenes em Orgaos extra-testiculares de imagos machos
e no trato genital de féneas inseminadas de B. mondi. Esta
observagao foi posteriormente confirmada em vArics trabalhos
de microscopia eletronica e de luz, em diferentes espécies
de lepidépteros ( HOLT & ©NORTH, 1970; RIEMANN, 1970;
RIEMANN & THORSON, 1971; PHILLIPS, 1971; FRIEDLANDER
& GITAY, 1972; RIEMANN & GASSNER III, 1973; FRIEDLANDER &

MIBSEL, 1977; MEDEIROS & DOLDER, 1935 a,b). 0 experi
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mento de IRIKL consistiu basicamente na separagao dos dois ti
pos de espermatozdides, por centrifugacio, e na subsceqliente

inseminagao artificial de fémeas, utilizando-se os 2 tipos

de espermatozdides (eupirencs e apirenes) isoladamente ou em
conjunto. Quando os espermatozdides eupirenes (nucleados) e
ram introduzidos isoladamente na bursae copulatriz de féneas,

jamals alcangavam a espermateca., O autor, entdo, concluiu

que os espermatozoides nucleados (mais lentos e maiores) e
ram transportados da bursa a espermateca pelos anucleados (me
nores e mais ativos). FRIEDLANDER & GITAY (1972) e FRIEDLANDER
& MIESEL (1977) consideram essa funcao transportadeora dos es
permatozdides apirenes como perfeitamente plausivel ¢ aceitd
vel, uma vez que os referidos pesquisadores encontraran gran
des quantidades de espermatozdides atipicos normais em esper
matecas de mariposas fémeas por eles analisadas ac nivel de
microscopia eletrdnica, o gue inclusive colabora na invalida
¢ao da idéia inicial de que os espermatozdides apirenes par
ticipariam na nutrigac dos eupirenes. Considerando tambem
uma fungao transportadora para os espermatozdides atipicos,
KATSUMO (1977 a) sugere, a partir de observagdes em microsco

pia de luz, que os espermatozdides apirenes desempenhen
um importante papel no sentido de facilitarem a passagem

dos eupirenes através da barreira celular que separa os
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foliculos testiculares dos vasos eferentes. KATSUMO (1977 b)
considera igualmente que os espermatozdides apirenes atuem
na separagao dos feixes eupirenes ao nivel da bursa copula
trix e que, de certa forma, auxiliam os eupirenes no proces
so de fertilizagao. Mais recentemente, SILBERCLIED ot al,
1984) , em contraposi¢ao ds hipbGteses propostas anteriormente,
sugerem que a grande producao de espermatozdides apirenes
em Lepidoptera seja o resultado da competicio entre esperna
tozdides eupirenes rivais depositados por diferentes imagos

machos. Para esses autores, osg espermatozdides apirenes nao
sao gametas, mas "eunucos" que nio competem com 0 esper
matozbides eupirenes, mas atuam no sentido de eliminar ou
inativar espermatozdides eupirenes depositados em acasala
mentos anteriores e/ou impedir novos acasalamentos. Os refe

ridos autores consideram essas novas hipOteses consistentes com o

que ja se conhece sobre a produgao, a morfo-fisiologia e 0
comportamento dos espermatozdides apirenes. Considerando- se
as varias hipOteses anteriores a respeito dos possiveis pa
péis dos espermatozdides atipicos, podemos afirmar, conclusi
vamente, que a fungao dos referidos espermatozdides nio esta
completamente esclarecida, sendo ainda objeto de estudos es
peculativos.

Considerando-se especificamente os lepiddpteros,po
de~se afirmar que jé existem diversas publicacgdes sobre as

pectos ultra-estruturais relacionados com a formagdo e monfo



Logia de espermatozdides eupirenes e apirenes, e com as mo d4
ficacoes sofridas pelos mesmos ao longo dos érgfos extra~tes
ticulares de individuos adultos machos ¢ fémeas. FEstudos de
talhados sobre a espermatogénese dupla de Lepidoptera foram
realizados em Plends drassdicae por ZYLBERBERG (1963, 1969) ’
nos quais sao descritas a formacdo e a morfologia caracteris
tica de espermatozdoides tipicos e atipicos. Afora esse tra-
balho, muito poucos pesquisadores tém se preocupado em des.-
crever aspectos ultra - estruturais pertinentes a formagao da
queles 2 tipos normais de espermatozoides. Entre eles, des-
tacam-se: FRIEDLANDER & WAHRMAN (1970, 1971) que descreveram
os estagios basicos de desenvolvimento de espermatides eupi-
renes e apirenes em Bombyx mead; TFRIEDLANDER & MIESEL (1977)
que abordaram o processo de enucleagao de espermitides atipi
cas durante a espermiogeénese de Ephesifia caulellfa e LEVIATAN
& FRIEDLANDER (1979} que observaram a formacac precoce de es
permatides apirenes em larvas de 59 estddio em Ectomyelods

ceralondae.

Quanto a morfologia ultra-estrutural de espermato-
zoides eupirenes e apirenes , existem algumas d@scrigé@s que
se referem a caracteristicas gerais de ambos os tipos, ao ni
vel do testiculo, analisadas em diversas espécies de borbole
tas e mariposas (PHILLIPS, 1971; FRIEDLANDER & GITAY, 1972;
RIEMANN, 1970, 1973; RIEMANN & THORSON, 1971; FRIEDLANDER,
1983} . Ha, entretanto, varias publicaglOes que tratam da for
nagao, do desenvolvimento e da morfologia de determinadas es-
truturas celulares que caracterizam ultra-estruturalmente os
espermatozoides eupirenes e apirenes, descritas brevemente a

segulir:



Os apenddices Lacindados e retloular que recobrem a
superficie externa de espermatides e espermatozoides eupire-
nes intra-testiculares foram primeiramente descritos e deno-
minados por ANDRE (1959 - apud ANDRE, 1961) nas bérbolotas
Plenis e Macrnoglossum, respectivamente, ‘Tais apéndices fo-
ram posteriormente descritos por PHILLIPS (1970, 1971, 1974)
em diversas especies de lepiddptero; por RIEMANN (1970) em Tradichoplusia
i gue chamou o apendices laciniados de "radials"™ e o reticular de
"corpo satélite”; por RIEMANN & THORSON (1971) em Anagasia kithnielfa; por

FRIEDLANDER & GITAY (1972) em B, moid e por FRIEDLAMDER (1976), que des-

em Ephesitia cautella, em contraposigao a YASUZUMI & OURA
{(1964a, b , 1965a, b}, que explicaram a origem extrace
lular dos referidos apéndices, denominados por eles de "deri

vados de banda clara", em espermatides de B. noad.

Quanto aos {lagefos de espermatides e espermatozoi
des de lepidopteros, o padrio de organizacio 9+942 dos axo-
nemas foi descrito por ANDRE (1961), YASUZUMI & OURA (1965b),
PHILLIPS (1970a,1971) que, inclusive, detectaram o conteudo
elétron-denso dos microtubulos acessdrios (chamados de  "¢O-

tes" por ANDRE, 1961), em espermatozoides eupirenes.

Os dexdivados mitocondriads gue flangqueiam o axone-
ma em guase toda sua extensao {(PHILLIPS, i970a,1971) foramde
talhadamente analisados por ANDRE (1962), em Pierds e Macrno-
glossum, que descreveu a "metamorfose" sofrida pelo complexo
mitocondrial ("nebenkern"”) durante a espermiogénese eupirene
{0 autor ndo se referiu ao tipo de espermatide en alengawento),

com simultanea formacgao de um componente paracristalino, (des
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crito pela primeira vez) estriado periodicamente na regido me
dular dos derivados mitocondriais (provavelmente em espermi-
tides apirenes). PHILLIPS (1970a,1971) descroveu igualmente
diversas caracteristicas (volume, extensao, dildmetro, espaga
mento das cristas, eléetron-densidade da matriz, presenca ou
rao de cristaldides) de derivados mitocondriais de espermato
zoides eupirenes e apirenes. A sdmefria do flagelo e dos de
rivados mitocondriais descrita por ANDRE (1961) e YASUZUMI &

OURA (1965b), foi igualmente relatada por PHILLIPS {(1970a).

Quanto a existéncia de centrlolo em egpermatides e
espermatozoides maduros, hd nitida controvérsia entre os au—
tores. Enguanto PHILLIPS (1970a) afirma que nido encontrou ne
nhum centriolo em espermatozdides maduros (ndo especificou o
tipo) de varias espécies de lepiddpteros, FRIEDLANDER & WAHR-
MAN (1971) e FPRIEDLANDER & GITAY (1972) detectaram a presen-
ca de 1 centriolo em espermatozdides eupirenes o apirenes in

tra e extra~testiculares de B. moxl.

Em relagao aos espermatozdides apirenes, PHILLIPS
(1971), FRIEDLANDER & | GITAY (1972), FRIEDLENDER & WAHRMAN
(1971) e FRIEDLANDER & MIESEL (1977) descreveram, ao nivel
das porgoes anteriores, em diferentes cspdécies de Lepidopte-
ra, a presen¢a de uma estrutura semelhante a um centriolo,
mas divergem substancialmente em relacio ao conceito de "cen

triolo" utilizado.
Quanto ac adjunto do centriolo, PHILLIPS {1970a)a-
firma que, em algumas especies de lepiddpteros, aquela estru

tura desaparece completamente durante a espermiogénese, o gque

parcce ser também o caso da mariposa Alabama arng.iflacea Hb.,



em cujos espermatozdéides eupirenes nunca £foi detectado o ad-

junto centriolar (MEDEIROS & DOLDER, obscrvagdes pessoais) .

Congiderando-~se especificamente a organizacio da
cabeca dos espermatozdides eupirenes de lepidopteros, ha pou
cas descrigoes ao nivel de microscopia eletrdnica, a respel
to. Em relagdo ao ntafeo, ZYLBERBERG (1969) elaborou  uma
descrigao detalhada de sua evolucio durante a espermiogéne—
se de Plends brassicae; PHILLIPS {1971) relatou muito bre—
vemente a respeito da variedade de formas nucleares entre as
diversas espécies de borboletas e mariposas analisadas, bem
como sobre a posicao e o tamanho do nlcleo e o aspecto do
conteudo cromatinico, sem contudo, ilustrar a descricio; e
FRIEDLANDER & WAHRMAN (1371) elaboraram breve relato lembran
do que as transformagdes nucleares ocorridas durante a es-
permiogénese de espermdtides cupirenes de B, moai se asseme
lham aquelas descritas para Achefa domestfica (Orthoptera )
pOor KAYE & MCMASTER~KAYE {1966) . Em relacdo ao deirosoma, ha
certa controvérsia entre os autores pesquisados, pois enquan
to alguns relatam a respeilto dagquela estrutura cefalica, ou
tros nem sequer se reportam a ela, especificamente, COmMO
FRIEDLANDER & WAHRMAN (1971). ZYLBERBERG (1969) descreveu a
formacdo e evolugao diferenciada do acrosoma ao longo da es
permiogénese de P, baassdicae, enguanto que PHILLIPS (1971)
detectou a presenca do mesmo em todas as espé¢ies<ﬂaiepid63
teros por ele examinadas, descrevendo, inclusive, seu tama-
nho, suas formas variadas, sua posicéo em relagéceyjnﬁcleo,
sem contudo apresentar nenhuma elétron-micrografia que ilus

trasse suas afirmagoes a respeito.



Contudo, FRIEDLANDER & WAHRMAN (1971) descreveramo
aparcecimento e desenvolvimento seqflencial de uma vesicula o-
letron-densa que surge junto d face anterior do nicleo, de es
permatides eupirenes jovens e que se alonga, colocando-se em
posigao lateral ao niicleo, durante a espermiogénaese de B.mond,
Lsta estrutura vesicular elétron-densa muito se assemelha a
estrnutura tubular descrita por ZYLBERBERG (1969) ao detalhar
a evolugao acrosdmica de P.brassicae e aguela igualmente des
crita em espermatides de B. mead com YASUZUMI & OURA {1964a,
1964b, 1965a). [Im espermatides eupirenes de A. argillacea
também foi detectada a presenca dessa estrutura tubular adja
cente ao nidcleo em processo de alongamento (MEDEIROS & DOLDER,
observagoes pessoals).

As notaveis moddificacoes pelas guals passam 08 €8-
permatozoides eupirenes e apirenes ao longo do trato genital
{Orgaos extra-testiculares) de imagos machos e fémeas, foram
descritas ultra-estruturalmente por PHILLIPS (1971) em diver
sas espécies de borboletas e mariposas; RIEMANN {1970} em
Trichopfusia ni; RIEMANN & THORSON (1971) e RIEMANN (1973) em
Anagasta klthniefla; TFRIEDLANDER & GITAY {1972) em B. mordl e
RIEMANN & GASSNER TIIX (1973) em cinco diferentes espeéecies de
mariposas praga de plantagoes (Heliothis zea, H. vinescens ,
Spodoplena frugipenda, Manduca sexta e Teclinowmoapha gossy-
plellal .

Crande parte dos estudos anteriormente citados contribulram
socbremaneira para a interpretagdo das elétron-nicrografias cbtidas de es
permatides e espermatozoides euplirenes e apirenes intra e extra-testicu-
lares de A. angillacea. Entretanto, algumas lacunas nos dados conhecidos
sobre o dinorfismo de espermatozdides de lepiddpteros sao preenchidas pe
lo nosso trabalho que contribui, igualmente, no sentido de um conhecinen

to mais amplo a respeito da referida espécie tao iwportante entre nos.



MATERIAL E METODOS

Larvas e pupas de Afabama argiflacea Hiibner, 1818
foram coletadas em algodoais cultivados em Fazendas situadas
nos municipios de Santo Antonio de Posse e Casa Branca, emnm
Sao Paulo, nos periodos de janeiro a marco de 1984 e 1985.
As primeiras pupas foram gentilmente fornecidas, em marco de
1983, pelo prof. Carlos Fernaﬁdo Salqueirosa de Andrade, do
Departamento de Zoologia do Instituto de Biologia da UNICAMP,
que nos auxiliou na 1ocalizag§o de algedeais infegtados de
A, argillacea e na manutencio, em laboratdrio, dos individuos

coletados.

As larvas coletadas, em varios estagios de desen-
volvimento, foram alimentadas, em laboratorio,com folhas fres
cas de algodoeiros cultivados no proprio campus da UNICAMP, ben
como proximos a ele., Dessa forma, foram possiveis o desen-—
volvimento e a manutencio de varias gerag&es sucessivas, a
partir da 18 ovoposigio, com sucesso. Née foi possivel ama
nutengﬁo dos individuos, em laboratério} durante todo ¢ pe-
riodo anual, devido & erradicagao dos algodoais cultivados a
poés a colheita e porque as larvas, em geral, apresentaram bal
xa aceitacao das folhas de um algodoeiro arbustivo perene loca

lizado no campus da UNICAMPE.

Para acompanhamento e manutengao das diversas fa-
ses do desenvolvimento de A, argiflacea, foram de grande va-
lia as informag¢oes contidas na Tese de Doutorado do prof.

Mohamed Ezz £1-Din Moustafa Habib (1976), também do Departa-



mento de Zoologia do Instituto de Biologia da UNICAMP. Para
nosso estudo, somente foram utilizados insetos adultos (imae—
gos) machos e feémeas, og quals eram alimentados com solucao
agucarada a -~ 20%., Inilcialmente, um grande nimero de imagos
machos e fémeas foram dissecados, em solugao de Ringer para
insctos, e observados sob microscdpio estereoscdpico Zeiss,
com ¢ intuito de estudar-se a anatomia de seus
aparelhos reprodutores. Com o auxilio prestimoso do Prof,
Carlos Fernando 8. de Andrade, foi também possivel Ffotogra-—
farem-se os sistemas reprodutores de imagos machos e fémeas.
A partir de observa¢oes diretas e fotografias, nds elaboramos

desenhos esquematicos dos referidos aparelhos reprodutores
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(figuras "a" e "b") de A. argilflacea. Para tal analise e
composigac, contribuiram sobremaneira as informacdes publica
das por IMMS {(1957), CALLAHAN & CHAPIN {1960}, WIGOLESWORTH

{1965} e SHEN & BERRYMAN ({1967).

Apos o reconhecimento e a identificacao das diver-
sas partes ceomponentes dos aparelhos reprodutores de imagos
machos e fémeas, procedeu-se, entéo, a dissec¢do de mariposas
de 1-10 dias de vida, apds a ecloséo das pupas, com o objeti
vo de estudar a ultra-estrutura dos eﬁpermatbzéidﬁs no testi
culo e nas vias genitais dos imagos macho e fémea. Os machos
e fémeas adultos foram anestesiados com éter etilico ou imo-
bilizados pelo frio (- TOOC) e rapldamente dissecados sob mi
croscopio estercoscdpico Zeiss, em solugdo de glutaraldeido
(Merck) a 0,25% em tampido fosfato S8Brensen 0,1M, pH 6.8, con
tendo 3% de sacarose e tragos de cloreto de calcio (GLAUERT,
18975) . Dos imagos machos, foram retirados e separados 0s tes
ticulos Gnicos, os vasos deferentes, as vesiculas somi-

nais e os dutos ejaculadores duplos (duplex) e simples.



Dos imagos fémeas, foram removidas e separadas as bursa copy

latrix e espermateca.

Os tratamentos experimentais aos quais foram subme
tidos os 6rq§os,0u segumentos destes, removidos dos aparelhos
reprodutores de mariposas machos e fémeas de A, argillfacea,
para observac@o e analise ultra-estrutural dos espermatozdi-

des tipicos e atipicos, estdo descritos a seguir.
CORTES ULTRA-FINGS

Para obtengéo de cortes ultra-finos, os érgaos dis
secados de imagos machos e fémeas de A. angillacea foram di-
vididos em pedagos menores e submetidos a diferentes proces-
sos de fixagao, por imerséo, cujos procedimentos 550 08 se-

guintes:

FIXACﬁO I — Testiculo, vesicula seminal e vaso defe-
rente de imagos de 1-7 dias foram fixados previamente em glu
taraldeido a 5% en tampéo fosfato Sbrensen 0,1, pH 6.8 (GLaU
ERT , 1975), com aproximadamente 3% de sacarose e tracgos de
cloreto de calcio, por 2 horas, a 4oc; sob agitaq%o manual in
termitente. Apds rinsagem dos espécimes no mesmo tampéo, a
4%, por 15 minutos, procedeu-se a pés«fixagao com tetroxido
de oOsmio a 1%, no referido tamp%o,'por 1 hora.

Apds rapida lavada em dgua destilada, a 4°C, os es
pécimes foram submetidos a desidratagéo gradual em uma série
crescente de etandis de 45 a 95%, a 4°C, até 100%, A tempera
tura ambiente, por 2 horas. Procedeu-se, a seguir, a substi

tuigao gradual do etanol a 100% por Sxido de propileno {(Merck),



a temperatura ambiente. ApOs tal procedimento, o material
foi embebido em mistura de S6xido de propilenoc e Epon (1:1),

por 12 horas, em frascos abertos, a temperatura ambiente.

A segulr, os espécimes foram incluldos em Epon 812
(LUFT, 1961), numa mistura bkalanceada para obtencao de ade-
quada dureza final dos blocos para posterior ultra-microto-

mia.

FIXACAO II - Testiculo, vaso deferente, vesicula semi-

nal e ducto ejaculador duplo e simples de imagos jovens
foram pré-fixados em glutaraldeido a 3-6% em tampio cacodila
to 0,2M, pH 7.2, a 4OC, por 2h30min; lavados no mesmo tampéo,
varias vezes, por 30 min e pés-fixados em tetrdxido de Gsmio

a 1%, no mesmo tampio, a 4°c, por 2-3 horas.

A seguir, apOs rinsagem dos espécimes em dgua des-
tilada, a 4OC, procedeu-se a uma 32 fixacao e prévia contras
tacéo, por meio de solugéo agquosa a 2% de.acetato de uranil
(WATSON, 1958), pH 4.2, a 4OC, por 1-8 horas. Seguiu-se, en
tac, a desidratagéo gradual do material bioldogico em uma sé-
rie crescente de alcoois e 6xido de propileno, por 2 horas,

com posterior inclusao em Epon 812.

FIXACAO III - Testiculo, vaso deferente, vesicula semi-
nal e ducto ejaculador duplo de imagos de 1-7 dias foram submeti
dos a uma prévia fixacao em mistura de solucao de glutaraldel
do (Merck) a 3% (SABATINI,BENSCH & BARRNETT, 1963} e solugao

de vermelho de ruténic (Sigma), a 1500 ppm em agua destilada

(LUFT, 197)a,b, em tampdo cacodilato 0,2M, pH 7.3 {GLAUERT,

1975), contendo 3% de sacarose com tragos de cloreto de cal-



cio, durante 1 hora, a 4OC, sob agitagao manual a intervalos
regulares de tempo. A seguir, os espécimes foram lavados no
mesmo tampao, a 400, por 15 minutos. A pés-fixacdo foi efe-
tuada em solucao de tetrdxido de dsmio (0504) (Fluka) a 1%
no mesmo tampao, adicionade também de vermelho de ruténio, por

2 horas, a 40C, com agitagdo manual fregfiente,

Apos rapida lavagem em agua destilada, a 4OC,cx3es
pécimes foram submetidos & desidratac¢do através de uma série

crescente de etandis, por 2 horas, com posterior substituicao

do etanol 100%, a temperatura ambiente, por uma mistura de dxido de propi
leno e Epon 812(1:1) na qual os espécimes foram deixados para enbebigio
por 12 horas, em frascos abertos & temperatura ambiente. A se-
guir, o material bioldgico embebido previamente, foi inclui-

do em Epon 812.

FIXAQAO IV -~ Testiculos, vasos deferentes, vesiculas se
minals e duto ejaculador de imagos-jovens, foram previamente
fixados em mistura de glutaraldeido a 2% com acido tanico a
2% (Merck) em tampéb fosfato Sbrensen O;SM, pH 6.8, durante
2 horas, a 4°C (MIZUHIRA & FUTAESAKU, 1972). ApSs rinsagem
dos espécimes em tampao fosfato com 3% de sacarose e tracos de
calcio,a 4Ob, por th, os mesmos foram submetidos a pos-fixacio em te-
troxido de dsmio a 1%, no mesmo tampao, a 40C, por 1 hora. A
segulr, procedeu-se a desidrataqéo gradual dos espécimes em
uma série crescente)de alcoois e 6xido de propileno, por 2

horas, para posterior inclusac em Epon 812.

FIXACAO V - Testiculo, vaso deferente, vesicula semi-

nal, ductos ejaculadores duplo e simples de imagos Jjovens,



bem como o conteido da bursa copulatrix e espermateca de ma-—
riposas fémeas inseminadas foram submetidos ao procedimento
de fixacao preconizado por SIMIONESCU & SIMIONESCU Uﬁ?6a),d§§
c¢rito a seguir: fixacgdo prévia dos especimes enm glutaraldei
do a 2% em tampio cacodilato 0,1M, pH 7.2, a 4°%, por 90 mi-
nutos; lavagem no mesmo tampio, a 400, por 30 minutos, com va
rias mudas; pds-fixagido em tetrédxido de osmio a 2%, igualmen
te em tampao cacodilato, a 4OC, por 90 minutos; nova lava-

. ~ 0 . - .
gem no referido tampdo, a 4 C, por 15 minutos, comvarias tro

cas neste intervalo de tempo; a seguir, tratamento dos espe
cimes com acido tidnico a 1%, em tampdo cacodilato, & tempera
tura ambiente, por 1 hora; por fim, rinsagem rapida dos espé
cimes no mesmo tampio e procede-se, entao, é.desidratag§c>gr§
dual em série crescente de etandis e Sxido de propileno, por

2 horas, para posterior inclusio em Epon 812.

FIXACAO VI - Espermatecas inteiras de mariposas Jjovens
inseminadas foram dissecadas em glutaraldeido a 0,25% en tan
péo fosfato S8rensen 0,1M, pH 6.8, e estocadas, nessa sgolu-
cao fixadora, por 2 meses e 20 dias, a frio. Apls este pe-
riodo, as eéspermatecas foram seccionadas pela metade e subme
tidas a um tratamento com acido ténico 1% em tampéo fosfato
Sbrensen 0, 1M, pH 6.8, por 1 hora. ApOS lavagen1rm>mesnm>ta@
pao com -~3% de sacarose e tracos de cilcio por th, a &%L OSfM%ﬁQi
mes foram pds-fixados em telroxido de osmio a 1%, no mesmo tampao,
por 2 horas, a 4°. a seguir, procedeu-se a uma 32 fixacéo
e prévia contxastagao dos espécimes com acetato de uranil a
2%, em agua destilada a 40C, por 1 hora. Apds rapida lava-
gem com agua destilada, a frio, efetuou-se a desidratacéognﬁ

dual dos espécimes através de uma série crescente de alcoois



e Oxido de propileno, por 2 horas. Posterior inclusio em

Epon 812.

Apos inclus@o dos espécimes e polimerizagio  dos
blocos em estufa, a GOOC, por 3-5 dias, procedeu~se a ultra
microtomia. Inicialmente, os blocos foram preparados atra-
ves de desbaste apropriado com laminas de barbear, para se-
rem submetidos d posterior ultramicrotomia. Para tal, uti-
lizaram-se navalhas de vidro cristal especial previamente pro

duzidas no "knifemaker" LKB e selecionadas, para cada ses-
sao de corte, no préprio ultramicrdotomo LKB.

Antes de processar-se a obtengéo de cortes ultra-—
finos, foram produzidos cortes semi-finos {(espessura de O,E
1 pm) , corados com solugao de Na2C03 a 2,5% e azul de tolui
dina a 1%, pH fortemente alcalino, com o intuito de estudo
prévio do espécime, para selegéo da area mais apropriada a
realizagéo de cortes ultra-finos. Para obtencéo de cortes
semi e ultra-finos, utilizou-se o ultramicrdtomo LKB e a‘es
pessura dos cortes ultra-finos era avaliada visualmente a-
través de suas cores ae interferéncia na luz refletida no 1i
quido (agua bidestilada) da canaleta no qual eles flutuavam.
Somente os cortes com tonalidade cinza-prata a levemente dou
rada - espessura de aproximadamente 40~80nm; de acordo com
a escala de PEACHEY (1958 - apud REID, 1975) foram utiliza-

dos para observagdoc ultra-microscépica.
A coleta dos cortes ultra-finos foi realizada em
grades de cobre para microscopia eletronica com 200-400

"mesh", nuas ou, em alguns casos, cobertas por peliculas -~

suporte de parlodio {solucdo a 2% em acetato de amila), re-
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forcadas com filmes de carbono (WATSON, 1955; SPENCER, 1959;
BRADLEY, 19653 e HAYAT, 1970}, em evaporador Hitachi (Modelo

HUS-4GB} .

Apds a coieta, dos cortes ultra-finos, os mesmos
foram submetidos a tratamento com solucoes de "contrastantes
{ou "corantes") eletrdnicos, com o objetivo de obter-se con-
traste adequado dos espécimes. As grades com os cortes ule
tra-finos foram inicialmente imersas (com os cortes para ci-

ma) numa solugdo agquosa a 2% de acetato de uranil, pH«4.2,dg

rante 10-30 min, a temperatura ambiente. A seguir, as telas
(ou grades) foram lavadas com agua destilada e secas sobre pa
pel de filtro. Apbs a secagem, aquelas foram deixadas flu-—
tuando, individualmente, sobre pequenas gotas de solugado de
citrato de chumbo a 0,1% em aproximadamente 0,1N hidréxido de
s6dio (VENABLE & COGGESHALL, 1965), pH~12, por 2-5 minutos,
no maximo, a temperatura ambiente, num recipiente fechado con
tendo pastilhas de hidroxido de sédio. As telas, entao, fo-
ram bem lavadas, com rapidez, em agua destilada e levadas a

secar em papel de filtro.

Contudo, a contrastagéo dupla dos cortes ultra-fi-
nos somente foi utilizada para aqueles obtidos a partir de
blocos cujo material bioldSgico tenha sido submetido ds fixa-
coes T » IV e V. Apesar de nadao ser indicado o uso de solu-
cao de acetato de uranil (apenas citrato de chumbo) na pods-
contrastagéo dos cortes ultrawfinos; cujo material tenha si-
do submetido & fixacdo V (SIMIONESCU & SIMIONESCU, 1976a), u-
tilizou-se, as vezes, tal tratamento para fins comparativos
quanto ao contraste resultante. Observou-se, inlmeras ve-

zes, uma alta melhora no contraste final do material. Os cor



28

tes ultra-finos com material que havia sido submetido A fixa
gac III, ndao foram pdés-contrastados. Ja, aqueles com material
fixado de acordo com os tratamentos II e VI, no qual havia si
do utilizado previamente o acetato de uranil, como pré-con-
trastante, foram pOs-contrastados con gsolucao de citratockzéhug

bo gomente.

Os cortes ultra-£finos, com ou sen pos~contrastacio,
foram observados ao microscdpio eletrdnico Zeiss 95-2, ope-
rando a 60 kv, em aumentos de 1.800 a 27.000 vezes, e portan-
do filmes da Fuji (Fuji Electron~Microscopic Film FG) e/ou
da Kodak (Kodalith orto, tipo 3 2556 e Kodak Electron Micros
cope Film 4483). Na revelagao dos filmes, utilizou-se o re-

velador D19B, preparado conforme formula fornecida pela Kodak,

As cdpilas fotogriaficas foram elaboradas em papel fo
tografico Kodabromide, peso simples, F3 ou r4, da Kodak, com
o auxilio de um ampliador Fuji (modelo S69) equipado com as

lentes originais.

Foram utilizados revelador Dektol e fixador, ambos
da Kodak, para as respectivas revelacdo ¢ fixacao das co-

plas fotograficas.

Um grande nimero de micrografias eletrénicas foi
exaustivamente produzido a partir de um ndmero igualmente gran
de de filmes, com o intuito de obter-se uma quantidade signi
ficativa de informagoes a respeito da natureza ultra~estrutu
ral dos espermatozdides de A, angiflacea. Constam do presen
te trabalho, micrografias de espermatozdides tipicos e atipi
cos observados ao nivel do testiculo (fixacdo III, IV, V e

contrastacao negativa); do vaso deferente (contrastacio nega



tiva); da vesicula seminal (fixagdes I, IV, V e contrastacio
negatival); do ducto ejaculador duple (fixagdes II, V e com-
trastacao negativa); do ducto ejaculador simples, (fixacio

II}; da bursa copulatrix (fixacao V)}: e da espermateca (Fixa

goes V e VI).
CONTRASTACAQ NEGATIVA

Imagos machos jovens de A, argiflacea, apds serem

anestesiados com eter etilico, foram dissecados em solucio de
Ringer para insetos. Testiculos e vasos deferentes foram re
movidos e colecados separadamente na solucgdc acima referida.
Com auxilio de pinca e estilete, os testiculos e vasos defe-—
rentes foram rompidos e, de tal agao mecanica, obtiveram-se
suspensoes de espermatozdides, Pequenas gotas de tais sus-
pensdes foram colocadas sobre grades (1 gota em cada grade)
para microscopia eletronica cobertas por peliculas - suporte
de parlddio, r@forgadas com filmes de carbono. Com auxilio
de papel de filtro, secou-se 0 excesso de liquido; deixando-
se, em cada grade, uma certa quantidade da suspensao respec-
tiva que permitisse a formagao de um filme do material a ser
observado. Apds 2-5 minutos; sobre cada tela comomaterial,
foi colocada uma gota de contrastante negativo - solugdo aquo
sa de acido fosfotingstico a 1%, pH 6.8, ajustado com solu-
¢ao saturada de hidrdxido de potassio (HASCHEMEYER & MYERS ,
1972) . Apos intervalo de alguns minutos (5 a 10, no maximo),
removeu-se o excesso de solugdo contrastante com auxilio de
papel de filtro. Secagem das preparagﬁes a temperatura ambi-
ente, Este método para suspensées fol proposto originalmente

por HORNE (1967).
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As veslculas seminais e os dutos ejaculadores duplos remo
vidos de aparelhos reprodutores masculinos estocados em solu
cao de glutaraldeido a 0,25%, foram submetidos isoladamente
a sonicagdo, por 5-10 minutos, em aparelho de ultra-som
Millipore. Apds fragmentaqao ultra-sonica, as suspensdes re
sultantes foram submetidas ao mesmo método anteriormente deg
crito. O contrastante negativo utilizado, neste caso, foi

uma solugdo aguosa de acetato de uranil a 0,5%, pH -4,0.

Foi utilizado também, como contrastante negativo,

solugao aquosa de molibdato de amdnia a 2%, pH 6.8, mas nao
Foram obtidos resultados satisfatdrios que pudessem ser pu-—

blicados.
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RESULTADOS

I. Morfologia dos Aparelhos Reprodutores masculino e femini

no de Alabama anrgillacea Hb.

Nao existem ainda descricgdes morfoldgicas dos apa-
relhos reprodutores de imagos machos e fémeas de A, argilla-
cea ¢ a descricao de CALLAHAN & CHAPIN (1960) sobre a anato-

mia dos aparelhos reprodutores masculino e feminino de dois ou

tros noctuideos, Pieudaflefia unipuncta e Peridroma margarito
sa, muito nos auxiliou na analise e descrigao morfoldgica do
aparelho reprodutor masculino de A, anrgillacea, em fungao da
similaridade existente entre cste e o de Peadldioma margariio
ja. Inclusive, RIEMANN (1970) utilizou a descrigdo de CALLA
HAN & CHAPIN (1969) como base para identificacgao dos Orgaos
conponentes dos aparelhos reprodutores masculino e feminino
de outro ncoctuideo, Tadicheplusia ni, no seu estudo acerca de
espermatozoides eupirenes e apirenes intra e extra-~testicula
res da referida mariposa.

1 L

Considerando os desenhos esquematicos "a e "b",
por nos elaborados,dos aparelhos reprodutores masculino e fe
minino de mariposas A, angitffacea, as ¢uais foram dissecadas
em grande nlmero, passamos a descrever brevemente sua morfo-

logia.

A. Aparelho Reprodutor Masculino (Fig. "a")

Testiculo {t) - E um 6rgdo Gnico arredondado, com

didmetro aproximadamente igual a 2mm, de cor esverdeada, si-



tuado mediana e dorsalmente e¢ envolto por uma rede de tra-

’ (]
queias.

Vasos Qggggﬁniggr(vd) -~ Na salda do testiculo, os
dois vasos deferentes translicidos calibrosos, apresentam-se
retorcidos um ao redor do outro, para, logo em seguida, dila
tarem-se, formando as vesiculas seminais e, depois, estreita
rem—-se para formar 2 longos tubos finos, transparentes e elas
ticos que vao desembocar individualmente no ter¢o anterior dos

ductos ejaculadores duplos.

Vesiculas Seminais (vs) -~ 8&o duas por¢des dilata

das dos vasos deferentes muito proximas uma da outra, trans-—
ldcidas e de aspecto leitoso guando contém, no seu interior,
una massa de espermatozdides misturados a secregdes das pro-
prias vesiculds {(Fig., 56 e 60). Apresentam ativos movimen—

tos peristalticos que impulsionam os espermatozdides adiante.

dor Duplo (ded) - Também denominado
de duplex, serve como reservatdrio glandular tanto para a se
cregao das glandulas acessdrias como para a propria secrecao,
misturadas aos espermatozdides que se encontram nessa estru-
tura. BEsse ducto duplo, em forma de"s] apresenta duas unida
des em contato intimo. Na porg¢ao anterior ha uma constric-
cao que delimita nitidamente a regidao na qual desembocam as
glandulas acessorias. O duplex € opaco e de aspecto leitoso.
Sua parede, quando analisada ao nivel de microscopia eletrd-
nica, mostra na sua superficie interna uma camada de células
epiteliais secretoras (Fig. 74), com abundante reticulo endo
plasmatico granular, varios dictiosomos do complexo de Golgi,

inUmeros granulos de secregado e microvilosidades na sua por
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¢do apical. Foram observados também, nessas células secreto
ras, nicleos basais volumosos com nucléolos evidentes e bem

desenvolvidos.

Glandulas Acessorias (ga) - Sio dois longos Grgdos

secretores opacos, de aspecto leitoso, inteiramente unidos en
tre si em toda a sua extensao. Com formato tubular e sinuo-
so, ligam-se as extremidades anteriores dos ductos ejaculado

res duplos. Todos os cortes observados ao microscopio ele-

tronico nao apresentaram espermatozoides.

Ducto Ejaculador Simples (des) -~ Tambem denomina-

do de simplex, corresponde a um longo, sinuosco e elastico tu
bo, com nitidos movimentos peristalticos em toda a sua exten
sao, que se estende a partir do duplex até o aedeagus {(en-
dofalo). Apresenta regides transparentes amargladas e re—
gices, de maior difmetro, de cor leitosa, provavelmente devi
do ao seu conteudo {espermatozdides e secxegées -~ Fig. 78).

Na sua porg¢ac terminal existe um segmento mais dilatado, o]
butbo ejaculador que se continua no aedeagus , o qual se en
contra énvolvido num  cecum resistente, revestido por uma cuticula

multiesclerotizada,

B. Aparelho Reprodutor Feminino (Fig. "b")

0 aparelho reprodutor feminino de A. ang<llacea a-
presenta uma worfologia mais complexa que a do masculino e se

ra descrito brevemente, com destaque para as bursa copula-

trix e espermateca ou receptaculum seminis , nas quais fo-

ram analisados os espermatozdides tipicos e atipicos.



Burga Copulatrix {bc) - B uma estrutura volumosa,

semelhante a um cabegote pedunculado, amarelo-pardo, com unma
parede externa muito rigida e uma interna mewbranosa no inte
rior do qual & depositado o espermaltdforo Proximo a  base
do conduto da bursa (ductus bursae), encontra-se a ligagao
com © ducto seminal (ductus seminalis), o qual se comunica
com o vestibulo do ovopositor, numa regido proxima & desembo

cadura do ducto cspermatecal.

Espermateca ou Receptaculum Seminis (rs) - & com

posta por uma longa e filamentosa gléndula espermatecal, 1i
gada & porcgao apical de um lobo arredondado, de cor  branco
leitosa brilhante e de parede rigida e resistente, que cCoL
responde & espermateca propriamente dita ou utriculo. Esse
lobo se comunica com o vestibulo do ovopositor através do duc
to espermatecal. Serve como reservatorio de espermatozdides
tipicos e étipicos, como foi observado ao nivel de microsco

pia eletronica (Fig. 84).

Ovarios {ov} =~ Sao dois Orgaos constitulidos, cada
um, por 4 ovarioloslongos e filamentosos, cujas extremida
des livres estac intimamente associadas entre si. 0s ovario
los de cada ovario confluem num pequeno reservatdrio, em for
ma de calice, que se continua em um oviduto. Os dois ovidu
tos laterais se unem num oviduto comum gque desenboca na por
cdo superior do vestibulo do ovopositor. Na &poca da  ovopo
sic¢ao, os ovidutos bastante elasticos podem ficar repletos e

dilatados pelos ovulos maduros (de cor verde, com formato de

pastilhas estriadas, cuja porgao central e proeminente).



IT. Caracteriza¢ido Ultra-estrutural de Espermatozdides Eupi

renes e Apirenes Intra-testiculares

A. Organizacao Testicular dos Cistos Eupirenes e Apire

nes

No testiculo de imagos jovens normais, os cistos de
espermatozdides eupirenes encontram-se geralmente circundados
por cistos apirenes, como mostra a Fig. 1. Fm outros cortes
transversais, foram observados também, varios espermatocis-
tos eupirenes nao rodeados por cistos de espermatozdides api
renes, que, por sua vez, formavam agrupamentos independentes,
porem proximos aos ¢istos eupirenes. Todos os feixes eupire
nes e apirenes apresentam-se envoltos por células cisticas
{(Fig. 1) que individualizam os cistos determinando limites ni
tidos. As vezes, sdo observados nlcleos das células cisti-
cas (Fig. 21), algumas organelas citoplasmiaticas como mito-
condrias e reticulo endoplasmatico (Fig. 19 e 21) e, com fre
qiéncia, detecta-se a presenga de abundantes particulas de
material semelhante a glicogénio, no citoplasma das células

dos foliculos (Fig. 21).

Tanto nos cistos eupdrenes guanto nos apdrenes, os
eépermatozéides se dispOem paralelamente entre si, comos fla
gelos dispostos lado a lado numa posicdo ordenada, como mog-
tram as Fig. 1, 2, 3, 4, 19, 20 e 21. Inclusive, as porgoes
anteriores de espermatozdides apirenes dispoem-se lado a la-
do, porém em alturas diferentes (Fig. 5, 6, 7, 8 e 9). Em fun
gao de as cabecas dos espermatozdides atipicos ndo estarem no

mesmo nivel, pode~se observar também ao nivel dos flagelos ,



em corte transversal, alturas diferentes (Fig. 1, 2 e 4), in
clusive nas suas porg¢oes terminais (Fig. 12). Mas, em Cig-
tos eupirenes, nao se observam flagelos em diferentes altu-
ras de corte {(Fig. 1, 19,20, 21, 29, 35, 38 e 50). Com fre-
qiiéncia, em cistos cupirenes seccionados ao nivel de porgdes
anteriores de flagelos, nota-se uma ordenacao linear dos es-
permatozdides numa configuragdo geométrica hexagonal interna
e, até mesmo, externa, no limite do proprio feixe (Fig.20).

Esta configuragaoc hexagonal pode também ser notada, porém com

menor evidencia, em porgoes mais posteriores dos flagelos de
feixes eupirenes nas Fig. 1, 19 e 20 e, inciusive, na FigaZS
onde sao observados diferentes niveis de corte de espermato-
zOoides eupirenes, desde porgoes cefalicas a porgdes interme-

diarias entre as cabegas e as caudas.,

Nos cistos apirenes, nao existe uma ord@aagéo geo-—
métrica dos flagelos (Fig. 1, 2, 3, e 4) como a dos eupire-
nes.. Contudo, em certas regioes de alguns espermatozdides a
tipicos, em diferentes niveis de corte dos flagelos, obsexrva
se uma ordenac¢dao muito regular nas regiées gue apresentam so
mente axonemas (Fig. 1, 2, 3, e 4). Nota-se também que 0s es
permatozdides eupirenes e apirenes, apresentam seus flagelos
soltos na porgao central dos cistos, particularmente em regi
Oes mais posteriores (Fig. 1, 2,3, 4, 19 e 21}, enguanto que
as porgoes anteriores de espermatozdides apirenes e as cefa-
licas dos eupirenes encontram-se imersas no citoplasma de uma
celula cistica apical (rig. 5, 6, 7, 8, 9, 22, 23 e 26). Na
Fig. 25, particularmente, a qual mostra um cisto eupirene,;no
ta-se que apenas, as cabecgas e porg¢des intermediarias entre

as cabegas e os flagelos estdo imersas no citoplasma de uma



celula apical.

Quanto ao numero de espermatozdoides por cisto, ha
diferengas nitidas entre os eupirenes e apirenes. Os cistos
tipicos contém, geralmente, 256 & 1 espermatozdides por fei-
xe (Fig. 1, 19, 20,21 e 25), mas os atipicos apresentam va-—
riagoes significativas no nimero de espermatozdides por fei-
Xe, Nos cistos apireneé menores, cortados ac nivel dos fla-
gelos, em alturas iguais, contam-se geralmente 256 £ 1 espoer

matozoides por feixe (Fig. 3). Contudo, ha cistos apirenes

maiores (Fig. 1, 2 e 4) nos gquais o nimero de egspermatozdides
por feixe & bastante varidvel, oscilando de 523 & 1 (Fig. 4) a
732 L 4 {(rig. 2). Nestes cistos atipicos mais volumosos, no

tam-se sempre regices flagelares compostas apenas de axone-

mas.,

Nos testiculos de imagos jovens, observam-se além
de feixes de espermatozdides eupirenes maduros (Fig. 1, 19,
20 e 21), localizados mais centralmente, um numero bastante
variado, porém menor que o de feixes maduros, de espermatides
cupirenes em diferentes estagios de maturacao, como mostram
as Fig. 47, 48 e 49, Além de espermatides eupirenes, também
foram detectados cistos apirenes, em maior numero, com es-

vermatides completando seu processo de diferenciagao.

B. Espermatozdides Apirenes ou Atipicos

Os espermatozdides apirenes sao basicamente apara-
tos flagelares anucleados derivados de espermatocitos prima-

rios bipotenciais que, segundo a literatura, sofreram um pro



cesso meldtico atipico, no qual houve eliminaciio total do ma
terial cromatinico nuclear. O comprimento total desses esg-

permatozoldes & superior a 260 pm (Fig. 13).

B.1. Por¢des Antariores

Os feixes de espermatozdides atipicos maduros apre
sentam suas porgdes anteriocres dispostas paralelamente umas
em relacao as outras, porém em alturas diferentes, e imersas
no citoplasma de uma celula apical (Fig. 5, 6, 7, 8 ¢ 9). Em
cortes transversais (Fig. 5 e 6), observam-se diferentes ni-
veis, desde regides mais apicais até aquelas em gue ja se e-
videncia a organizagdo tipica do axonema. Na Fig. 18, que &
uma ampliagao da porgao anterior ("ceféliéa”) do espermato-—
z6ide apirene semelhante a Fig. 15, observa-se que essa por-
gao & bhastante reduzida (comprimento aproximado de 2,5 pmﬁ em

relagdo a extensdo total do espermatozdide.

Na regiao apical, onde os microtubulos se iniciam,
o diametro & menor (cgzca de 140 nm) e aunenta gradualmente
até a porcao basal desta regido {(cerca de 360 nm), que & de-
marcada nitidamente pelo inicio dos derivados mitocondriais.
A Fig. 17 mostra igualmente uma porcao anterior de espermato
zoide apirene, porém com a membrana plasmatica parcialmente
rompida e microtubulos soltos. A Fig. 6 ilustra uma porcgao
da Fig. 5, na gual & evidenciada a organizagao estrutural de
alguns niveis {corte transversal) de porgdes "cefalicas" de
espermatozdides apirenes. Analisando-se, simultaneamente, as
Fig. 5, 6, 7,8 e 9, observa-se que:

a) as porgdes anteriores de espermatozdides apirenes sao en
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voltas completamente por uma capuz elétron-denso (Fig. 5, 6,
7, 8 e 9), que aumenta o comprimento total e o didmetro da
quelas porq595 (0 conjunto mede cerca de 3,6 SHID

b} na regiao apical, o referido capuz apresenta uma estrutu
ra amorfa, que se torna filamentosa em regides basais, onde
dispoe-se sob a forma de anéis concéntricos, em corte trans

versal (Fig. 6);

¢) em cortes longitudinais (Fig. 7, 8 e 9), a prescnca de um

"corpusculo basal" {comprimento aproximado = 0,5 Fm) que, na

realidade, como mostra a Fig. 6 {corte transversal) COL-—
responde a uma coroa periférica de 9 microtibulos acessorios,
a qual circunscreve outra de 9 duplos periféricos, sem ele-—
mentos centrais, envolto pela membrana plasmatica e pelo ca-

puz elétron-denso (nivel 6);

d) na Fig. 6, as porgoes anteriores ("cefalicas") de esper-
matozdoides apirenes, seccionadas transversalmehte em diferen
tes alturas, mostram varios niveis de organizacdo estrutural,
desde regides nas quais se distingue apenas o capuz apical a

té porgdes iniciais do axonema (nivel 7).
B.2. Flagelos

Os flagelos ou caudas constituem a maior parte de
toda a extensao do corpo dos espermatozdides apirenes. Apre
sentam 2 regides distintas:

a) a poacae principal composta pelo axonema (filamento axi-

al) e os dois derivados nitocondriais;

b) e a porcao feaminal, composta somente pelo axonena.
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Porgdo Principal do Flagelo - Nos espermatozdides
apirenes quase maduros (Fig. 10 e 11), observa-se que o axo
nema apresenta o padrao de organizagdo 9+9+2 tipico de esper
matozdides de insetos, composto por uma coroa de 9 microtibu
los acessdrios que clrounscrevem outra coroa de 9  microtibulos
duplos periféricos e, no centro do axonema, por mais 2 micro
tibulos Gnicos. Os microtibulos acessdrios elétron-densos |,
mais calibrosos (f aproximado de 340 R) que os demails wmicro
tibulos axonematicos (Fig. 10, 11 e 13) e situados periferi
camente, se locallzam no espago externo entre as duplasde mi
crotiibulos periféricos apresentando projegoes densas em dire
gao aos sub-tlibulos B das duplas (Fig. 10, 11 e 13), As  du
plas de microtibulos periféricos sao fcrma&as por 2 subunida
des distintas: o sub~tibulo A, completo,de menor didmetro e
com llmen elé&tron~denso, a partir do qual projetam-se 2 pe
quenos bragos curvos (bragos de dineina), como bem mostram
as Fig. 11 e 14, e o sub-tibulo B, incompleto, de maior dié
metro e com limen elé&tron-transparente (Fig., 11). Das duplas
de microtiibulos peﬂiféricos partem fibras densas radiais em
diregdo aos 2 microtibulos centrais(fig.10,11,13 e 14). Estas £i
bras radiais apresentam pequenas dilatagoes préximas aos 2
microtibulos centrais, que correspondem as cabegas dessas fi
bras e que foram anteriormente denominadas de "fibras secun
didrias" (terminologia em desuso). Nota-se, tamnbém, que og 2
microtibulos centrais Gnicos, cujos limenes sdo elétron-trans
parentes, apresentam didmetro (cerca de 230 R) menor Jque O
dos microtlbulos acessdrios e projegCes curvas individuals, as quais
correspondem a4 bainha central que os envolve (Fig., 11 e 14).

Os dois derdvades mitocondiiais se estendem parale
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lamente junto ao axonema em quase todo scu comprimento, apre
sentando forma, volume, estrutura e elétron-densidade muito
similares entre si. As sccgles transversais (Pig. 10 e 11 )

apresentam formate triangular, com as bases voltadas umasg pa
ra as outras ¢ os apices orientados em diregdes aproximada
mente ortogonais, numa peculiar disposig&o em "V, Estrutu
ralmente, possuem envoltdrios duplos (regilo cortical), no
interior dos gquais (regido medular) observam-se Areas mais
eldtron-densas na regiao basal (Fig. 10 e 11), de natureza
periddica (periodo aproximado de 110 8). Bsta estrutura para
cristalina & observada mais nitidamente em espermatozdides
contrastados negativamente (Fig. 16). Considerando-se o eixo
de simetria que passa pelos 2 derivados miﬁocondriais e e}
eixo que passa pelos 2 microtibulos centrais, cortando-og pe
la metade, observamos gque o angulo compreendido entre dois
eixos corresponde a um desvio de aproximadamente 10° {Fig.
10 e 11} . Contudo, em diversas outras elétron- micrografias
de espermatozdides aplrenes, observamos que aqguele &ngulo
pode variar muito (cefca de 0° a 600), o que indica nao ha
ver relagao topografica definida entre os derivados mitocon
driais e o axonema, considerando-se o0s referidos eixog. Em
cortes transversais de flagelos de espermatozdides apirenes,
em regioces proOximas ds terminals, percebe-~se geralmente a
gradual diminuigao simultinea do volume de ambos os  deriva
dos mitocondriais que parecem terminalizar juntos (Fig. 56,
nivel C) porém, &s vezes, detectamos regides flagelares gqua
se terminals com apenas 1 derivado mitccondrial de  tamanho

bastante reduzido.
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Ao redor do axenema e dos derivados mitocondriais,
observamos a presenga de membrana plasmitica com estrutura
trilaminar tipica (Fig. 10 e 11). Contudo, nao nos & possi

vel afirmar sua provavel assimetria,

Porgao Terminal do Flagelo - A porcido terminal de

flagelos de espermatozdides apirenes apresenta somente axone
ma e este se desorganiza a medida que vai terminalizando. Em
cortes transversals (Fig. 12), notam-se diferentes imagens
que mostram nitidamente a gradual desoryanizagdo do axonema
nas porgces terminais dos flagelos. Os microtibulos acessd
rios, gque anteriormente apresentavam certa elétron-densidade de
contelGdo, mostram limenes elétron-transparentes no axonema
ainda organizado e sao os primeiros a terminalizarﬁ enguanto
que, nos microtibulos duplos periféricos, os sub-tibulos B
se abrem e se destacam dos sub-tubulos A. Em niveis mais posg
teriores, aparecem apenas microtibulos simples e em ninero
cada vez mais reduzido {(Fig. 12) até o desaparecimento de

gqualquer organizacao microtubular (Fig. 64).

C. Espermatozdides Eupirenes ou Tipicos

Os espermatozdides eupirenes sao constituidos basi
camente por uma cabe¢a alongada e fina e uma cauda (flagelo)
multo longa e delgada, nao havendo entre essas 2 porgdes uma
regidao intermedidria morfologicamente nitida como a regifio do
pescogo dos espermatozdides de mamiferos. Nao foi possivel,

ks T * -~ . + -
ao nivel de microscopia eletronica, determinar a extensao to
tal dos espermatozoides eupirenes devido ao seu avantaiado

comprimento que, provavelmente, & superior ao dobro do



comprimento dos espermatozdides apirenes.
C.1. Regido da Cabeca

Em cortes transversais, analisando-se de fora para
dentro, a cabega dos espermatozdides eupirenes apresenta - se
circundada parcial ou completamente por uma coroa radial de
apendices Laciniados (Fig. 22, 23 e 26), que se apresentam
sob forma de pétalas com estrias elétron-densas transversais,

separadas regularmente entre si por material elétron-transpa

rente de aproximadamente 100 8. A forma, © numero, o compri
mento e a disposigao dos apéndices laciniados variam ao lon-
go da cabeca do espermatozoide. Tais apéndices encontram-se
acolados a membrana plasmdtica trilaminar gue se justapode, ds
vezes intimamente, ao envoltdrio nuclear da cabega dos esper
matozoides e a rodeiam quase completamente (Fig. 22, 23 e 26).
Nas regides anteriores da cabeca (Fig. 22 e 23), o nicleo a—~
presenta-se parcialmente circundado por uma coroa radial de
13 a 20 épéndices laciniados, e, perifericamente, proximo a
membrana da célula cistica apical, nota-se a presenga de um
apéndice laciniado mais longo e diferenciado aos demais, que
contorna alguns outros do mesmo tipo e, parcialmente, um ou-
tro apéndice impar, mais elétron-denso, bem diferenciado, i-
gualmente em posigdo periférica, denominado de apendice reti

cularn.

Ac nivel de regides medianas e posteriores da cabe
ca (Fig. 26), observa-se gue os apéndices laciniados, mais
longos, delgados, em maior nimero, rodeiam completamente a
cabega dos espermatozdides, dispondo-se téo proximos uns dos

ocoutros que aparentemente perdem sua individualidade. 0 apén



dice reticular também muda gradualmente de forma, volume e po
sigdo. Como se observa ainda na Fig. 26, o apéndice reticu-
lar nunca € observado em justaposicio ao nicleo, somente emn
relagao a porcgao inicial do axonema (niveis 4 e 5), na qual

ainda persiste a delgada porcao final do nicleo.

Em corte longitudinal de porg¢do anterior da cabeca
de um espermatozdide eupirene (Fig. 24), os apéndices lacini
ados dispostos em ambos os lados ao niicleo mostram-se conti—

nucs e © acompanham longitudinalmente, O que se obser

va também em relagdo ao apéndice reticular.

Em cortes transversais de regides anteriores de ca
begas (Fig. 22 e 23), destaca-se ainda uma Area elétron-den-
sa, extra-celular, aparentemente amorfa, situada entre as re
gides aplanadas dos niicleos e a membrana da célula cisticaen
voltéria,Es&ién%%pnmmwehmmte, & formada por apéndiceslacini
ados muito unidos entre si, nos quais nao se percebe mais sua
estriacdo transversal tipica. Ainda nas Fig. 22 e 23, nota-
se. junto as faces achatadas dos niicleos, uma esfrufura  de
aspecto vesicular, aplanada longitudinalmente, de menor elé-
tron-densidade que a do nGcleo, a qual também se observa na
Fig. 26 (n? 1), em cortés medianos de cabegas de espermatbé
zOides eupirenes. Nas regides anteriores (Fig. 22 e 23), es
sa vesicula tubular & mais volumosa e nas posteriores (Fig.

26) €& bastante reduzida ou ausente.

Em relagdo aos nicleos dos espermatozdides quase ma
duros (Fig. 22 e 23) e maduros (Fig. 26), nota-se, além de
seu conteldo cromatinico muito compactado, nitida variacdo de

forma, volume e posi¢do dos mesmos ac longo das cabegas. Em



por¢oes mais anteriores {Fig. 23), o nucleo apresenta um for
mato de lua crescente que gradualmente aumenta devolume,to5
nando-se semi-circular (Fig. 22) e, em porcdes medianas das
cabecas (Fig. 26/1), seu aspecto é um circulo guase cCcom=
pleto. Nao foi detectada a presenca de aciosoma ao nivel das
porgdoes apicais ou laterais das cabecgas de espermatozdides eu
pirenes. Em porgdes mais apicais, foram observadas apenas

pequenas secgoes nucleares.

Nas regides medianas e posteriores das cabegas de

espermatozoides tipicos (Fig. 26), nota-se que:

a) o nicleo de posigdo céntrica e ocupando praticamente to-
do o volume cefdlico (Fig. 26/1), passa a ocupar areas cadda
vez menores e excéntricas (Fig. 26/2, 3, e 4), numa posicac

adjacente ao corplisculo basal ou & porgdo inicial do axoriena;

b) o corpusculo basal, na regi&o terminal da cabega, ocupan
do posigac centrica, ora se apresenta como um cilindro elé-
tron-denso (Fig. 26/2), ora como um cilindro com paredes eLé
tron-densas e espaco central elétron-transparente (Fig.26/3),

cuja organizacao de centriolo tipico ndo se evidencia.

C.2. Flagelo ou Cauda

O longo flagelo dos espermatozdides tipicos & com-
posto basicamente, como o dos atipicos, por 2 porgdes dife-

renciados: a phrincipal e a Lewminal.

A porgao padincipal que abrange a maior extensio de

todo o flagelo, é& constituida:

a) pelo axonema ou filamento axial;



b} pelos derivados mitocondriais:
c) pela membrana plasmiatica trilaminar envoltdria;

d) e pelos apendices reticular e laciniados acolados ao plas
malema. |

A porgac teaminal & constituida apenas pelo axonema envolto
pela membrana plasmatica rodeada parcialmente por apéndices
laciniados muito reduzidos em nimero e tamanho e pelo apéndi
ce reticular igualmente muito reduzido. Por ser uma regiao

de pequena extensao, niac conseguimos obter elétron-micro

grafias de boa qualidade e passiveis de publicacdo.

Porgao Principal do Flagelo - Com o intuito de se
obter uma exposigao seqtiencial a respeito dessa longa porgao
flagelar, nds a dividimos em 5 regides distintas, a partir
dos niveis mais anteriores até os mais posteriores, conside-
rando-se basicamente as varia¢bes morfollOgicas apresentadas
pela cobertura celular (apendices laciniados e reticular) e
pelo(s) derivado(s}) mitocondrial(is). O axonema néo se modi
fica estruturalmente ao longo dessa porgao flagelar e a mem-
brana plasmatica apresenta a mesma estrutura trilaminar obser

vada tanto em espermatozdides apirenes como em eupirenes.,

A regiao n® 1.(regiéo mais anterior da porqao prin
cipal do flagelo) é ilustrada nas Fig. 25 (regido elétron-
transparente), 27, 28 e 34; a regiao n? 2 (por¢ao imediata
mente subseqliente & anterior), nas Fig. 29, 30, 31, 32 e 33;

a regiao n? 3 (porgac mediana), nas Fig. 35, 36 e 37; a re-

giao n9 4 (porgdo mediana a posterior), nas Fig. 39, 41 e

42 e a regido n? 5 (porcdc posterior), nas Fig. 38, 40 e 43.



Cobertura Extra-Celular - E composta pelos apéndi

ces laciniados e reticular. Ao longo da superficie da por-
gao principal de flagelos de espermatozdides eupirenes, obser
va-ge que os apéndices fLaciniados mudam de nimero, forma,
comprimento e disposicao espacial, mantendo, porém, sua es-
triagao transversal tipica. WMNa regido n¢ 1 (Fig. 27 e 28),
os apéndices laciniados acolados ao plasmalema, em nimero
de 15 a 18, sao longos, delgados e contornam perifericamen-

te o derivado mitocondrial Unico e o axonema, menos na Aarea

ocupada pelo apéendice reticular. Nota-se, tanto na Fig. 27
como na Fig. 28, gque os apéndices laciniados, quando rodeiam
o axonema, se digspdem em tufos de 1 a 3 elementos concentra-
dos nas regides proximas aos microtibulos acessorios. Na re
giao n® 2 (Fig. 29-33), os apéndices laciniados 3ja nao se dis
poem mais ao redor do axonema, mas, as vezes, observam-se al
guns remanescentes (Fig. 29), limitando-se guase gque a peri-
feria do derivado mitocondrial dGnico. Seu numero, agora, va
ria de 7 a 9 e seu formato continua petaloide, porém com ba-—
se mais larga. Na regiao n? 3 (Fig. 35-37), observa-se que
os apdndices laciniados, em nimero de 8 X 1, j& estio total-
mente restritos a area periférica correspondente ao derivado
mitocondrial e mostram ainda sua forma petaldide peculiar, po
rém sdo mais curtos e mais largos que os das regides prece—
dentes. Mantém sua estriacao transversal tipica. Na regiéo
n? 4 (Fig. 39 e 42), observa-se que os apéndices laciniados,
em nimero de 10 X 1, continuam a circundar somente o deriva-
do mitocondrial unico, porém apresentam-se bem mails curtos.

Na regido n? 5 (Fig. 38 - cisto parcial a esquerda e Fig.

40) , os apendices laciniados estao muito reduzidos em tama-



nho, 0 que determinaa dificuldade de visualizacdo e determina

cdao numérica.

Em relacao ao apéndice xeticulan, que se assemelha
a um bastdo elétron-denso, de didmetro variavel, ao longo do
flagelo de espermatozdides eupirenes, notamos sua posicio
definida proxima & dupla de microtibulos periféricos ne 1
(destagque na Fig. 31) do axonema f{notagdo de AFZELIUS, 1959).
Em corte transversal, seu diametro & maior {cerca de 240-270 nm)

na regiao n? 1 (Fig. 27 e 28) e vai diminuindo gradualmente

ao longo do flagelo, até apresentar-se bem reduzido no volu-
me, Como na regiao n? 5 (Fig. 40). Sua forma, em secgao trans
versal, é aproximadamente circular (Fig. 27, 28, 29, 30, 31,
32 e 33), com pequenas variacdoes ao longo do flagelo (Fig

35, 36, 37, 39 e 40). O apéndice reticular liga-se a membra
na plasmatica por meio de pequenos septos ou pontes, eviden-
ciados nas Fig. 30 e 36. Nota-se, inclusive, em diferentes
regides da porg¢do principal do flagelo, em corte transversal,
a presenca de pequenos vesiculas de tamanhos variados (Fig. 32,
33 e 34) localizados entre o apéndice reticular e o lacinia-
do mais proximo, na regido adjacente ao plasmalema. Em corte
longitudinal, cbserva-se com nitidez a presenga de
grande =~  numero dessas vesiculas de tama
nhos bastante variados (Fig. 34), as quais sao encobertas pe
lo apéndice reticular. Nesta figura, inclusive, & evidente
0 aspecto continuo tanto do apéndice reticular {que parece
possuir estrutura finamente lamelar) quanto dos laciniados

que se dispdem ao longo do flagelo. A superficie livre do a

péndice reticular apresenta-se irreqgular com peguenas expan-

soes filamentosas, nitidamente observaveis nas Fig. 28, 30,



31, 32, 33, 34 e 36.

Axonema - O filamento axial mantém sua estrutura
caracteristica ao longo de toda porc¢io principal do flagelo
do espermatozdide eupirene, como mostram, em corte transver—
sal, as Fig. 27 a 33 e 35 a 40. Como na maioria dos insetos,
0s espermatozdides eupirenes apresentam o padrio de organiza
¢ado flagelar do tipo 9+9+2, ja explicado para os espermatozoi

des apirenes. Os 9 microtubulos acessérios apresentam didme

tro maior (cerca de 350 3) que 0s demais microtubulos axone=
mais e seu contelido &€ fortemente elétron-denso, assemelhando
se a graos circulares, em corte transversal (Fig. 28, 31, 33,
36 e 37) e, en ddrte longitudinal (Fig. 43} parece sexr um bas
tdo elétron-denso que preenche completaménte o lGmen (didme-=
tro aproximado de 210 R) dos referidos microtibulos. Obser-
vando-se as Fig., 28, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 39 e 40, perces=
be-se que cada microtibulo acessdrio estd situado numa regi-
ao periférica compreeﬁdida entre o sub-tibulo A de uma dupla

periférica e o sub-tibulo B da dupla mais proxima.

Como no axonema dos flagelos de espermatozdides a-
pirenes, os 9 microtibulos acessdrios contornam uma  coroa
mais interna de 9 microtibulos duplos periféricos, cujas sub-
unidadesIA e B e o5 bracos de dineina, projetando-se do sub-
tdbulo A, estdo bem evidenciados nas Fig. 28, 30, 31, 32, 33,
36 e 37. Igualmente, das duplas periféricas (mais propria-
mente da sub~unidade A} partem fibras radiais elétron - den-

sas em direcao aos 2 microtubulos centrais Unicos (didmetro

aproximado de 280 X), que apresentam conteudo elétron - denso

(os dos espermatozdoides apirenes sao elétron-transparentes),



porém de menor intensidade que o dos microtibulos acessérios.

Derivados Mitocondriais - Em grande parte da exten

sdo total da porcdo principal flagelar de espermatozdides eu-
pirenes, destaca-se a presenca de apenas 1 derivado mitocon-
drial (fig. 27-37 e 39), contudo na regido flagelar n? 5 (Fig.
38 e 40), observam-se 2 derivados mitocondriais de volumes bem
diferentes. O derivado mitocondrial maior j& apresenta um vo

lume reduzido em relacao aquele mostrado na regiao flagelar
n? 4 e o menor, com formato de meia-lua, é adjacente ao pri-

meiro.

Na regiao n? 1 da porgao principal do flagelo (Fig.
27 e 28), o derivado mitocondrial dnico, de pequeno tamanho,
apresenta um formato semelhante a uma meia-lua, em secgao trans
versal, e uma camada cortical mais elétron-densa na regiéo O-
posta ao axonema, A face interna, proxima ao microtubulo a-~
cessOrio correspondente a dupla de microtiibulos periféricos
ne 3, é& ligeiramente cdncava. Nas secgdes transversais da re
gido n%? 2 (Fig. 29 a 33), observa-se que o derivado mitocon-
drial dGnico,um pouco mais volumoso (maior eixo © 160 nm e menor
eixo Z 60 nm), mostra ainda as mesmas caracteristicas morfold
gicas da regiao flagelar anterior, evidenciando-se ainda mais
a paréde elétron-densa da face convexa e a depressidc  cdnca-
va na face interna. A regiao medular do derivado mitocondri-
ai apresenta menor elétron-densidade. Em relacdo ao plano de
simetria que divide o derivado mitocondrial e que passa pelo

microtiibulo acessdrio correspondente & dupla de microtibulos

periféricos n?® 3, observa-se um adngulo de aproximadamente 30°

desse eixo em relacao agquele que corta os 2 microtubulos cen-



trais do axonema (Fig. 31). Esse angulo é observado ao lon-

go de toda a extensdo da porgdo principal do flagelo.

Nos cortes transversais da regiao n? 3 (Fig. 35 a
37), o derivado Gnico mais volumoso {maior eixo = 180 nm e
menor eixo = 130 nm), possui aspecto reniforme e uma camada
cortical elétron-densa em toda a periferia, com um "botdo" e
létron~-denso situado na concavidade da face interna, adjacen

te ao microtubulo acessdrio n® 3 do axonema préximo. A regi

ao medular possui baixa elétron-densidade. Na regido n® 4

(Fig. 39), o derivado mitocondrial Gnico em seccdo transver-
sal, & mais volumoso (maior eixo = 320 nm; menor eixo = 160
nm) , porém Suas caracteristicas morfoldgicas sido similares as
descritas para a regiao anterior. J& na regido flagelar n9
5 (Fig. 38 e 40), sao observados 2 derivados mitocondriais.

0 maior (maior eixo = 270 nm; menor eixo = 190 nm) ja apre-
senta um formato mais arredondado gue na regiao precedente, e
o menor (maior eixo = 180 nm; menor eixo ; 80 nm) com forma
to de meia lua, apdOe-se ao derivado mais volumoso como uma pe
guena calota. Em cortes obliquos (Fig. 41 e 42) de deriva-
dos mitocondriais (regiao flagelar n¢® 4), cbserva-se que, em
fungao do dngulo de corte, a camada cortical elétron - densa
mostra, tanto na face convexa quanto na concava, a presencga
de cristas modificadas que separam esta camada em septos re-
gulares, menos na regiao do "botao" elétron-denso que corres
ponde a um eixo cortical longitudinal. As cristas modifica-
das, inclusive, se projetam em diregao a regido medular (Fig.
41). Um corte tangencial (Fig. 43} mostra que o derivado mi
tocondrial apresenta, na camada cortical, uma orientacgac he-

licoidal muito regular dos septos separados pelas cristas (dis



tdncia entre 2 cristas Z 450 &) gue mant&m com o eixo longi-
tudinal do flagelo um angulo de aproximadamente 45°, Essa o
rientagao em hélice também é ilustrada nas Fig. 41 e 42, Em
corte longitudinal (Fig. 43, regido a esgquerda), essa dispo-
sicac logicamente ndo é observada, porém concede écama&acoz
tical, maior elétron-densidade. Este arranjo de cristas &
observado ao longo de todo derivado mitocondrial ja na re-
giao n? 1 (Fig. 34) onde a estriacdo das cristas pode ser dis

tinguida na camada cortical. Em preparados de espermatozdi-

des eupirenes, em contrastacao negativa (Fig. 44 e 46), obser
va~se também com evidéncia a orientac¢do helicoidal dos sep-
tos que compoem a camada corticalrdos dois derivados mitocon
driais de diametros diferentes. Além dessa disposicldoc espi-
ralada, verifica-se nas Fig. 45 e 46, a presenca de "corddes"
longitudinais elétron-densos na regiéo medular dos dois deri

vados.

Em regides flagelares, mais posteriores a de nQ 5,
observamos que os dois derivados mitocondriais apresentam vo
lumes bastante reduzidos, porem ainda diferenciados, e que o

derivado maior terminaliza apds o menor.

Em relacido as porgodes terminais de flagelos de es-—
permatozdoides eupirenes, nao conseguimos obter nenhuma elé-
tron-micrografia, entre as centenas produzidas, que nos per-—

mitisse a interpretacao da terminalizagdo do axonema.
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III. DESENHOS ESQUEMATICOS DE.ESPERMATOZOIDES EUPIRENES E APIRE

NES INTRA-TESTICULARES

1. Esquemd de Espermatozdides Eupirenes

A figura 1 representa esquematicamente um espermatozdide eu
pirene, em corte longitudinal, considerando-se 3 segmentos distin
tos: (A) porgao cefdlica e regi3o anterior da cauda; (B) regiao
mediana a posterior da cauda; e (C) regido posterior a terminal

da cauda. Os segmentos (A), (B) e (C) apresentam secgoes transvex

sais em diversos niveis, cujos detalhes ultra-estruturais estao
representados ao lado.

LEGENDA: AL

1

Apéndice laciniado
AR - Apéndice reticular
AX - Axonema

DM - Derivado mitocondrial
N =~ Nacleo

V - Vesicula
2. Esquema de Espermatozdide Apirene

A figura 2 representa esquematicamente um espermatozdide api
rene, em corte longitudinal, seccionado em 2 segmentos: (A)porgéo
mais anterior e regiao anterior a mediana do flagelo; e (B) re
giac posterior a terminal da cauda. Ao lado, estao representadas
secgoes transversais mostrando detalhes da ultra-estrutura.

LEGENDA: AX - Axonema

CA

Capuz anterior

DM

Derivado mitocondrial

DP - Dupla de microtibulos periféricos

Microtibulo acessdrio.

5
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1. Esquema de Espermatozéide Eupirene
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2.Esquema de Espermatozdide Apirene
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IV. Resultados obtidos com vermelho de ruténio (Fixagdo IIT)

Nao nos foi possivel obter bons cortes ultra-finos
de testiculo de AfLabama tratado com vermelho de ruténio, em
funcao desse composto tornar o espécime muito quebradigo. Con
tudo, as Fig. 49 e 50 ilustram, respectivamente, espermati -
des eupirenes jovens e eépermatozéides eupirenes, em corte
ﬁransversal, tratadas com vermelho de rut@nio. Na Fig. 49,

observa-se nitida evidenciagdo do axonema, com destaque para
0s microtubulos acessdrios e as fibras radiais, ambos bem e-

letron-densos. Na Fig. 50, nota-se certa evidéncia das fi-
bras radiais do axonema (apesar da falta de nitidez da estru
tura total do mesmo, por ser corte ndo perfeitamente trans-—
versal) ,do apéndice reticular bem elétron-denso, dos apéndi—
ces laciniados menos elétron-densos que o reticular e da ca-

mada cortical elétron~densa do derivado mitocondrial dnico.

V. Espermatozbides Fupirenes e Apirenes Extra-testicula—
res ao nivel do Trato Genital Masculino de Imagos de

Alabama angiflacea

A. Espermatozéides Eupirenes

ApOs sua liberagido do testiculo, consquente a de-
sorganizacdo dos respectivos cistos, os espermatozdides eupi
renes mantém-se ainda em feixes, nos quais se observam o ali
nhamento paralelo apresentado pelos espermatozdides dos fei-
Xes eupirenes intra-testiculares. Essa organizacao & manti-

da ao longo de todo o trato genital masculino (Fig. 51, 72,



75, 76, 77 e 78) gragas & presencga de matferial elétnon-denso
extracelulan de aspecto filamentoso (Fig. 51, 52, 53, 72 e
73) ao nivel da vesicula seminal ou aparentemente horogéneo e
mais denso (Fig. 75, 76,77 e 78), ao nivel dos ductos ejacu-
ladores duplo e simﬁles. Esse material elétron-denso extra-—
celular, existe em maior concentrac¢ao na periferia de feixes
de espermatozoides eupirenes, deixando mais livres os esper-
matozoides da &rea central do feixe {Fig. 51, 75 e 77). Con

tudo, ao nivel das porgdes cefdlicas dos espermatozdides eu-—

pirenes, o material extra-celular elétron-denso apresenta-se

distribuido de modo mais uniforme em todo o feixe (Fig. 72).

Tanto ao nivel da vesicula seminal (Fig. 51, 52 e
53) guanto ao nivel do ducto ejaculador duplo (Fig. 72, 73,
75, 76 e 77} e simples (Fig. 78), os espermatozdoides eupire-
nes nao apresentam mais externamente os apéndices Laciniades
que caracterizavam sua cobertura celular ac nivel do testic&
lo. Contudo, uma estrutura similar ao apeéndice neticulan &
ainda observada, em cortes transversais, em ecgpermatozdides
localizados tanto na %esicula seminal (Fig. 51 e 52) quanto
no ducte ejaculador duplo (Fig. 72, 73 e 76), particularmen-—
te ao nivel das cabecas (Fig. 72, 73 e 76) e de porcdes ante
riores de flagelos {(Fig. 51, 52 e 76). Em regides flagelares
mais posteriores (Fig. 77 e 78) de espermatozdides localiza-
dos tanto no ducto ejaculador duplo como no simples, os apen
dice reticulares sao muito reduzidos ou estao ausentes. Obser
va-se, inclusive, variac¢ao nas dimensdes do referido apéndi-
ce, desde a porgao anterior da cabega dos  espermatozdides
(Fig. 73), onde sua forma é esférica e seu volume érmmor(d@i

metro < 10 nm) até porgdes anteriores dos flagelos (Fig.52)
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onde € mais volumoso (maior eixo 150 nm; menor eixo = 120 nm} .

Ao nivel de porgoes anteriores de cabegas de espermatozdides
eupirenes (Fig. 73) encontrados no ducto ejaculador duplo, o
reduzido apéndice reticular de formato esférica situa-se nu
ma leve depressao da capa externa. Ja em porc¢des anteriores
de flagelos (Fig. 52), ao nivel da vesicula seminal, os apen
dices reticulares apresentam uma face em forma de cunha que
se localiza numa depressao correspondente na capa enveltdria.

Contudo, ndo € possivel verificar na Fig. 52, se a capa é con

tinua ou se interrompe na regiio de contato com o citado a-

péndice.

Quanto a posigdo do apéndice reticular, observa-se

- . . o .
que ha um desvio de aproximadamente 20° (Fig. 52), em rela-
¢ao a sua posigdo anterior em espermatozdides eupirenes intra

testiculares,

Cada um dos espermatozdides eupirenes encontrados
na vesicula seminal e nos ductos ejaculadores duplo e sim-
ples, apresenta-se individual e totalmente envolto por uma ca
pa dupla {cerca de 500 R de espessura) observavel nas Fig.
51, 52, 69, 72,73,75,76,77 e 78. Em corte longitudinal, esta
capa (Fig. 69) apresenta uma estrutura estriada na sua por-
¢ao externa, que se caracteriza por uma seqliéncia de bandas
elétron-densas {cerca de 80 ] de espessura cada uma), inter-
caladas por bandas mais delgadas elétron-transparentes. Tal
organizacao estrutural parece indicar que a capa externa @

formada por anéis dispostos longitudinalmente como mostram as
Fig, 54 e 55, nas quais o envoltdorio externo apresenta uma es

triagao transversal regular destacada por contrastacao nega-

tiva. A espessura de cada faixa anelar €& aproximadamente i-



gual a 180 R, mas em determinados pontos do envoltdrio pode
variar de 80-100 R, O que nos leva a c¢rer gque a capa externa

dos espermatozdides eupirenes apresente certa elasticidade.

No interior das capas externas dos espermatozdides
eupirenes, aoc nivel de vesicula seminal e ducto ejaculadordu
plo e simples, encontra-se uma massa de material elétron»deg
so (matriz elétron-densa) envolvendo parcialmente os esperma
tozoides. Nas por¢des cefalicas (Fig. 72 e 73) e porgdes an

teriores flagelares (Fig. 51, 52 e 76) ocupa o maior volume,

diminuindo notavelmente de tamanho em regides flagelares mais
posteriores (Fig. 77 e 78) parecendo mesmo tender a uma con
tinua e gradual diminuigao, ocupando cada vez menos espago in
terno, agora preenchido, em grande parte, pelo axonema e pe-
lo volumoso derivado mitocondrial. ©Na vesicula seminal, obser
va~-se que, em corte transversal ao nivel de porgdes anterio-
res de flagelos de espermatozdides eupirenes, a volumosa ma-—
triz elétron-densa ap;esenta uma estrutura flocosa, parecen-
do ser formada por esférulas de conteido menos elétron-denso
(Fig. 52}. Aspecto semelhante apresenta a matriz eletron~den
ga que ocupa a maior parte das cabegas de espermatozdides eu
pirenes ao nivel de ducto ejaculador duplo (Fig. 73). Con-
tudo, em regides flagelares mais posteriores aquelas da Fig.
52, a referida matriz densa apresenta-se com volume mais re-

duzido e seu aspecto & mais homogéneo (Fig. 77 e 78).

Em relacao ao derdvade mitocondrial mostrado na
Fig. 78, em corte transversal de espermatozdides eupirenes no
ducto ejaculador simples, observa-se, agora, a presenca de u

ma pequena area elétron-transparente na face concava junto ac  axonema,

que anteriormente era ocupada por um botdo elétron-denso correspondente



ao eixo cortical interno que corria ao longo do derivado mi-
tocondrial. Ao nivel da vesicula seminal, em cor-—
tes longitudinais superficiais de derivados mitocondriais de
espermatozdides eupirenes (Fig. 53), nota-se inclusive que as
cristas modificadas mantém sua estriacido helicoidal (periodi
cidade de 450 & aproximadamente), numa posicao de = 450caarg
lagdo ao longo eixo dos espermatozdides, como ja havia sido

detectado ao nivel do testiculo.

B. Espermatozdoides Apirenes

Apds sua liberac¢do do testiculo, os espermatozéides
apirenes sao encontrados, ao longo do trato genital masculino
de imagos de A, angiflacea, isoladamente ou em pequenos gru-—
pos distribuidos aleatoriamente ao redor dos feixes eupire-
nes proximos (Fig. 51 e 77). E comum observar-se, entre os
espermatozdides atipicos, a presenca de grdnufos de secrecdo
elétron-densos de tamanhos bastante variados (Fig. 51, 60,
70, 71 e 77), que sdo produzidos pelas células epiteliais se
cretoras da parede das vesiculas seminais e do ducto ejacula
dor duplo (Fig. 74). Entre os espermatozdides apirenes (Fig.
56, 57, 58, 59, 60, 61, 64 e 70), também pode-se observar a
presenca de material elétron-denso finamente granular e, as
vezes, com aspecto filamentoso, gue nao apreéenta a mesma esg
pessura nem disposig¢ac daquele material elétron-denso situa-
do entre os espermatozdides dos feixes eupirenes ao nivel da

vesicula seminal.

As modificacoes ocorridas na cobertura celular dos

espermatozéides apirenes sao bem menos notaveis em compara-
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¢ao com as apresentadas pelos eupirenes. Na vesicula semi-
nal, os flagelos de espermatozéides apirenes, em corte trans
~versal ao nivel de porgdes medianas (Fig. 56 a 64), apresen-
tam-se envoltos por uma capa elétron-densa (espessura cerca
de 350 -~ 400 R), a qual mostra ser constituilda por fibrilas
radiais elétron-densas que se projetam da membrana plasmati-
ca (Fig. 57 e 58). Na periferia, esta capa estriada (distan
cia aproximada entre 2 estrias elétron-densas =~ 100 R) apre-

senta maior elétron-densidade, assemelhando-se a uma fina ca-

mada homogénea da qual se projetam para fora e perpendicular
mente a superficie, pequenas expansodes filamentosas (Fig.56,
57, 59, 61 e 64) que se dispéem de modo continuo ao longo da
superficie externa dos espermatozdides apirenes (Fig. 57),
desde a porcao mais anterior (Fig. 61/A) até a terminal (Fig.

64/H) .

No vas degerens (Fig. 65), evidencia--se a natureza.
estriada anelar do envoltorio de um espermatozoide aplilrene
por meio de contrastagao negativa e verifica-se que & mnuito
semelhante aquela observada no envoltdrio de espermatozdides

eupirenes {Fig. 54 e 55).

No ducto ejaculador duplo, verifica-se a mesma or-
ganizacao estrutural do envoltdrio de espermatozdides apire-
nes (Fig. 66 e 67) ja detectada em 6rgios precedentes do tra
to genital masculino. A distancia entre 2 linhas transver—
sais elétron-densas mais prdximas € aproximadamente igual a
90 R, que é o mesmo intervalo compreendido entre 1 linha elé
tron-densa espessa e outra mais fina intercalar, como é ilug

trado na Fig. 54. Em cortes longitudinais (Fig. 68 e 71, tan



genciais (Fig. 71} e transversais(Fig. 70) de porc¢des medianas
e terminais de flagelos de espermatozdides apirenes localiza-
dos no ducto ejaculador duplo, observa-se gue a capa envoltd-
ria pode ser formada por diversas camadas concéntricas, em
maior nimero nas porgodes flagélares mais posteriores (Fig.70).
Na periferia dos flagelos de espermatozbides apirenes no duc-
to ejaculador duplo (Fig. 70 e 71) também sao observadas ex-
panstes filamentosas similares aquelas ja observadas na vesi-

cula seminal, porém em maior freqliéncia.

VI Espermatozoides Eupirenes e Apirenes ao nivelda Bursa Co
pulatrix e Espermateca de Imagos Fémeas de Alabama argif

Lacea

A. Espermatozdides na Bursa Copulatrix

Us——,

No cqnteﬁdo de espermatoforo contido na bursa copu-
latrix de fémeas inseminadas (ndao determinamos o tempo compre
endido entre a copula e a dissecgio dos espécimes), observamos
espermatozdides eupireﬁes e apilrenes juntos em grupos, porém
0s 2 tipos estavam distribuldos ao acaso. Em certas concen-
tracoes de espermatozdides, predominavam os eupirenes e, emou
tras, os apirenes, como é parcialmente ilustrado na Fig., 79,
na qual se observam alguns espermatozdides apirenes secciona-—
dos transversalmente e proximos a um eupirene cortado longitu
dinalmente. Entre os espermatozéiﬁes, nao observamos granu-

los de secregao elétron-densos como agqueles que haviam sido de

tectados entre os espermatozdides apirenes ao longo de todo o

trato genital masculino. Ao invés dos referidos granulos, os
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espermatozdides eupirenes e apirenes estavam imersos num mate-—
rial elétron-denso de aspecto homogéneo ou granular
(Fig. 79~83) que, as vezes, formava volumosos grumos irrequla-

res.

Os espermatozobides eupdirenes observados ao nivel da
bursa copulatrix apresentam aspecto deral similar ao dos es-—
permatozoides localizados no ducto ejaculador duplo. Contu-
do, na capa externa (ou bainha externa) observa-ge uma niti-

da interrupc¢ac onde se evidencia a presenga de uma pequena

placa elétron-densa (Fig. 80) mais internamente. Esta regi
ao corresponde agquela onde se inseria o apéndice reticular.

Comparando-se a I'ig. 80 com a Fig. 52, verifica-se também cue
houve um desvio maior ainda dessa regiao em relagéo ac eixo
ortogonal dquele que passa nelos dois microtibulos centrais. Na ve
sicula seminal {Fig. 52), o desvio constatado era de aproxi-
madamente 20° e, agora ao nivel da bursa, este desvio fica
em torno de 70»800, O que parece indicar uma maiox‘rotag%ocﬁa

todo o envoltoric em relagao ac espermatozdide.

Com certa freqliéncia, observa-se na superficie das
capas externas dos espermatozdides eupirenes, proximo ac axo
nema flagelar, a presenca de protuberancias situadas no lado
oposto ao derivado mitocondrial maior (Fig. 81). Tais sali-
encia correspondem as regides por onde sairdo os espermatozoi
des (Fig. 85) que irao participar da fertilizag¢ado dos ovulos.
Eventualmente, ainda ao nivel da bursa copulatrix, sio obser
vados envelopes {capas externas + matriz amorfa elétron-den-
sa) vazios de espermatozdides eupirenes (Fig. 83). £ inte-

ressante notar que os microtubulos acessorios e centrais do
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axonema dos espermatozdides eupirenes apresentam ainda um ni

tido contelido elétron-denso (Fig. 81).

Quanto aos espermatozdides ap{irenes localizados na
bursa copulatrix (Fig. 79, 81 e 82), observa-se que mantém i
nalterada sua organizacao estrutural basica e que no seu en-
voltorio (Fig. 81 e 82) destaca-se a capa externa estriada
desprovida de filamentos, que circunda outras camadas inter-
nas concéntricas, semelhante ao que ja foi descrito para os

espermatozdides apirenes no trato genital de imagos machos.

Nao foram observados envelopes vazios de espermatozdides api

renes.

B. Espermatozdides na Espermateca -

Ac nivel do receptaculum seminis ou espermateca
(mals propriamente no utriculo) de fémeas inseminadas, obser
vamos, com freqliéncia, regides nas quais se encontram um ni-
mero consideravel de espermatozdides eupirenes, entre os
guails encontram-se pogcoé e esparscs espermatozoides apire-
nes (Fig. 84). Em outras regides, observamos concentracgoes
menores de espermatozdides apirenes com seus envoltorios di-
latados, como & mostrado no espermatozdide apirene locali-
zado no meio de eupirenes na Fig. 84. Nesses espermatozdides
apirenes, observam-se alteragoes na forma, no volume e nos de
rivados mitocondriais, que podem ser decorrentes de artefa-
tos de fixacéo ou podem ser sinais indicadores de degenera-
gao celular. Entre os pequenos grupos de espermatozdides a—
pirenes, dispdem-se também longos feixes esparsos de filamen

tos imersos no material elétron-denso que preenche os espa-
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¢os compreendidos entre os espermatozdides apirenes, bem co-

mo entre os eupirenes (Fig. 84, 85, 87 e 88).

Os espermatozdides eupirenes, de tido proximos uns
dos outros, apresentam com freqliéncia espessamentos de  suas
capas externas ao nivel de suas regides de contato (Fig. 84,
85, 86 e 87). Comparando-os morfologicamente com aqueles ob
servados ao nivel da bursa copulatrix, detéctamos pequenas mo
dificagles aparentes. Em termos de envofiiriocs {bainha ex-

terna + matriz amorfa elétron~densa}, observou-se, algumas ve

zes, que a capa externa apresentava solucao de continuidade
na regiao das protuberidncias (Fig. 85) e n3o se observou ne-
nhum rompimento do envoltorio ao nivel das placas densas, si

tuadas opogtamente as dilatacgoes.

As cabecgas e porgoes anteriores dos flagelos (Fig.
84 e 85) apresentam-se mais volumosas em funcio da quantida-
de consideravel de material elétron-denso que preenche os en
voltorios externos, circundando quase completamente os ni-~
cleos e os flagelos dos espermatozdides eupirenes. Nas re-
gides mais posteriores dos flagelos, esse actmulo de material
elétron-denso € menor, o que diminui o didmetro dos esperma-
tozoides, como mostra a Fig. 84. £ interessante notar gue a
matriz apresenta areas com diferentes elétron-densidades in
tercaladas por areas elétron-transparentes (rig. 84, 85, 87
e 88). Em corte longitudinal (Fig. 86), essas diferencas de
elétron-densidade conferem 4 matriz um aspecto peculiar. Na
superficie interna desse material elétron-denso volumoso, ob

serva-se uma fina camada contornando o derivado mitocondrial

e o axonema, a qual é formada por uma seqliéncia de esférulas

que lhe dao o aspecto caracteristico de "colar-de-contas"
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Fig. 85 e 88).

Em relacdo ao axonema dos flagelos de espermatozdi
des eupirenes, nota-se, agora, que tanto os microtﬁbulosacqg
sOrios quantos os centrais se apresentam elétron-transparen—
tes (Fig. 84, 85, 87 e 88). O derivado mitocondrial maior a
presenta estrutura similar aquela observada em espermatozdi-
des eupirenes ao nivel do ducto ejaculador simples e da bur-
sa copulatriz, mas observa-se que todos os derivados mitocon

driais apresentam menor elétron-densidade (Fig. 84, 85, 87 e
88) .

As vezes, sao observados, em determinadas regiées
do utriculo espermatecal, agrupamentos de envelopes vazios
(Fig. 89) de espermatozdides eupirenes, entremeados por al-—
guns espermatozdides apirenes sempre com gSeus envoltd—

0 *
rios integros.
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DISCUSSAQ

I. Morfologia dos Aparelhos Reprodutores Masculino e Femi

nino de Afabama argillacea Hb.

A morfologia do aparelho reprodutor masculino de
A. argillacea & muito semelhante aquela descrita para o noc-
tuideo Penddroma margarifosa (CALLAHAN & CHAPIN, 1960) e tam

bém apresentacerta similaridade com o aparelho reprodutor da

mariposa Rhyaclondia buocfiania {Olethreudidae), descrito mui-
to brevemente por SHEN & BERRYMAN (1967). Ja o esquema ge-
ral, bem como a descricgao do aparelho reprodutor masculino pa
ra os lepidopteros, em geral, apresentado éor WIGGLESWORTH
(1965) difere bastante dagueles descritos para as espéciesan
teriormente citadas, incluindo A. axgiflacea. Entretanto, a
morfologia geral dos aparelhos reprodutores masculino e femi
nino de lepidopteros, esquematizados e descritos por IMMS
{1957), serviu igualmente como orientagéo basgica para o nos-
so trabalho, apesar dé havermos notado certa Contradigao -
tre o esquema do aparelho reprodutor masculino e o texto eXm

plicativo correspondente, elaborados por aquele autor.

A organizacéo morfologica do testicule Gnico de A.
angillacea & semelhante aquela ja descrita para outros lepi-
dopteros, incluindo noctuideos (IMMS, 1957; CALLANAM & CHAPIN, 19690;
SHEN & BERRYMAN, 1967). Quanto acs ductos genitais masculinos e glandus~
las anexas de A. angillacea, ha tanbém muita semelhanca com oS que
ja foram descritos para outros noctuideos (CALLAHAN & CHAPIN,

1960), mas ha dessemelhanga, as vezes nuito significativa, em



relacao aos esquemas propostos para os lepidopteros, em ge-
ral (IMMS, 1957; WIGGLESWORTH, 1965). Por exemplo, IMMS a-
firma que as vesiculas seminais desembocam diretamente nas
glandulas acessérias, as quais, por sua vez, "servem mais co
mo receptaculo para estocagem de espermatozéides, uma vez que
sua estrutura ndo é marcadamente glandular". Tal descrigao ndo
confere com a morfologia observada, inclusive ao nivel de mi
croscopia eletrdnica, e descrita para A. argillacea. Prova-

velmente, IMMS estava se referindo ao ducto ejaculador duplo

(0 qual nao foi mencionado pelo autor) que tambénm possul ati
vidade secretora, e nido as glandulas acessorias, que nio es-—

tao ligadas diretamente as vesiculas seminais.

Quanto a organizac¢do morfoldgica do aparelho repro
dutor femdindino de A. argillacea, podemos afirmar que, em texr
mos gerais, hd certa semelhanca basica como o que ja foi des
crito e esquematizado para outros noctuideos (CALLAIAN & CHAPIN,
1960) e outros lepiddépteros (IMMS, 1957), na organizacao ge-
ral, mas difere bastante quanto a forma, ao tamanho e a rela
céo topografica dos orgdos constituintes. Por exemplo, ape-—
sar de outros autores (CALLAHAN & CHAPIN, 1960; RIEMANN,
1970) que analisaram os aparelhos reprodutores femininos de
outras tres espécies de noctuideos, terem encontrado esperma
teca bilobada, com utriculo e lagena bem distintos, nds ape-~
nas observamos espermateca unilobada (somente utriculo) emA.
argtllacea, o que nos leva a crer que espermateca bilobada

nac & caracteristica de todos os noctuideos.
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II. Caracterizagao Ultra-Estrutural de Espermatozdides Eupi

renes e Apirenes Intra-testiculares

A. Organizagdo Testicular dos Cistos Eupirenes e Apire

nes

Como em todos os insetos, os testiculos de lepidop
teros sdo formados de foliculos que contém cistos, nos quais

se desenvolvem os espermatozdides. Em Lepidoptera, distin-

quem-se 2 tipos de cistos: os eupirenes e os apirenes que
sao encontrados totalmente separados nos testiculos, como ja
foi observado em diversas espécies (SADO, 1963; ZILBERBERG,
1963; HOLT & NORTH, 1970; PHILLIPS, 1971; LEVIATAN &
FRIEDLANDER, 1979} e, inclusive, em A. argiflacea. Como ija
havia sido observado por PHILLIPS (1971), em 18 diferenteses
pécies de mariposas e borboletas, verificamos o aitanjo oade
| nado dos cistos testiculares de Alabama, os quais apresentam
maior maturidade no centro do testiculo, ao contrario do que
foi observado por LEVIATAN & FRIEDLANDER (1979) que aparente
mente encontraram cistos eupirenes e apirenes distribuidosao

acaso no testiculo da mariposa Ectomyelodis ceratoniae.

Nossas observagoes quanto ao grau de maturidade dos
espermatozdides eupirenes e apirenes, concordam com as de
VIRKKI (1963), HOLT & NORTH (1970) e GELBI&<&METWALLY {1981)
que encontraram nos testiculos das mariposas Tialchoplusia nd,
Bombyx mordi e Spodoptenra Littonrafis, respectivamente, a maio

ria dos espermatozoides maduros e espermdtides  completando

seu desenvolvimento. PHILLIPS (1971) fez cbservacgdes simila
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res em diferentes espécies de lepiddpteros. Entretanto, ha
observacdes discordantes como as de SHEN & BERRYMAN (1967) e
CHAUDHURY & RAUN (1966) que afirmam ter encontrado todos os
estagios da espermatogénese no testiculo de mariposas jovens,
das espécies Rhyacdionda buoliana e O0strninia nubilalis, res-
pectivamente, apesar de a maioria dos cistos ser constituida

de feixes de espermatozdides maduros.

Em relac¢do ao numerc de cistos eupirenes e apire-

nes, ZYLEBERBERG (19263} verificou que a distribuicdo dos mes-

mos, em Piends brassdicae, variava ao longo da primeira sema-
na de vida dos imagos, sendo raros os cistos apirenes nos
trés primeiros dias e que, nos dias subsegllentes, o nlmero de
cistos apirenes aumentava enquanto os de eupirenes diminuia
até que, apds uma semana, a maioria dos cistos era apilirene.
Nossas observacdes em testiculos de imagos, de 1-7 dias, de

Alabama se assemelham as daquela autora.

Quanto ao tamanhe dos cistos, os eupirenes, em ge-—
ral, sac maiores em extensdo e didmetro que os apirenes, co-
mo ja foi obéervado em Piendis por ZYLBERBERG (1963). Porén,
encontramos em testiculos de imagos de Afabama com aproxima-—
damente 1 semana de idade, cistos atipicos muito maiores, em
didmetro, que os tipicos, enquanto que a autora anteriormen-—
te citada afirma que os cistos atipicos de Plends sio sempre
menores que os_tIpicos. NOs presumimes que os cistos apire-
nes volumosos (com cerca de 500-750 espermatozdides) de Ala-

bama sejam resultantes da fusi3o de 2 a 3 cistos, o que pode-
ria explicar nao sO a existéncia desses grandes cistos, mas
também o fato de termos encontrado somente nesses cistos re-

gioes flagelares de espermatozdides em diferentes alturas. A
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pesar de considerarmos plausivel essa hipdtese, & preciso a
ventar a idéia de que esses nimeros maiores de espermatozdi
des apirenes poderiam resultar de um nlmero de mitoses sin
cronicas goniails superior a 6, que & o nimero mais freqllente
em Lepidoptera.

O numenro de espermatozdides apirenes e eupirenes ,
por cisto, mais freqlientemente registrado foi 256 (6 mitoses
sincronicas seguidas pela divisidc meidtica), que & o nime

ro tipico de espermatozdides por feixe em Lepidoptera (VIRKKI,

1969, 1973; PHILLIPS, 1970a, 1971, 1974). Contudo, VIRKKI
(1973) afirma que ntmeros superiores a 512 espermatozoides
por feixe nac sao encontrados em insetos holometdbolos, com
o qual discordamos no que se refere particularmente aos es
permatozdides apirenes de Alabama, uma vez que observamos de
terminados cistos atipicos com 523 a 732 egpermatozdides
por feixe.

De acordo com a literatura revisada, o af.inhamento
paralefo dos espermatozdides eupirenes e apirenes nos cistos
de Afabama e o fato dé gque em cada cisto observam-se todos
os espermatozdides no mesmo nivel de maturagdo devem-se ds di
visdes goniais sincrdnicas. O empacotamento muito regular,
num padrao de c¢rganizacao hexagonal, dos espermatoééid@s eu
pirenes de Afabama, ao nivel de porgdes anteriores e medianas
de flagelos, ja havia sido observado em cistos eupirenes de
outros lepiddpteros (PHILLIPS, 1971) e em cistos normais de

Drosophifa melanogaster (TOKUYASU, PEACOCK & HARDY, 1972).

NOs presumimos que tal conformagao geométrica, inclusive ob
servada no proprio limen do cisto, seja conseqlidncia das re
lagOes estruturais entre os flagelos dos espermatozdides eu

pirenes e as células cisticas adjacentes. Estas células, ao



nivel de regiles mais posteriores dos flagelos, apresentam-
se mais delgadas, deixando praticamente os espermatozdides
livres no lamen do cisto, como foi observado por PHILLIPS
(1970, 1971), VIRKKI (1969, 1973} e CRUZ-LANDIM & FER-
REIRA (1981) e também por nds em cistos eupirenes e apire-

nes de Afabama.

Como ja havia sido verificado em diversas especies
de lepidopteros (OURA, 1966; ZYLBERBERG, 1969; VIRKKI, 1969,

1973; PHILLIPS, 1970b, 1971), em ortéptero (CRUZ ~ LANDIM

& FERREIRA, 1981) e en diptero { TOKUYASU, PEACOCK & HARDY,
1972), encontramos também as cabecgas de espermatozdides eu-
pirenes e apirenes de Afabama envoltas por uma grande célu-
la cistica, em cada tipo de feixe. A presenca de mitocdn-
drias e cisternas do reticulo endoplasmatico no citoplasma
dos pseudopodos da célula cistica que envolvem as cabecas de

espermatides eupirenes quase maduras de Afabama, j& havia si.

do apontada em B. wmoad (YASUZUMI & ODURA, 1964 b, 1965a,b;
OURA, 1966) e em Myogadillus sp. ( CRUZ-LANDIM & FERRETRA,
1981) . Estes Gltimos. autores detectaram também a presenga

de particulas semelhantes a glicog@nio no citoplasma das cé-
lulas cisticas da espécie supra citada. Entretanto, nds so-
mente verificamos a presenca de particulas semelhantes as ro
setas de glicogénio no citoplasma das células foliculares ad
jacentes ds células cisticas, o que nos leva a érer que, pe-

lo menos, tais células exergam funcgdo nutritiva.
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B. Espermatozdides Apirenes
B.1. Porgdes Anteriores

As publicag¢des a respeito da estrutura fina de ex-—
tremidades anteriores de espermatozdides apirenes de outros
lepiddpteros mostram apenas elétron-micrografias de cortes
longitudinais. Grande parte das informa¢6es encontradas por
nos e descritas nos resultados foram cbtidas através da ana-

lise e comparagao de porgdes anteriores de espermatozdides a

tipicos de Afabama, tanto em corte longitudinal gquanto trans

versal.,

Como ja havia sido observado em Bombyx moid (FRIED
LANDER ¢ WAHRMAN, 1971; FRIEDLANDER & GITAY, 1972) e em di
versas outras espécies de lepiddpteros (PHILLIPS, 1971; FRIED
LANDER, 1983), a porcao anterior de espermatozdide apirene
de Alabama, desprovida de nlcleo, consiste numa pequena es-
trutura com forma de um cone truncado elétron-denso em corte
longitudinal, situado numa posigao anterior a outra estrutura semelhan
te a um centriolo., ZILBERBERG (1969) afirmou ter encontrado
1 centriolo, envolto numa estxutﬁra helicoidal{ em segmentos
iniciais de espermatides quase maduras de Pleads brassicae e
os autores anteriorm@nte citados, com excecao de ' PHILLIPS,
também identificaram agquela estrutura como sendo um centrio-
lo. Entretanto, todas as elétron-micrografias mostradas por
esses autores ilustram apenas por¢does apicais de espermato-

zO0ides ou espermatides apirenes em cortes longitudinais, os

quais, sozinhos, ndo favorecem a identificacdo do padrdo orga

nizacional tipico do centriolo.
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NOs comparamos secgoes longitudinais com transver—
sails de extremidades anteriores de espermatozdides apirenes
de Afabama e concluimos que nio existe um centriolC)tipicozgg
quelas regides "cefdlicas". Na realidade, o "centriolo" ob-
servado pelos citados autores é uma estrutura um pouco maior
que um centriolo tipico (tanto em extensio quantoc em diame-
tro), formada por uma coroa dupla de microtibulos

{9 acessorios + 9 duplos periféricons), fole)

mo bem ilustram as figuras 5 e 6. Além disso nenhum dos au-
tores citados anteriormente mencionou, como nds o fizemos pil

ra Alabama, que a extremidade apical da por¢aco anterior & for
mada apenas por nicrotidbulos acessérios que se justapdem in-
timamente, bem como ndo descreveram a diferenciacao morfold—
gica (extensao e estrutura) apresentada pelo capuz elétron-

denso que envolve a coroa de microtiibulos.

Ainda em relagao ao segmento anterior de esperma—
tozoides anucleados, FRIEDLANDER & WAHRMAN {1971), ao anali-
sarem publicagoes de éutros autores, propuseram uma interpre
tagdo alternativa das seccdes transversais de espermatozdi-
des da mariposa Chrambus mostradas por PHILLIPS {(1970a), com a
qual nés concordamos plenamente, em funcao de havermos tam-
bém comparado a figura n® 15, mostrada por PHILLIPS, com as
nossas figuras n? 5 e 6. A referida figura {(n® 15) ilustra
porgoes anteriores de espermatozdides apirenes, mas a inter-
pretacgio original as descreve como porgdes nucleadas de g
permatozoldes, sem mencionar entretanto, o tipo de espermato

z0ide correspondente,
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B.2. Flagelos

A estrutura semelhante a um centriolo, localizada
na porgao anterior de espermatozdides anucleados, se conti-
nua no axonema, o gual apresenta o padrao de organizacdo tu-
bular 9+9+2 (9 microtibulos acessdrios + 9 duplos periféricos
+ 2 centrais) ja identificado em outros lepiddptercs (ANDRE,
1961; YASUZUMI & OURA, 1965b) e Trichoptera - ordem irma de
Lepidoptera (BACCETTI, DALLAI & ROSATI, 1970), que é tipico
para a mailoria das espécies de insetos ja analisadas (KAYE,
1964; KESSEL, 1967; PEROTTY, 1969; BAIRATI & PEROTIT, 1970;
PHILLIPS, 1970a, b; WARNER, 1971, 1982; BACCETTI, 1972);

GAMA et al., 1976; CRUZ--LANDIM, 1979a,b).

Os microtubulos acessorios e centrais da porgéo
principal do axonera de espermatozdides apirenes de Alabama
apresentam, como em outros lepidopteros (PHILLIPS, 1971), cer
ta elétron-densidade, porém nunca igual dquela dos tubulos a

cessérios de espermatozdides eupirenes.

O numero, o tamanho, a forma, a disposicao topogra
fica e a estrutura dos deadivados mitocondrials de Alabama sdo
semelhantes aqueles descritos em outras espécies de Lepiddp-
tera (PHILLIPS, 1971; FRIEDLANDER & GITAY, 1972; RIEMANN &
GASSNER iII, 1973). 0Os 2 derivados mitocondriais de esperma
tozoide atipico de Alabama apresentam Aareas matriciais com or
ganizagao estriada de natureza paracristalina, cuja periodi-
cidade é facilmente observivel em preparados de contrastacio
negativa. Tais regioes de conteldo cristaldide niao sdao ob-

servadas em derivados mitocondriais de espermatozoides nuclea
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dos. Contudo, os derivados mitocondriais de espermatozdides
anucleados de Alabama e de outras espécies de lepidépteros
(FRIEDLRNDER & GITAY, 1972) nao apresentam nenhum padrdo es
pecial na disposigao das cristas, como & verificado em fla
gelos de espermatozdides eupirenes, em cortes longitudinais

e obliquos, bem como em contrastagdc negativa,

A natureza gquimdica do material paracristalino ma
tricial dos derivados mitocondriais de espermatozéides de in
setos € ainda objeto de investigacao e especulacles, BAC
CETTI et af. (1977) verificaram que o material paracrista
lino de derivado mitocondrial de espermatozdide de Nofonec
ta glauca contém 2 polipeptideos principais, muito semne
lhantes entre si, com alta porcentagem de prolina e insoll
veis em SDS (sddio~dodecil-sulfato) devido a pontes de dis
sulfeto (-5-5-), e os designaram de chistafomifinas, concluin
do que tais substancias podem estar largamente distribuidas

em espermatozdides de insetos.

Quanto ds f{uncoes que poderiam ser desempenhadas
por tais inclusoes cristaldides, BACCETTI & AFZELIUS (1976)
compilaram algumas hipdteses: (a) reserva nutritiva para as
atividades metabdlicas dos espermatozéides nos ductos geni
tais do inseto fémea; (b) reserva nutritiva e/ou agente a
tivador para o zigoto; (c¢) enzimas respiratdrias empacota
das no sentido de obtengao do maximo de eficiéncia respira
toria; (d) fungao eldstica, devido ds ligagdes -S-S-—, se
melhante 4 agao das parerginas dos espermatozdides de molus
cos e mamiferos. Considerando que: (1) nos espermatozdides

apirenes localizados na bursa copulatrix de imagos femeas
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de A. argillacea, ndés ndo encontramos nenhuma modificacio a-
parente nos "cores" paracristalinos dos derivados mnitocon-

driais; (2) esse material apresenta~se fortemente elétron-den
5o em espermatozdides apirenes estocados no receptaculum se-
minis; (3) os espermatozdides anucleados ndo participam da
fertilizagéo dos ovulos permanecendo na espermateca das fé-
meas, onde degeneram; nods tendemos a aceitar como mais plau
sivel a hipdtese de que o material paracristalino dos deriva

dos mitcocondriais exerca uma func¢ac efastica, uma vez que ja

foi comprovado em Drosophila melanogaster (PEROTTI,  1973),
que esse material permanece imutavel durante a transferéncia
e estocagem de espermatozdides nos insetos fémeas, e ainda
nao foi confirmada a presenca de enzimas respiratdrias nesse
material (BIGLIARDI et af., 1970 e PEROTTI, 1975 - apud BAC-

CETTI & AFZIELIUS, 1976).

C. Espermatozdides Eupirenes
C.1. Porgao Cefalica

Como ja havia sido observado em outras espécies de
lepidopteros (ANDRE, 19671, YASUZUMI & OURA, 1964 a,b,
1965 a, bj; ZYLBERBERG, 1969, RIEMANN,'1970; PHILLIPS,
1971, 1974; RIEMANN & THORSON, 1971; FRIEDLANDER & GITAY,
1972) a superficie externa da cabeg¢a dos espermatozdides eu-
pirenes intra-testiculares de A. arg.illacea esta completamen

te recoberta por uma manta radial de apeéendices Laciniados os

quais, de tao préximos uns dos outros na porcac anterior do

nucleo, assemalham—-se a uma série concéntrica de anéis, 0
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termo laciniado foi criado por ANDRE (1961) ao descrever os
apéndices radiais estriados do lepiddptero Macroglosssum stel
Latarum. O numerc, a forma e o tamanhe de tais apdéndices va
riam entre as diferentes espécies de Lepidoptera e também com
o nivel da secc¢do, tanto na altura da cabega quanto da cauda
dos espermatozoides eupirenes (PHILLIPS, 1971, 1974), mas ha
certa semelhanca estrutural entre os apéndices laciniados dos
espermatozoides tipicos intratesticulares em todas as espa—

cies de borboletas e mariposas (PHILLIPS, 1971). Sua esthda

¢a¢ regular caracteristica apresenta pequena variacio de pe-
riodicidade (de 90 a 125 %) entre os espermatozoides tipicos
de diversas espécies de Lepidoptera ja examinadas (YASUZUMI
& GURA, 1965 a e b; RIEMANN, 1970; RIEMANN & THORSON, 1971;
PHILLIPS, 1971, 1974} e a periodicidade que constatamos em Alaba
ma, tanto ao nivel de niicleo quanto de cauda dos espermatozdi
des, foli de aproximadamente 100 R, como também foi verifica-
do por RIEMANN (1970) em apéndices laciniados de Tadichoplusia
ni, outro noctuideo, é por YASUZUMI & OURA (1965a e b) en

Bombyx mond.

Quanto a ordLgem dos apeéndices laciniados, FRIEDLANDER
(1976) analisando principalmente regides nucleares de esper—
matides eupirenes da mariposa Ephestdia cautella, em processo
de elongagao, concluiu que os referidos apéndices evoluem a
partir de uma coroa de microttbulos intracelulares transitd-
rios (origem intra-celular) e explicou que agueles apéndices
aparecem na superficie externa de espermatozdides maduros por
que a membrana plasmitica original da espermatide em matura-

¢ado se desorganiza, sende substituida por outra definitivade
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rivada das cisternas do reticulo endoplasmidtico 1liso {REL) .
Essa proposicdo se opbe aquela apresentada por YASUZUMI & OU
RA (1365a , b) que explicaram a origem extra-celular dos a-
péndices laciniados em espermatides eupirenes de B. mori. Pa
ra os ultimos autores, os referidos apéndices séo derivados
de uma estrutura denominada "banda clara", a qual se locali-
za junto & superficie externa da membrana plasmatica que en-

volve as cabegas das espermatides em processo de alongamento,

Entretanto, YASUZUMI & OURA ndo ilustram de modo necessirio e

suficiente sua hipotese a respeito dos "derivados de banda
clara". Para nds, a origem dos apéndices laciniados conti-
nuauma questio em aberto, pois nao estd suficientemente es-
clarecida, apesar de considerarmos a hipdtese da origem in-
tra-celular como bastante convincente, apesar de néo ter si-
do ilustrada com elétron-micrografias que mostrassem estagios
intermediarios de transformacao de coroa de microtﬁbulOS'mﬁg

sitdrios em apéndices laciniados,

A funcac desses apéndices continua totalmente deg-
conhecida e somente YASUZUMI & OURA (1965 a , b) sugeriram
que a manta radial poderia facilitar a atividade dos espermato-
zO0ides eupirenes por estar presente ao longo de todo o com
primento dos espermatozéides, mas nao indicaram o modo pelo
qual os "derivados de banda clara" (segundo os proprios auto

res) exerceriam tal facilitacio.
- Além dos apéndices laciniados, ao nivel da cabecga
de espermatozéides eupirenes de Afabama, observa-se a presen

¢a de outro apeéndice, o reticular, numa posigdo mais perifé-

rica que os anteriores e sem contato com a membrana plasmati
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ca. Tal estrutura de origem extracelular (YASUZUMI & OURA,
1965b; FRIEDLANDER, 1976) ja havia sido observada, tanto ao
nivel de cabegas gquanto de flagelos, em'espermatozéides tipi
cos de outras espécies de lepiddopteros (ANDRE, 1961; YASUZU-
MI & GURA, 1965b; RIEMANN, 1970; RIEMANN & THORSON, 1971;
PHILLIPS, 1971; FRIEDLANDER & GITAY, 1972). As mudancas de
forma, posic¢ao e tamanho do apéndice reticular observadas ao
longo da cabec¢a de espermatozdides eupirenes de Afabama nao
foram descritas em outras espécies de Lepidoptera, com exce-
¢ao daquelas observadas por RIEMANN (1970) em Trichoplusia nd,
na posicao e forma do "corpo satélite" (designagdo usada pa-
ra este apéndice pelo referido autor) na porgido anterior ao
nicleo de espermatozbides eupirenes e por PHILLIPS (1971) que
apontou a variagao do didmetro do apéndice reticular apenas

ao nivel de flagelo.

0 apéndice reticular Impar & morfologicamente mui-
to diferente dos laciniados (PHILLIPS, 1971, 1974), parecen-
do ser constituido pof uma série de filamentos ou lamelas mui
to finas, elétron-densas (RIEMANN, 1970; RIEMANN & THORSON,
3971) que também foram observados em cortes Longditudinais de
apéndices reticulares em espermatozdides eupirenes de Afaba-
ma. Em outros lepiddpteros as descrigﬁes morfologicas do a-
péndice reticular em corte transversal, sio bastante varid-
veis, como a de PHILLIPS (1971) ({(estrutura em "favo-de-mel")
e as de YASUZUMI & OURA (19%5b) e FPRIEDLANDER & GITAY { 1972)

que descreveram o apéndice reticular de B. mord como agrega-—

do de pequenas vesiculas ou esférulas elétron-densas, respec

tivamente.

Quanto a oidlgem do apéndice reticular, somente YA-
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SUZUMI & OURA (1965a,b) levantaram a hipdtese de o mesmo
ser também "derivado de banda clara" como os laciniados. As
evidéncias apenas sugerem que o referido apéndice & de ori
gem extra-celular com a qual concorda FRIEDLANDER (1976). A fun
¢do do apéndice reticular continua obscura, apesar de os au
tores anteriormente citados presumirem que essa estrutura pos
sa representar uwm aparato para pinocitose ou exocitose, con
siderando a estrutura fina observada por eles em B.moadi. Tal
hipdtese nao fol ainda confirmada e nds a consideramos impro
vavel, uma vez gue a estrutura do apéndice reticular, de na

tureza extra-celular, obserxrvada por ndés em inUmeras elétron-

micrografias, nao apresenta nenhuma similaridade com as ja
conhecidas vesiculas de endo e exocitose de natureza membra
nosa. Quanto & nafuxreza gquimica do apéndice reticular, nds

presumimos que este seja composto de glicoproteinas e/ou mu
copolissacarideos acidos (glicosaminaglicanas), em fungido de
havermos verificado maior contraste no referido apendice
gquando tratamos espermatozdides intratesticulares com verme
lho de ruténio (ANDERSON, 1968; ANDERSON & PERSONNE, 1973;

LUFT, 1971 a,b).

A membrana plasmatica que envolve as cabegas de es
permatozdides nucleados de Afabama. apresenta-se, ds vezes,
bem separada do envelope nuclear como também foi observado
por RIEMANN (1970) em outro noctuideo. O referido autor, in
clusive, afirmou que o plasmalema dos espermatozdides eupire
nes da espécie examinada aparece como uma membrana unitiria
simples. RIEMANN & GASSNER III (1973) também afirmaram que,
ao examinarem ¢ plasmalema de 5 diferentes espécies de Le
pidoptera (entre as quais 3 noctuideos), nunca encontraranm u
ma membrana unitdria tipica. Ja BACCETTI & AFZELIUS  (1976)

contestaram tais assertivas ao dizerem que os espermatozoi

des maduros de insetos saoc circundados por membrana trilami

nar tipica assimétrica, cuja presenca nés constatamos em es

permatozdides nucleados de Afabama, particularmente ao nivel
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das caudas, apesar de nao havermos verificado sua provavel as

simetria,.

Em espermatozdides eupirenes de Afabama, nds  nao
observamos a presenga de acrosoma Igualmente, FRIEDLANDER
& WAHRMAN (1971) e FRIEDLANDER & GITAY (1972), ao analisa-
rem as cabegas de espermatozdides nucleados de B, mord, bem
como FRIEDLANDER & MIESEL (1977) em Ephestia cautelfla, nao
descreveram a existéncia de acrosoma. Contudo, PHILLIPS (1971)

descreveu brevemente a presenca, forma, posicdo e morfologia

de um pequeno acrosoma nas cabegas de espermatozdides eupire
nes de todas as 18 espécies de Lepidoptera examinadas por e-
le, porém o referido autor niaoc publicou nenhuma elétron ~ mi-
crografia, nem elaborou nenhum esquema que‘pudessem ilustrar
e corroborar suas assertivas. RIEMANN (1970) também descre-
veu a presenca de acrosoma junto ao nucleo de espermatozdides
eupirenes de Tadlchoplusdia ni afirmando porém que "detalhes
da estrutura do acrosoma nao tém sido explorados” em Lepidop
tera. O referido autor, para ilustrar © acrosoma, mostra u-—
ma figura muito semelhante d esfaufura tubufar achatada e ad
jacente ao nucleo que foi detectada em cabegas de espermati-
des e espermatozdides de Afabama e de outros lepidbpteros (YA
SUZUMI & OURA, 1964a , b, 1965a -, b; ZYLBERBERG, 1969; FRIED
LANDER & WAHRMAN, 1971; FRIEDLANDER & GITAY, 1972). Ape-
nas YASUZUMI & OURA (1964b) sugerem que a referida estrutura
tubular (restrita as cabegas dos espermatozdides eupirenes )
seja um sistema destinado a conduzir material nutritivo das

células adjacentes para as espermatides em desenvolvimento,

mas esta idéia nao foi ainda confirmada e poderiamos questio
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na-la em fung@o da persisténcia da estrutura tubular nos es-

permatozdides eupirenes maduros.

As caracteristicas morfoldgicas (forma, posicio, es
trutura, extensao, elétron-densidade) do nicfec de espermato
zOides eupirenes de Afabama sio semelhantes aquelas ja des-
critas para outros lepiddpteros (RIEMANN, 1970; PHILLIPS,
1971; TRIEDLENDER & WAHRMAN, 1971; FPRIEDLANDER & GITAY,
1972; FRIEDLANDER & MIESEL, 1977). Numa posicdo adjacente

ao nucleo e posterior a vesicula tubular, na base da cabecga

de espermatozdides eupirenes de Alabama, observamos a presen
¢a de uma estrutura semelhante a um coipusdculo basal que se
continua no axonema. Porém, nao pudemos detectar devido A
sua grande densidade, se tal corpisculo cilindrico apresenta
uma organizag¢ao centriolar tipica. Entretanto, PHIILIPS 1970a)
afirmou que espermatozdides maduros de insetos {Coleoptera,

Epheroptera, Diptera, Trichoptera, Homoptera, Hemiptera e Le
pidoptera) nao possuem nenhum 'centrioclo, ja que os centrio-
los desaparecem durante a espermiog@nese. Mas, o préprio

PHILLIPS (1966) ja havia descrito a existéncia de 1 centrio-—
lo em espermatozdides maduros de Sciara coprophifa {(Diptera).
Em adendo, BACCETTI & AFZELIUS (1976) afirmam ser importante
notar a auséncia de 1 centriolo distal classico em espermato
zoides de insetos. Em contraposicdo, FRIEDLANDER & WAHRMAN
(1971) e FRIEDLANDER & GITAY (1972) afirmam ter constatado a
presenca de 1 centriolo verdadeiro em espermiatides e esperma

tozdides intra e extra-testiculares, respectivamente, de B.
mori. Os primeiros autores contestam a afirmacdc de BRELAND,

BARKER & EDDLEMAN (1967) e BRELAND et af. (1968) que afirma-
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ram ter encontrado 2 centriolos em espermatozdides de varias
espécies de insetos. FRIEDLANDER & WAHRMAN (1971) afirmam,
inclusive, ser muito dificil aceitar a idéia de PHILLIPS(1970a)
sobre a auséncia de centriolo em todos os espermatozdides ma
duros de insetos, porque esses autores observaram centrio-
los em espermatozdides maduros de diferentes especies de Le-
pidoptera, Neuroptera, Orthoptera e Mantodea. Emn adendo, a-
firmaram haver dificuldade no reconhecimento do centriolo

quando sua organizacgao tipica se torna obscura durante a es

permiogénese, o que poderia ser o caso em espermatozdides eu

pirenes de Alabama.
C.2. TFlagelo

Ao longo da superficie flagelar de espermatozdides
eupirenes de Lepidoptera, incluindo Afabama, nota-se também
a presenca de apendices Laciniados, porém estes diminuem gra
dualmente de numero, forma e tamanho, modificando iguglmente
sua posigao em relagép ao axonema ¢ derivado mitccondrial maior
ao longo do flagelo (RIEMANN, 1970; PHILLIPS, 1971). Ja
FRIEDLANDER & GITAY (1972) afirmaram que os apéndices laci-
niados de espermatozdides nucleados de B. moad néoswadispéem
ao redor do axonema, o gue nao confirmamos em Alabama, pois,
em niveis mais énteriores do flagelos,os apéndices lacinia-
dos se dispdem ao redor de toda a periferia flagelar. Ao con
trario de ANDRE (1961), nds verificamos a presenga de apendi
ces laciniados em grande parte da extensdo flagelar, apesar
de bastante reduzidos em nimero e tamanho em regiéesmaispog

teriores da cauda. 1Inclusive, nd3o encontramos na literatura

TUMICAMP
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consultada os detalhes morfoldgices (descritos por nés) rela
tivos a varios aspectos (nimero, forma, extensio, posigio)
dos apéndices laciniados ao longo do flagelo de espermatozdi

des eupirenes.

A posicao do apéendice reticular é constante enm rela
cao ao axonema (ANDRE, 1961; PHILLIPS, 1971, 1974; FRIEDLANDER
& GITAY, 1972} e, em Afabama, a sua posicao tipica &€ sempre
junto a dupla de microtibulos periféricos n? 1 (notacio de

AFZELIUS, 1959), como também foi apontado em Machoglossum (AN

DRE, 1961). Como PHILLIPS (1971), nds também observamos a
gradual diminuicao dé diametro do apéndice reticular ao lon-
go do flagelo. Particularmente em por¢oes medianas de flage
los de espermatozoides eupirenes de Alabama, verificamos a
presenca de septos ligando o apendice reticular & membrana
plasmatica. Tais pontes ja haviam sido descritas em outros
Lepidoptera (YASUZUMI & OURA, 1965b; RIEMANN, 1970; RIEMANN

& THORSON, 1971).

O axonema flagelar de espermatozdides tipicos de
Alabama apresenta o tipico padrio de organizacao 9+9+2,;ﬁiag
teriormente discutido, muito semelhante estruturalmente aos
filamentos axiais de outros Lepidoptera (ANDRE,- 1961, 1962;
ZYLBERBERG, 1969; RIEMANN, 1970; PHILLIPS, 1971, 1974; RIE
MANN & GASSNER ITII, 1973}, nos quais os 2 microtlibulos cen--
trais e 08 9 acessbrios a>resentam limenes elétron-densos. Porém,
os tibulos acessorios (maior @) sdo preenchidos por conteddo
fortemente elétron-denso, que aumenta mais de contraste quan

do tratados com vermelho de ruténio, evidenciando a provavel

presenca de glicowroteinas e/ou glicosaminaglicanas {ANDER

SonN, 1968; LUFT, 1971 b). A funcac dos microtibulos



86

acessorios ndo estd ainda esclarecida. Apesar de certos auto
res (ANDERSON & PERSONNE, 1973} suporem que sejam elerentos mo
tores adicionais, BACCETTI & AFZELIUS (1976) duvidam de tal su
posigao pois os tubulas acessdOrios nao sao contrateis. Em
fungdo de havermos verificado que, ao nivel da espermateca da
fémea de Alabama, os microtibulos acessdrios se apresentan to
talmente elétron-transparentes, nds sugerimos que seu contei-
do ~mucopolissacaridico - tenha sido utilizado como reserva nutri

tiva para o transporte dos espermatozoides eupirenes da bursa

copulatrix até a espermateca. Nas porcoes texminals dos fla-
gelos, ha diferengas quanto a segfiéncia de desorganizacao dos

microtibulos entre as diversas espécies de lepiddpteros (AN-

DRE, 1961, 1962; ZYLBERBERG, 1969; BACCETTI & AFZELIUS, 1976).

A existéncia de 2 dendvades mdtocondrndiais, de tama—
nhos diferentes, que correm paralelamente ao axonema, em €S-
permatozoides tipicos de Afabama, ja havia sido descrita para
outros lepidopteros, inclusive noctuideos (ANDRE, 1961; ZYL—
BERBERG, 1969; RIEMANN, 1970; PHILLIPS, 1971, 1974; RIEMANN
& GASSNER III, 1973). De acordo com a classificagéo proposta
por ANDRE (1962), podemos incluir os derivados mitocondriais
de flagelos de espermatozdides tipicos de Afabama no grupo 3,
pois sua arquitetura original & completamente modificada {ver
dadeira "metamorfose"), resultando na estrutura periddica de
sua camada cortical. A organizacdo regular e tipica dessa ca
mada dos derivados mitocondriais de espermatozdides eupire-—

nes de Alfabama, evidenciada em cortes longitudinais e obliquos
¢ por contrastagao negativa, se assemelha aquela descrita pa-

ra derivados de outros lepiddopteros (ANDRE, 1962; ZILBERBERG,

1969; RIEMANN, 1970; PHILLIPS, 1971; RIEMANN & GASSNER III,
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1973). Entretanto, na camada medufan nac observamos a mesma
organizac¢ao lamelar descrita por ANDRE (1962) nos derivados
mitocondriais de Plends e Macroglossum, pois o conteddo medu
lar observado em derivado de Afabama apresenta-se aparente-
mente amorfo, tanto em corte transversal quanto longitudinal,

semelhante ao que foi descrito por PHILLIPS (1971).

III. Espermatozdides FBupirenes e Apirenes Extra-testiculares

ao nivel do trato genital masculino de A. axrg.illacea.

Existe um nimero muito reduzido de publicagoes a res
peito de modificagbes apresentadas pelos espermatozdides eu-
pirenes e apirenes ao nivel de determinados Orgaos do trato
genital masculino e feminino de lepiddpteros (PHILLIPS, 1970a,
1971; RIEMANN, 1970; RIEMANN & THORSON, 1971; FRIEDLANDER
& GITAY, 1972; RIEMANN & GASSNER III, 1973). As descrigdes
mais detalhadas a respeito de espermatozoides extra-testicu-
lares no trato genitai masculino e feminino de Lepidoptera fo
ram elaboradas por RIEMANN {1970) e RIEMANN & THORSON (19713},
respectivamente, em Talchoplusia nd (Noctuidae) e Anagasta
kilhniella (Pyralididae), e por RIEMANN & GASSNER TIT (1973) em
espermateca de 5 espécies de mariposas praga de plantagées,
entre as quais 3 noctuldeos {(Helliothis zea, H. virescens e

Spedoptera frugiperda).

Comparando nossas observacgoes em Afabama com as dos

auntores acima citados, encontramos similaridades e desseme-

lhangas que passaremos a discutir.
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A. Espermatozdides Fupirenes

Como ja havia sido observado em espermatozdides eu
pirenes extra-testiculares de Bombyx moai{ (FRIEDLANDER & GI-
TAY, 1972), Tﬁ.&:chopﬂuéia ni (RIEMANN, 1970; HOLT & NORTH,
1970}, Anagasta kithnielfa (RIEMANN & THORSON, 1971) e de va-
rias outras espécies de lepiddpteros analisados por PHILLIPS
(1971), os espermatozdides eupirenes de A, arglllacea também

permanecem organizados em feixes ordenados ao longo de todo
o trato genital masculino de imagos até serem transferidos a

bursa copulatrix.

Em relagac ao material denso filamentoso ou aparen
temente amorfo gque envolve totalmente as cabecas e rarcial-
mente os flagelos de espermatozdides eupirenes localizadosna
vesicula seminal e no duplex de Alabama, hd certa semelhanga
morfoldgica com ¢ material elétron-denso descrito em feixes
eupirenes de Tadchoplusia ni (RIEMANN, 1970) e A. lRilhniella
(RIEMANN & THORSON, 1971), localizados na wvesicula seminal e
também no duplex. Esses autores, inclusive, suqereh que pe-—
la aparéncia dos filamentos espessos, estes poderiam ser de-
rivados das membranas das células cisticas gue se desagreca-
ram ao nivel do testiculo, mas afirmam também que a real ori
gem de tal materia intercelular nao foi ainda determinada.
NOs presumimos, baseados igualmente no aspecto de tal mate-
rial elétron-denso, que este poderia ter se originado a par-
tir do prdéprio material secretado pela vesicula seminal e pe

lo duplex, inclusive, em fungao da presenca de fregllentes gra

nulos de secrecao ao redor dos feixes eupirenes e entre os es

permatozoides apirenes. PHILLIPS (1971) apenas se refere a
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um "material extra-celular amorfo" localizado entre as célu-
las dos feixes eupirenes, ao nivel do vas deferens de lepi-
dopteros analisados, sem contudo se reportar a detalhes mor-—
foldgicos mais especificos ou i possivel origem do mesmo.

FRIEDLANDER & GITAY (1972) e PHILLIPS (1970a)nem sequer men-—
cionam a existéncia de qualquer tipo de material extra-celu-—
lar que mantenha os espermatozdides eupirenes extra-testicu-
lares agregados em feixes. Em relagao ao significado funcio
nal da reorganizagdo e manutencao dos feixes eupirenesatécﬁg

pois de sua transferéncia para a bursa copulatrix das fémeas,

RIEMANN (1970) afirma que pode estar relacionado com o papel
dos espermatozdoides apirenes, pois supde que deva existir "al
gum tipo de interagao entre os 2 tipos de espermatozdides" e
gque isto pederia explicar a manutenciao em feixes dos esperma

tozoides eupirenes.

Como todas as espécies de Lepidoptera ja analisadas
(PEILLIPS, 1970a,1971; RIEMANN, 1970; RIEMANN & THORS0ON,
1971; FRIEDLANDER & CITAY, 1972; FRIEDLANDER, 1983) os es-
permatozoides eupirenes extra-testiculares de Alabama axrgil-
Lacea também nao mais apresentam a tipica coroa radial de a-
péndices laciniados que cobriam sua superficie celular ao ni
vel do testicule. Ao invés dessa cobertura de apéndices ra-
diais, os espermatozéides tipicos sdo agora circundados por
um materdal eletron-denso (PHILLIPS, 1971) ou mathiz eﬁéikaﬁ
densa (FRIEDLANDER & GITAY, 1972) que adere a superficie ce-
lular e que é totalmente coberto por um novo envelfordio ci-

lindrico (PHILLIPS, 1970Ca, 1971; FRIEDLANDER & GITAY, 1972},

0s guails correspondem, respectivamente, as bainhas interna e

externa descritas por RIEMANN (1970} e RIEMANN & TIHORSON (1971).
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Existe certa similaridade morfoldgica entre a capa
envoltoria de estrutura estriada e anelar de espermatozdides
eupirenes extra-~testiculares de Afabama e a bainha externa de
aspecto estriado de espermatozdides tipicos de Anagasfa (RIE
MANN & THORSON, 1971), localizados ao nivel da wvesicula semi
nal e do ducto ejaculador duplo. Contudo, nenhum dos auto-
res ja citados fez qualquer referéncia a diferenciacio morfo
logica da matriz elétron-densa (bainha interna) dos esperma-

tozoides nucleados analisados em diferentes espécies de Lepi

doptera, como agquela que foi descrita por nos em Alabama, ao

nivel da vesicula seminal, do duplex e do simplex.

Quanto a oadigem dessa complexa bainha  envoltodria
que recobrz todos os espermatozoides eupirenes extra-testi-
culares de Lepidoptera, ha alguma controvérsia a respeito.
PHILLIPS (1971) sugere gue os apéndices laciniados presentes
na superficie de espermatozdides tipicos intra-~testiculares,
se desagregam na entrada do vas deferens e, entao, se reagre
gam para formar uma bainha de material elétron-denso ao re-
dor tanto dos espermatozdides eupirenes quanto dos apirenes,
contribuindo, inclusive, para a fcrmagéo do material extra-
celular amorfo que mantém em feixes os espermatozdides eupi-
renes nos vasa deferentia. FRIEDLANDER & GITAY (1972) concor-
dam parcialmente com PHILLIPS, pois também encontraram na ma
triz elétron-densa de espermatozoides tipicos restos de apénw
dices laciniados, porém discordam ao alegarem gque nao en—

contraram nenhuma indica¢do de que as capas envoltorias fos-—
sem derivadas daqueles apendices. Em adendo, RIEMANN (1970)

afirma que ndo se sabe de que modo os apéendices laciniados

que ele chama de "derivados de banda clara" de acordo com a
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denominagao proposta por YASUZUMI & OURA (1964 .a, b , 1965a,
1965b) contribuem realmente para a formagao do novo material
circundante. Entretanto, RIEMANN & THORSON (1971) afirmam
que ja & sabido que os apéndices laciniados "nio sioc conver—
tidos 4n $.4fy na bainha, porque eles se tornanm destacados das
células antes da formacioc da bainha", mas consideram igual-~
mente que seria possivel uma participagdo indireta dos "deri
vados de banda clara" na formacio da bainha envoltoria dos es

permatozoides eupirenes. Das assertivas anteriores, pode-se

inferir que a origem das bainhas envoltdrias permanece  senm
conclusodes definitivas, mas apenas especulativas. No&s pode-
mos presumir, em adendo as colocagdes anteriores, que a for-
mac¢ao das bainhas envoltdrias pode estar relacionada néo SO—
mente a desorganizacdo estrutural dos apdndices laciniados,

como também com o lisado resultante da desagregagao das Célg
las cisticas durante a liberac3o dos espermatozoides do tes-
ticulo, ou, até mesmo, com o material secretado ao nivel dos

ductos genitais masculinos.

Quanto ao possivel papel que as bainhas envoltérias
possam desempenhar, FRIEDLANDER & GITAY (1972) propéem que e
las possam funcionar na protecdo de ambos os tipos de esper-
matozoides durante sua passagem para a espermateca da fémeaﬂ
onde sua funcgao aparentemente termina, uma vez que 0s esper-—
matozoides tipicos abandonam seus envoltdrios antes de deixa
rem o receptaculum seminis. Ja RIEMANN & THORSON (1971) a-
firmam que "a fung@o da bainha envoltéria de espermatozdides
eupirenes em Anagasta & inteiramente especulativa". Conside
ram que o desenvolvimento gradual de uma estrutura altamente

ordenada na bainha de espermatozdides tipicos no espermatofo
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ro da bursa copulatrix de Anagasifa parece indicar um papel me
tabdlico, uma vez que este desenvolviﬁento parece estar rela
cionado com o inicio da motilidade daquele tipo de espermato
z6ides algumas horas apds a desorganizacdo dos feixes. Lem~
bram, contudo, que ainda €& preciso determinar se realmente os
dois fendmenos sao correlatos. Como em Alabama, nio se de-
senvolve na matriz eletron-densa amorfa de espermatozdides eu
pirenes na bursa, uma estruturacao altamente ordenada como a

de Apagasta, nds concordamos com FRIEDLANDER & GITAY (1972)

e supomos que o papel basico da matriz juntamente com 0 en-
voltorio externo esteja realmente relacionado com a protecao
dos espermatozoides eupirenes no seu transito ao longo dos

tratos genitais masculino e feminino.

Em resumo, se compararmos morfologicamente as bai-
nhas envoltorias de espermatozdldes eupirenes extra-testicu-
lares de A. angdiflfacea com as descritas em outras espécies de
lepidopteros, nods podemos afirmar que apesar de haver consi-
deravels diferencas na complexidade organizacional dessas bal
nhas, existe muita similaridade, o que nos leva a afirmar co
mo RIEMANN & THORSON (1971) quando concluilram que'%xformagao
de espermatozoides eupirenes com bainhas complexas ao redor
da membrana plasmatica & provavelmente cardcteristica de Le-

pidoptera”.

A presenga do apéendice reticular - "corpo satélite”
para RIEMANN (1970} e RIEMANN & THORSON (19271) - ainda asso-
ciado a um determinado lccal {placa densa) do envoltorio de
espermatozoides eupirenes, foi detectada em varias espécies
de Lepidoptera (PHILLIPS, 1970a, 1971; RILEMANN, 1970;  RIE-

MANN & THORSON, 1971; FRIEDLANDER & GITAY, 1972) e nds, i-
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gualmente, observamos sua persisténcia nos envoltdrios exter
nos de espermatozdides tipicos extra-testiculares de Afabama,
principalmente ao nivel da vesicula seminal. No duplex e sim
plex, ao nivel dos flagelos, o apéndice reticular_néo era
mais detectado ou sua presenc¢a era apenas vestigial. Tal si
tuagao do apendice reticular nio foil apontada pelos autores
anteriormente citados, os quais também nao registraram gual-

quer observagao relativa a desvios da posicio original do re

ferido apendice, acompanhando uma provavel rotagao de envol-
torio, como aquela que foi detectada em espermatozdides eupi
renes.de Alabama na vesicula seminal. Esse efetivo desviopo
sicionél do apéndice reticular nao nos parece artefato de

técnica, contudo sua razao ainda € desconhecida.

B. Espermatozdides Apirenes

Os espermatozoides apirenes localizados ao nivelda
vesiculé seminal, do duplex e do simplex de Afabama, apresen
tam-se dispersos ao redor dos feixes eupirenes e envoltos por
capas concéntricas, continuas e estruturalmente similares a-
quelas descritas em outras espécies de Lepidoptera (RIEMANN,
1970; HOLT & NORTH, 19270; PHILLIPS, 1971; FRIEDLANDER &
GITAY, 1972). Ha diferencas, contudo, guanto ao nﬁmero<ﬁac§
pas concéntricas que varia de acordo COm.a egnécie, com o nivel
no trato genital masculino e com o nivel de corte dos espermato—

zOoides apirenes (PHILLIPS, 1971).

Em Afabama, nds também observamos, em concordancia
com PHILLIPS, um maior nimero de capas concéntricas emniveis

mais posteriores de flagelos. A capa mais externa do envol-
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tério de espermatozdides atipicos de A. angilflacea ao nivel
do vas defenrens, da vesicula seminal e do duplex, apresenta

uma organizacdo estrutural semelhante aquela mais externa dos
espermatozoides eupirenes, como também 3ja havia sido observa
do em Tadlchoplusia nd (RIEMANN, 1970), na vesicula seminal,
e em Bombyx moadl (FRIEDLANDER & GITAY, 1972), no ducto ejacu

lador.

Apegar de RIEMANN (1970} haver somente detectado s

presenca de numerosas projecdes finas se estendendo para fo-

ra e ao redor da bainha" dos espermatozdides apirenes, ao ni
vel do duplex, nds cobservamos tais projecgdes filamentosas en
espermatozdides apirenes de Afabama, tanto na vesicula semi-
nal quanto no ducto ejaculador duplo. Concordamos com RIE~
MANN (1970) quando afirma que tais "projecgdes nio puderam ser
detectadas ao redor de espermatozdides apirenes apds terem
deixado o duplex e possivelmente representam o resultado de
interac¢oes superficiais entre os espermatozdides e o matevial

secretado clircundante’,

Como PHILLIPS (1970a), RIEMANN (1970) e FRIEDLANDER
& GITAY (1972), nds também nao observamos nenhum material e-—
letron-denso (similar a matriz amorfa dog eupirenes}) extra-
celular localizado abaixo das capas envoltorias (diretamente
em contato com a membrana plasmatica) dos espermatozdides a-
pirenes.

Em Taichoplusia ni (Noctuidae), RIEMANN {(1970) en-
controu entre os espermatozdides apirenes, ao nivel da vesi-

cula seminal, filamentos espessos como aqueles envolvidos na

reorganizacao dos feixes eupirenes. Contudo, entre os esper.
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matozbides apirenes de Afabama, observados na vesiIcula semi-
nal, nos apenas detectamos a presenca de material filamento-
so fino, de aspecto bem diferente daquele localizado entre
0os espermatozdoides eupirenes, além de intGmeros granulos de se

crecao elétron-densos e de variados tamanhos.

Iv. Espermatozoides Eupirenes e Apirenes no Trato Genital

FPeminino de Alabama argillacea

NOs nao observamos mais a persisténcia de feixes eu
pirenes até depois de os egpermatozdides serem transferidos
a bursa copulatrix do trato genital feminino de Alabama. Con
tudo, em féneas recém-inseminadas de Tadlchoplusia nd (RIEMANN,
1970) , Anagasta kRUhnielfa (RIEMANN & THORSON, 1971) e Bombyx
mord (FRIEDLANDER & GITAY, 1972) foram ainda observados fei-—
xes de espermatozdides eupirenes que se desorganizaram rapi-
damente apds a cdpula. Nossas observagdes em espermatdoforo
contido na bursa copulatrix de femeas inseminadas de A. an-
g4tlacea, conferem com as de PHILLIPS (1971) que também nao
encontrou feixes eupirenes no espermatoforo das 4 egpéciesde
Lepitoptera gue examinou. Contudo, como nao determinamos o
tempo decorrido apds a copula, o gue igualmente nao foi fei-
to por PHILLIPS, provavelmente os feixes eupirenes ja esti-
vessem desorganizados, considerando que os mesmos perdem sua
organizagao logo apds a transferéncia dos espermatozoldes eu
pirenes para as femeas (RIEMANN, 1970; HOLT & NORTH, 1970;

RIEMANN & THORSON, 1971; FRIEDLANDER & GITAY, 1972; RIEMANN

& GASSNER IIX, 1973).

Tanto ao nivel de bursa copulatrix, como de esper-
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mateca de fémeas de lepiddpteros, encontram-se espermatozdi-
des eupirenes e apirenes dispersos entre si e em grupos de ta
manhos variados, como ja foi observado pelos autores  ante-
riormente citados e por PHILLIPS (1970a, 1971). Em Afabama,
nés detectamos grupos mistos de espermatozdides eupirenes e
apirenes, tanto ao nivel de bursa quanto de espermateca, con
tudo os grupos eram menos densos na bursa que no receptaculum
seminis, onde os espermatozdides eupirenes formavam densos a

rupados com esparsas células apirenes intercaladas.
P P

Os espermatozdides apirencs de Alabama observados
na bursa copulatrix, apresentam-se envolltos por capas com es
trutura similar aquela dos apirenes observados nos ductos ge-
nitais masculinos e as capas externas séo igualmente semelhan-
tes a bainha externa que envolve os espermatozoides eupire-
nes. Tal similaridade ja havia sido apontada em espermato-
zO01des apirenes localizados no trato genital feminino de ou-
tras espécies de Lepidoptera (RIEMANN, 1970; PHILLIPS, 1971;
RIEMANN & THORSCN, 1971; FRIEDLANDER & GITAY, 1972; RIEMANN
& CASSNER IIT, 1973). Quanto a ausencia de filamentos ao lon
go das capas externas dos espermatozoides apirenes, isto po-
deria ser consegliéncia da auséncia de granulos de secrocao do
tipo detectado ao nivel da vesicula seminal e do ducto ejacu
lador duplo, indicando uma provavel correlagdo entre tais gra
nulos e os filamentos superficiais. A auséncia de tais fila
mentos ndo nos parece sinal de degeneracao dos espermatozdi-
des apirenes, uma vez que, ao nivel da bursa copulatrix, es-

ses espermatozdides nao apresentam sinais aparentes de alte~

racdes morfoldgicas e tanto espermatozdides eupirenes como a
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pirenes migram da bursa copulatrix d espermateca, como ja
foi apontado em outro noctuideo, Traichoplusia ni (HOLT & NORTH,
1970; RIEMANN, 1970). Além disso, sequndo TRIKI (1941-apud
FRIEDLANDER & GITAY, 1972), os espermatozdides apirenes sao
essenciais ao transporte dos eupirenes da bursa copulatrix a
té o receptaculum seminis. Por conseguinte, €& logico presu-
mir que os espermatozdides apirenes degenerem somente ao ni-
vel da espermateca, uma vez que 0S mesmos néo participam do

processo de fertilizagdo propriamente dito.

Os espermatozdides apiienes, localizados no recep-
taculum seminis de Alabama, apresentam seus envoltdrios bag—
tante dilatades, como ja& havia sido observado em espermato-—
z0ides atipicos na espermateca de outra ma&iposa noctuidea
Thichoplusia ni{ (RIEMANN, 1970). Em relacdo a esse fendomeno,
nds tendemos a concordar com RIEMANN gue presumiu ser essa di
latagao de envoltdrio "um artefato de técnica relacionado &
alta concentragao de material de Secregao na esgpermateca'.
Mas nos presumimos também que, em funcio de modificagdes ob-
servadas na forma e eiétronmdensidade dos derivados mitocon--
driais {volume bastante reduzido com eixo paracristalino
muito denso) e no aspecto pouco nitido do argonema, 05 esper-
matozdides apirenes poderiam estar em processo de degenera-
caoc. Tal idéia & reforgada pelo fato de os espermatozdides
apirenes de outros lepiddpteros, como Taichoplusia ni (HOLT
& NORTH, 1970), aparecerem inativos na espermateca de fémeas

inseminadasg.

Quanto aos espermatozdides eupdrenes detectados na

espermateca de Afabama, notamos semelhancas e diferencas com
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aqueles observados em outras espécies de Lepidoptera. A bai-
nha externa (ou capa cnvoltdria) é muito semelhante aquela
descrita em espermatozdides eupirenes na espernateca de Tad
choplusia ni (RIEMANN, 1970), de Anagasta flthnielfa (RIEMANN
& THORSON, 1971) e de outras 5 espécies de mariposas -~ peste
de plantagoes, incluindo 2 noctuideos (RTIEMANN & GASSNER ITTI,
1973) . PHILLIPS (1971} j& havia encontrado similarida-
de entre a capa externa de espermatozdides eupirenes, encon-
trados no trato genital feminino de 4 espécies de Lepidoptera,
com a bainha envoltoria de espermatozéides de gafanhoto (KES
SEL, 1967; DBACCETTI ef af., 1971). Nog  tambén achamos
certa semelhanga na estrutura e espessura (5 400 &) das ca-
pas envoltorias de espermatozdides de Alolopus strnepens {Or-
thoptera) (RENIERT & TALLURI, 1974) e Locusta mLgratorla md-
gratoriodides {(Orthoptera) (SzZOLLOSI, 1975), em corte transver
sal, com a bainha externa do complexco envoltdrio de espermato
20ldes eupirenes de A. axrgillacea. Contudo, RTEMANN & GASSNER
IIX (1973) afirmam que essa aparente similaridade se restrin
ge as secc¢bes transversais de espermatozoides eupirenes e nods
concordamos com esses avtores, poils em cortes tongitudi
nais de capas de espermatozdides eupirenes localizados na es
permateca de Afabama, encontramos estrutura semelhante agque—
la observada nelos ultimos autores nas 5 espéeies de ma
riposas examinadas. Em todas as bainhas externas de esperma
tozdides eupirenecs de lepiddpteros examinados pelos autores
ja citados e de_Aﬁabama, notou-se a auséncia do apéndice re-
ticular (ja notada ao nivel do duplex de Alabama) e, na re-
gido em que o referido apéndice se situava na capa, a eviden

ciacio de uma placa densa, que parece atuar como uma espécie
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de sutura. Considerando-se a posicéo da placa densa no en-
voltorio externo de espermatozdides eupirenes, na butsa copu
Latrnix, em relacao a posicdo anterior do apéndice reticular
ao nivel do trato genital masculino, RIEMANN (1970) registrou
uma rotacao do envoltdrio de cerca de 120° em Trichoplusia
ni e RIEMANN & THORSON {1971) observaram uma rotagao de ape-
nas 30° em Anagasta, durante a desorganizacgao dos feixes eu-
pirenes. NOs ja haviamos observado um desvio anterior de a-

. o T . .
proximadamente 207 em Alabama ao nivel da vesicula seminal e

detectamos na bursa copulatrix uma maior rotagdo do envoltd
rio de cerca de 70-80°, em relacio a posigao original do a-
péndice reticular em espermatozdides eupirenes intra-testicu
lares. RIEMANN & THORSON (1971) afirmaram gque "o significa-—
do dessa rotacao & desconhecido", apesar de RIEMANN {1970)
ter sugerido que tal rotagao poderia ser um tipo de ativagéoébs

espermatozoides eupirenes ou de interacao com os apirenes.

Na matriz eléetron-densa {bainha interna) de esper-
matozbdides localizados no receptaculum seminis de 5 especies
de Lepidoptera, foi detectada a presenga de um bastao longi-
tudinal mais elétron~denso, proximo a placa densa do envoltd
rio externo (RIEMANN, 1970; RIEMANN & THORSON, 1971; RIEMANN
& GASSNER III, 1973}, Esta formagéo cilindrica diferenciada
nao foi observada na matriz elétron-densa de espermatozdides
eupirenes de Spodoplera (Noctuidae), localizados no receptacu
lum seminis (RIEMANN & GASSNER IIX, 1973), bem como nao foi
detectada em AlLabama. Contudo, ha regiées diferenciadas na
matriz elétron-densa de espermatozoides eupirenes de ambas as

espécies, que poderiam corresponder aos bastoes elétron-den—
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sos da matriz de espermatozdides das outras espécies de le-
pidopteros examinados. Quanto ac significado funcional des
se cilindro axial mais denso no interior da bainha interna,
RIEMANN (1970} supOe que esteja possivelmente envolvido no
metabolismo de materiais qgue entram nos espermatozdides eupi
renes, devido & Intima associagdo dagquele bastiao denso com
a placa densa do envoltdrio externo. Nos achamos que, se a
placa densa funcionasse realmente como uma sutura no envelope

externo de espermatozdides eupirenes, ela atuaria mais como

uma barreira para a entrada de materiais e, nesse caso, a
presenca de um bast3o denso junto a essa regiao serviria co
mo barreira auxiliar. Porém, assim como a sugestao de RIE-

MANN, esta nossa suposicao & meramente especulativa.

RIEMANN & THORSON (1971) encontraram na matriz e-
létron-densa de espermatozdides eupirenes de Anagasta, ao
nivel da espermateca, uma evidente estrutura paracristalina,
que ndo foi detectada no noctuideo Tadchoplusia ni (RIEMANN,
1970), nem em Afabama, outro noctuideo. Quanto ao possivel
papel metabdlico que seria desempenhado por esse material pa

racristalino, € ainda especulative.

RIEMANN & GASSNER IIT (1973) observaram que em 3
espécies de mariposas noctuideas (Heliothis zea, H. vires-
cens e Spodopiena {ﬁugipe&da), bem como em Manduca sexta
(Sphingidae), a membrana plasmatica situada mais internamen
te 3 matriz elétron-densa, freqiientemente apresenta-se cor-

rugada na area prdxima aos derivados mitocondriais. Em Ala

bama, outro noctuideo, nds observamos que a membrana plasma

tica apresenta corrugac¢do ndo somente na regiao proxima ao(s)
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sos da matriz de espermatozdides das outras espécies de le-
pidopteros examinados. Quanto ao significado funcional des
se cilindro axial mals denso no interior da bainha interna,
RIEMANN {1970) supbe que esteja possivelmente envolvido no
metabolismo de materiais que entram nos espermatozdides eupi
renes, devido & Intima associagido daquele bastdo denso com
a placa densa do envoltdrio externo. Nos achamos que, se a
placa densa funcionasse realmente como uma sutura no envelope

externo de espermatozdides eupirenes, ela atuaria mais como

uma barreira para a entrada de materiais e, nesse caso, a
presenga de um bastdao denso junto a essa regido serviria co
mo barreira auxiliar. Porém, assim como a sugestdao de RIE-

MANN, esta nossa suposicdo é meramente especulativa.

RIEMANN & THORSON (1971) encontraram na matriz e-
létron-densa de espermatozdides eupirenes de Anagasta, ao
nivel da espermateca, uma evidente estrutura paracristalina,
que ndo foi detectada no noctuideo Trdichoplusia nd (RIEMANN,
1970), nem em AfLabama, outro noctuideo. Quanto ao possivel
papel ﬁetabélico que seria desenmpenhado por esse material pa

racristalino, & ainda especulative.

RIEMANN & GASSNER ITII (1973) observaram que em 3
espécies de mariposas noctuideas (Heliothdis zea, H. vires-
cens e Spodoptera frugiperda), bem como em Manduca sexta
(sphingidae), a membrana plasmatica situada mais internamen
te A matriz elétron-densa, freqlientemente apresenta-se cor-—

rugada na area proéxima aos derivados mitocondriais. Em Ala

hama, outro noctuideo, nds observamos que a membrana plasma

tica apresenta corrugagdo nao somente na regido proxima ao({s)
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derivado(s) mitocondrial(is), quanto prdxima ao axonema tam-—
bém. Os autores ndo discutem o significado funcional desse

aspecto tao peculiar da membrana plasmatica.

Somente RIEMANN & GASSNER III (1973) mostram, em
secgdes transversais e longitudinais de flagelos de esperma-—
tozdides eupirenes, a existéncia de espacos aparentemente va
ziog nos derivados mitocondriais de algumas das 5 éspéciesdﬂ
mariposas analisadas. Em Afabama, nds também observamos no

derivado mitocondrial maior de espermatozdides eupirenes, a

existéncia de espacos elétron-transparentes no lugar anterior
mente ocupado pelos eixos corticais elétron-densos. Os auto
res,acima citados, interpretaram tais espagos como aparentes
separagoes e canais entre as membranas das cristas nitocon-
driais. Para nds, a existéncia daquele espago aparentemente
vazio no derivado mitocondrial de espermatozdide eupirene ex
tra-testicular de Alabama, pode indicar que o eixo cortical
elétron-denso, que ocupava anteriormente o referido espago,
poderia conter determinadas substancias que seriamutilizadas
pelos espermatozoides no seu deslocamento até o trato geni-
tal feminino, inclusive. Somente analises experimentais es-

pecificas poder@o ou nao confirmar tal suposigao.

Quanto ao axonema dos espermatozoides eupirenes ao
nivel da espermateca, RIEMANN & GASSNER III (1973) afirmam
que "microtiubulos acessdrios e centrais contém material elé-
tron-denso" em espermatozdides das 5 espécies de mariposas
por eles analisadas, incluindo 3 noctuideos. Entretanto, em
Alabama, nds verificamos que os microtibulos acessdrios e cen

trals ndo mais apresentavam-se elétron-densos. Tal fato, as-
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sociado a baixa elétron-densidade da camada cortical dos de-~
rivados mitocondriais e a elétron-transparéncia do eixo cor-
tical, poderia indicar a presenca de substdncias de reserva
disponiveis para o metabolismo celular. Utilizando vermelho
de ruténio (ANDERSON, 1963; LUFT, 1971a)nds verificamos que os mi-
crotibulos acessdrios e centrais do axonema, bem como a cama
da cortical e o eixo elétron-denso do derivado mitocondrial
naior coram-se intensamente, o gue poderia nos indicar a pre

senga de glicoproteinas e/ou glicosaminaglicanas disponiveis

para metabolismo celular. Contudo, nao podemos descartar a
hipétese de que os sinais morfoldgicos anteriormente citados
poderiam indicar também um processo de degeneracdo celular

nos espermatozdoides eupirenes estocados na espermateca, como
ja foi observado em espermatozdides de outras espécies de in

setos (BRELAND, EDDLEMAN & BIESELE, 1968).

Quanto a saida dos espermatozdides eupirenes de seus
envoltdrios, na espermateca, RIEMANN & THORSON (1971), FRIED
LANDER & GITAY (1972) e RIEMANN & GASSNER III (1973) afirma-—-
ram que as capas externas se rompem ao longo das placas den-
sas, liberando assim os espermatozdides. Entretanto, em Ala
bama, ndés observamos que os envoltdrios se rompem ao nivel
das saliéncias proximas ao axonema, as quais ja sio detectadas
em espermatozdides eupirenes ao nivel da bursa e no lado o-
posto das placas densas. Mas, em alguns agrupados de envelo-
pes vazios de espermatozdides eupirenes de Afabama, ainda na
espermateca, nds notamos que as capas externas pareciam tam-

bém rompidas ao nivel das placas densas, bem como a matriz e

létron-densa interna parecia rompida na regido que anterior-
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mente se localizava entre o axonema e a capa externa. Contu
do, tais observacgoes nao sao suficientemente claras em ter-
mos de detalhes, o que nos leva a crer que, pelo menos em A-
Labama, a saida dos espermatozdides ecupirenes de seus envol-
torios ocorre ao nivel das protuberi@ncias proéximas aos axone

mas dos flagelos e nac ao nivel das placas densas.

Concluindo, nos podemos afirmar que todas as com=-
plexas modificagoes ocorridas nos espermatozodides eupirenes

e apirenes de A. argiflfacea, ao longo do trato genital mascu

lino e feminino, deverao estar relacionadas, direta ou indi-
retamente, com o papel desempenhado por aqueles 2 tipos de es
permatozoides, que de algquma forma interagem no sentido de

que ocorra a fertilizacao.
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RESUMO

Imagos machos e femeas de Alabama angillacea foram
dissecados para o estudo da morfologia de seus aparelhos re-
produtores. Os espermatozdides nesses aparelhos foram subne
tidos ao processo de contrastacdao negativa e a diferentes meé

todos de fixacdo para microscopia eletrdnica de transmissio.

Os objetivos basicos de nosso trabalho foram:
a) caracterizar ultra-estruturalmente, ao nivel do testicu- ,

lo, os 2 tipos normais de espermatozdides (eupirenes e apire
nes) ;

b) descrever, ao nivel de Orgados extra-testiculares dos tra
tos genitais de mariposa macho e fémea, a estrutura fina das
modificagdes sofridas pelos espermatozdides tipicos e atipi-

COos.

Ao nivel do testiculo, os espermatozdides eupirenes
(hucleados) e apirenes (anucleados) apresentam-se dispostospa
ralelamente em feixes organizados no interior de cistos sepa
rades e bem distintos entre si. Os espermatocistos possuemn,
em geral, 256 L 1 espermatozdides, porém ha cistos apirenes

com 2 a 3 vezes mais espermatozdides que os eupirenes.

Os espermatozdides apirenes intra-testiculares, me
nores que os eupirenes, sao verdadeiros aparatos flagelares.
Suas porgoes anteriores anucleadas apresentam—-se sob a forma
de um tronco de cone, com um capuz elétron-denso diferencia-
do que envolve 1 a 2 coroas de microtibulos. © flagelo dos
espermatozoides anucleados & constituido por:

a} axonema do tipo 9+9+2, tipico de insetos em geral, commi
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crotibulos acessérios e centrais de conteldo pouco elétron-
denso;

b) 2 pequenos derivados mitocondriais dispostos ao longo da
cauda, de tamanho e estrutura semelhantes (regidoc medular
com area de natureza paracristalina), que terminalizam jun-
tos antes da porg¢ao terminal;

c) membrana plasmatica trilaminar envoltdria.

Cada um dos espermatozoides eupirenes (nucleados)

intra~testiculares & recoberto, total ou parcialmente, por

uma coroa radial de apendices laciniados, desde a cabeca a-
té porgoes mais posteriores da cauda. Ao longo de todo es-—
permatozoide, existe um outro tipo de apéndice, bem diferen
ciado dos anteriores, chamado reticular ou corpo satélite.
A porcao cefalica dos espermatozdides tipicos é composta de:
a) um nucleo longo, delgado e muito elétron-denso;

b} uma estrutura tubular de paredes elétron-densas adjacen
te ao nlcleo: e

c) um corpusculo basal atipico abaixo da vesicula tubular e
adjacente a porcao basal do nlcleo. Nao foi identificada ne
nhuma estrutura acrosdmica. O flagelo de espermatozdides eu
pirenes e formado por um axonema de padrdo organizacional
9+9+2, como o dos apirenes, porém os 2 microtibulos cen-—
trais sao mais elétron-densos que aqueles do axonema de es-
permatozdides atipicos, e os 9 microtibulos acessorios apre
sentam contefido fortemente elétron-denso gque se cora mais in
tensamente com vermelho de ruténio, o que indica a presencga

de glicoproteinas e/ou glicosaminaglicanas. Ao longo do a-

xonema, dispoem~se 2 derivados mitocondriais de tamanhos di
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ferentes com arranjo periddico de "cristas" na camada corti-
cal. O maior se estende por quase todo o flagelo, enquanto
que o menor € encontrado somente em regides mais posteriores
e terminaliza antes do maior. Na porc¢do terminal, sem a pre
senca de derivados mitocondriais, o axonema se desorganiza
completamente. A membrana plasmatica envoltoria possui es-

trutura trilaminar tipica.

Ao serem liberados do testiculo para os ductos ge

nitais, os espermatozoides eupirenes sao mantidos em feixes,

ao redor dos quais se dispOem os apirenes. Os apéndices la-
ciniados nao sao mais detectados ao redor dos espermatozdi —
des tipicos, mas persiste o reticular situado por fora de u-
na complexa bainha envoltdoria. Os espermatozdides apirenes
extra-~testiculares também apresentam bainha envoltdria com nd
mero variado de camadas, recoberta por pequenos filamentos e

mais simples que a dos eupirenes.

Em 6rgacs {bursa copulatrix e espermateca) do tra-
to genital de fémeas inseminadas, os espermatozdides anuclea
dos apresentam estrutﬁra semelhante aquela observada nos duc
tos genitais do macho, mas os nucleados néo mais se dispaem
em feixes e nota-se a total auséncia do apéndice reticularna
regido da placa densa na bainha externa, bem como evidente desvio
de todo envoltdrio em relagdo ao espermatozdide. Os esperma
tozdides apirenes permanecem ao nivel da espermateca, onde de
generam, sem sair de seus envoltdrios. Os eupirenes abando-

nam suas bainhas e saem da espermateca para fertilizar os o6-

vulos. O papel dos espermatozdides apirenes parece estar re
lacionado com o transporte dos eupirenes nos ductos genitais

masculinos e da bursa copulatrix até a espermateca da fémea.
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SUMMARY

Male and female moths of Alabama argillacea  were
dissected out for studying the reproductive systems morphology.
The spermatozoa were negative stained and fixed by different
methods to transmission electron microscopy.

The basic aims of our study were the ultrastructure

description of the two normal morphological types of

spermatozoa - eupyrene and apyrene - in the testes and the
differentiaton of the both types of sperm during the passage
through the male and female ducts.

In the testis, the eupyrene and apyrene spermatozoa
are closely associated and aligned in bundles into distinct

cysts. The spermatocyst have, in general, 256% 1 spermatozoa,

but some apyrene cysts have a double or triple number of
spermn.

The intratesticular atypical spermatozoa are
smaller than the typical ones. Their anucleated anterior
regions seem like truncated cones with a most  anterior

electron dense cap envolving one or two concentric microtubules
rows. The flagellun of anucleated sperm shows an insect
typical axoneme 9+9+2 which central and accessory microtubules
have a slighter electron dense lumen. The two small
mitochondrial derivatives along the tail have similar size
and structure and finish together before the endpiece tail.

A typical unit membrane is observed around the axoneme.
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The eupyrene testicular spermatozoa are surrounded
by a radial mantle of lacinate appendages along almost all
their length. There is another type of appendage that runs
along the nucleated sperm denominated reticular appendage or
satellite body. The head region of the eupyrene sperm has a
long, slender and very electron dense nucleus, a tubular
structure with electron dense wall lying near to the nucleus

and an atypical basal body below the tubular structure and
adjacent to the nucleus basal region. None acrosome structure
was observed. The eupyrene flagellun has an axoneme 94+9+2

like that one from apyrene sperm.The two axoneme central tubules

have more electron dense lumina than the ones of the atypical

sperm and the electron dense cores of the nine accessory
microtubules stain strongly with ruthenium red, probably
indicating the presence of glycoproteinsg and/or

glycosaminoglicans. There are two mitochondrial derivatives
along the axocneme with different sizes and lengths which
show periodic arranged and modified cristae in their cortical
region. One of mitochondrial derivatives is larger and
extends further posteriorly than the other. In the endpiece
tail, without mitochondrial derivatives, the axoneme is
completely disorganized. The plasma membrane has a typical

trilaminar organization.

After releasing from the testis to the genital
ducts, the eupyrene spermatozoa of the same cyst remain
associated in bundles. The apirene sperm are randemly

arranged between the eypirene bundles. The lacinate appendages

are lacking, but the reticular one is still observed along
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a new complex sheath around the nucleated sperm. The
anucleated spermatozca are surrounded by a less elaborated
sheath with different number of concentric rings of material
recovered by small filamentous extensions.

In the bursa copulatrix and receptaculum seminis
of inseminated females, the anucleated spermatozoa are
similar to those ones observed in the male genital tract.
The nucleated sperm are now disassociated and the reticular

appendage ls completely lacking on the dense region in the

outer sheath, which has undergone a rotation from its
previous position in regard to the internal components of
the typical sperm. The atypical spermatozoa remain in the

spermatheca where theydegenerate, without leaving their own
sheaths.The typical ones hatch from their sheaths and
fertilize the eggs. The role of apyrene spermatozoa seems to
be related with the transport of the eupyrene sperm in the
male genital ducts and from compulatory pouch to the female

spermatheca.
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FIGURAS "a" E "b" - Aparelhos Reprodutores de ALabama
arngiflacea Hibner, 1818 (Lepidoptera,

Noctuidae) .

Fig. "a" - Desenho esquematico do aparelho reprodutor de

imago macho de A, angiflacea, no qual desta-

cémwse: o testiculo {t) Unico; os vasos de-
ferentes (vd); as veslculas seminais (vs) ;
as glandulas acessOrias (ga); o ducto ejacu-
lador duplo (ded) e o simples (des); o bulbo

ejaculador (be) e o "a@deagus"'(ae).

Fig. "b" - Desenho esquematico do aparelho reprodutor de
imago féemea de A. angiflacea, no qual desta-

cam-se: os ovarlolos (ov) com o respectivo o

viduto {od); a espermateca ou "receptaculum
seminis" {(rs) com sua glandula anexa {g.rs) ;
as glandulas coleteriais (gc}); a "bursa copu

latrix" ({(bc) com seu respectivo canal (cb); o

ducto seminal (ds) e o vestibulo (v).
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FIGURA 01 - ESPERMATOZOIDES EUPIRENES E APIRENES NO TESTICULO

Fig.

01

Dois cistos com 256 % 1 espermatozoides eupirenes
(eup), rodeados por 5 cistos de espermatozdides a
pirenes {ap}, em corte transversal, ao nivel dos
flagelos, envoltos por cé&lulas clisticas (ci). Dois
espermatozoides apirenes isolados ( T ) Mate-
rial fixado em glutaraldeido 2%, acido ténico 2%,
seguido de tetroxido de Osmioc 1%. Sem pds-contras

tacgao do corte. 8.200x.
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FIGURAS 02 a 04

Fig.

02 a 04

- ESPERMATOZOIDES APIRENES NO TESTICULO

Trés cistos apirenes (ap), em corte transver
sal ao nivel dos flagelos, com diferentes ni
meros de espermatozdides. TFig. 02 -~ Cisto

com 732 X 1. Fig. 03 — Cisto com 254 X 1.

Fig. 04 - Cisto com 523 I 1. nNota-se que,
nos cistos das fig. 02 e 04, ha regiées que
contém somente axonema (ax). Fig. 02 - Mate-—
rial fixado em glutaraldeldo 2%, acido tani~
co 2%, seguido de tetrdoxido de Ssmio 1%. Sem

pos-contrastacdo do corte. Fig. 03 e 04 -Ma

terial fixado em glutaraldeido 2% tetrdoxido
de Osmio 2%, seguido de acido tanico 1%. Fig.

02 - 8.900x; Fig. 03 e 04 ~ 9.400x.
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FIGURAS 05 e 06 — ESPERMATOZOIDES APIRENES NO TESTICULO.
Material fixado em glutaraldeido 2%, te-
troxido de Osmio 2%, seguido de acido ta

nico 1%.

Fig. 05 - SeccOes transversais ao nivel de porgées cefalicas
e de flagelos (f), em suas regides iniciais, de es
permatozdides apirenes (ap) imersos no citoplasma
da célula apical cistica (ci). Observam-se dife-

rentes niveis de corte dos espermatozdoides. 17.000x.

Fig. 06 - Viséo ampliada dos espermatozoides apirenes conti-
dos no retiangulo da fig. 05, com destaque para va-
rios niveis de corte (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7), desde
a regido apical (1) até o inicio do axonema (ax)
(7), no qual observam-se: os 2 microtibulos cen-
trais (mc); as 9 duplas periféricas (dp) de micro-
tébulos e os 9 microtibulos acessorios (ma); rodea
dos pela membrana plasmatica (mp). Notam-se, tam-
bém, camadas externas ( = ) com diferentes elétron

densidades e, as vezes, com aspecto filamentoso (£i)

63.000x.






FIGURAS 07 a 09 — ESPERMATOZOIDES APIRENES NO TESTICULO.
Material fixado em glutaraldeido 2%, tetrd

xido de Osmio 2%, seguido de acido tanico 1%.

Fig. 07 ~ Aspecto geral de feixes de espermatozdides apire-
nes (ap), em secgées longitudinais e obliquas. As
porgées anteriores se encontram imersas nas célu-
las cisticas (ci), em cuja regiéo apical, notam-se

ainda varias mitocondrias (mi). 6.700x.

Fig. 08 e 09 - Destaques ampliados das areas com feixes de'es
permatozoides apirenes inscritos nos reténguw
los da fig. 07. Observam-se: a presenga de
um capuz (ca) na porgao anterior dos esperma-
tozoides, com uma regiao apical elétron~densa
e a presenc¢a de um cilindro periférico (cp) ,
localizado no inicio do axonema (ax). Fig. 08

29.800x; Fig. 09 - 30.500x.






FIGURAS 10 a 12 - ESPERMATIDES E ESPERMATOZOIDES APIRENES NO

TESTICULO.

Material fixado em glutaraldeido 2%, tetrd-

xido de oOsmio 2%, seguido de acido tanico 1%.

Fig. 10 - Espermatozdides apirenes (ap) quase maduros, corta

Fig.

Fig.

12

dos transversalmente ao nivel da porc¢do principale
mediana dos flagelos, destacando-se: o axonema (ax);
0os 2 derivados mitocondriais (dm) com regiées mais
elétron-densas ( # ) de aspecto estriado; e a mem-

brana plasmatica (mp) trilaminar. 92.800x.

Aspecto ampliado de um espermatozdide apirene da fi
gura anterior, com destaque para a estrutura do a-
xonema: os 2 microtibulos centrais (mc) elétron-
transparentes e sua bainha envoltoria (= ); as 9
duplas periféricas de microtibulos (dp) e suas subu
nidades "a" — com bragos de dineina (=)-e "b"; e
os 9 microtibulos acessOrios (ma) elétron-densos.

Nota-se que os 2 derivados mitocondriais (dm), de

tamanhos semelhantes, possuem regioces elétron-den-
sas de natureza periodica (#) e a presenca da mem-

brana plasmatica (mp). 160.000x.

Porgées terminais de flagelos (f) de espermatbzéi~
des apirenes (ap), seccionadas transversalmente em
diferentes niveis (A, B, C, D, E, ¥, G, H, I, J, K
e L), desde a porgao com axonema ainda organizado
(A) até aquela com apenas 7 microtibulos elétron-

transparentes e isolados (L). 92.800x.






FIGURAS 13 a 15 —~ ESPERMATOZOIDES EUPIRENE E APIRENE NO TES-

Fig.

Fig,

TICULO.
Contrastacao Negativa (Fosfotungstato de Po

tassio a 1%).

13 e 14 -~ Axonemas parcialmente desorganizados, desta-

cando-se: microtubulos acessdérios (ma); du-
plas de microtibulos periféricos (dp) com pon
tes (—); elementos da bainha (¥») que en-

volve os microtibulos centrais; e bragosckadi

i "

neina (=) que se projetam das subunidades "a

das duplas periféricas. Eupirene = eup. 54.900x.

15 - Espermatozdide .apirene (ap) com aproximadamente
260 Pm de comprimento. Observam-se: a peguenapor
¢ao anterior (pa); e a regido (éﬁf‘) onde se inici-
am os derivados mitocondriais (dm) que ladeiam o a

xonema (ax) em quase toda sua extensao. 5.100x.
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FIGURAS 16 a 18 - ESPERMATOZOIDES APIRENES NO TESTICULO.
Contrastacao Negativa (Fosfotungstato de

Potassio a 1%).

Fig. 16 - Flagelos de espermatozdides apirenes (a@). No fla
gelo central distinguem-se: o axonema (ax) e osde
rivados mitocondriais (dm) que o ladeiam, em cu-
jas regides internas evidencia-se um eixo de natu

reza paracristalina (#). 74.600x.

Fig. 17 e 18 - Porgoes anteriores (pa) de espermatozdides a
pirenes (ap), nas quais evidenciam-se os mi-

crotibulos (mt) envoltos por uma nembrana

onde ter-—

(mp) , na fig. 17, e a regiao
mina a porc¢ao cefalica do espermatozoide, com
inicio dos derivados mitocondriais (dm), co-

mo mostra a fig. 18. Fig. 17 - 40.000x; Fig.

18 - 51.000x.






FIGURAS 19 a 21 - ESPERMATOZOIDES EUPIRENES NO TESTICULO.

Fig.

19 a 21

Material fixado em glutaraldeido 2%, tetrd

xido de 6smio 2%, seguido de acido tanico 1%.

- Trés cistos (ci) eupirenes (eup), cada umcom

256 L 1 espermatozdides, seccionados transver
salmente ao nivel de flagelos,‘em alturas di-
ferentes. Na fig. 20, os espermatozoides es—
tao dispostos em fileiras regulares numa pecu
liar configuragéo geometrica hexagonal, que
também & observada na periferia do proprio fei
xe. Na fig. 21, evidencia-se: o nucleo (n)
da célula'cistica (ci), com o nucléolo (nu) e
o envelope nuclear (en) bem nitidos; mitocon
drias (mi) e abundantes particulas de glicogé
nio (gl). Fig. 19 - 7.800x; Fig. 20 -~ 11.200x;

Fig. 21 - 7.600x.
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FIGURAS 22 a 24 - ESPERMATOZOIDES EUPIRENES NO TESTICULO.
Material fixado em glutaraldeido 2%, tetrd

xido de oOsmio 2%, seguido de acido tanico 1%.

Fig. 22 e 23 - Cortes transversais, em diferentes niveis, de
regioes cefalicas de espermatozdides eupireres
(eup) , imersos no citoplasma da célula cisti-
ca (ci) apical. Revestindo a membrana plasma
tica (mp) proxima do nicleo (n), observa-se u
mé coroa radial incompleta composta de 13 a
20 apéndices laciniados (al) curtos, recober-
tos parcialmente por um laciniado mais longo
e/ou por um apéndice reticular (ar) mais den-
so. Membrana plasmatica da célula cistica =
mpc. Proximo & regiéo aplanada do nutcleo, ha

uma area elétron-densa (®») de aspecto amorfo.

A linha branca indica o provavel nivel de cor
‘te representado na fig. 24. Mitocdndria = mi.

Fig. 22 - 46.600x; Fig. 23 - 47.600x.

Fig. 24 - Aspecto do corte representado pela linha branca na
fig. 22, Os apéndices laciniados (al) e reticular
(ar) se dispOem, de modo continuo, ao longo da por

cao cefalica do espermatozoide. 44.800x.






Fig. 27 - Corte transversal de porgodoes iniciais de flagelos de

Fig.

28

espermatozoides eupirenes. Nota-se que os esper-
matozdides formam um feixe com orientacao defini-
da, indicada pela posigao do apéndice reticular
{ar). A seta indica um espermatozoide com seu a-
péndice reticular em posigéo diferente dos demais.
Os apéndices laciniados (al), em nimero de 15 a
18, mais longos e individualizados, rodeiam os de
rivados mitocondriaig (dm) e quase completamente

os axonemas {ax). 32.600x.

Ampliacac de um espermatozdide eupirene da fig. 27.
Observa-se: um volumoso e arrendondado apéndice

reticular (ar), localizado na diregéo da dupla pe
riferica n® 1 do axonema; OS apéndiceslaciniados

(al) rodeando quase completamente o flagelo: umpe

queno derivado mitocondrial (dm); e no axonema,
os 2 microtibulos centrais (mc) elétron-densos , 0s
9 microtiibulos acessorios (ma) de contetdo bem e-
létron-denso (setas brancas) e as 9 duplas perifé
ricas (dp), mostrando O nitido padrao 9+9+2 do a-
wonema. A seta preta indica um globulo elétron-

denso associado a base do apéndice reticular.

166.000x.



'FIGURAS 25 a 28 - ESPERMATOZOIDES EUPIRENES NO TESTICULO.

Fig.

Fig.

25 -

260 -

Material fixado em glutaraldeido 2%, tetrd

xido de Osmio 2%, seguido de acido tanico 1%.

Cisto com 256 X 1 espermatozdides eupirenes (eup),
seccionados transversal e obliquamente ao nivel de
porgées cefalicas e regiées iniciais de flagelos.

Nota-se que, apenas, as regiées nucleares e as préxi
mas a elas estao envoltas pelo citoplasma da célu-

la cistica. 7.000x.

Alguns espermatozdides eupirenesg cortados transver
salmente ao nivel de: (1) nicleo (n); (2) e (3)

corplisculo basal (cb); (4) porcao inicial de fla-

gelo, ainda com presenga de nlUcleo; e (5) regiao

'subseqﬂente ao inicio do flagelo. Observa-se uma

coroa de apéndices laciniados (al);rcd&xﬁb comple
tamente o nlcleo (1) e, de modo incompleto, ao re-
dor do corpisculo basal e nucleo (3), do axonema e
nicleo (4) e somente do axonema (ax) (5). Nota-se,
também, a gradual modificagéo de forma, volume e po

sicdo do apéndice reticular (ar). 46.600x.






Fig. 31 - Maior ampliagdo de flagelos da fig. 30. Observa-se
que o apendice reticular (ar) mantém sua posigdo ti
pica (linha branca) em relagdo a dupla periférica
n® 1 do axonema (ax), o qual, por sua vez, & visto
da ponta para a base. Destaque para a posigéo<h3dg
rivado mitocondrial (dm) que mantém um angulo de a-
proximadamente 300, em relagao ao eixo que passa pe
los microtibulos centrais. Nota-se, também, que os
microtubulos acessdrios (ma) apresentam um conteldo
bem elétron-denso (setas brancas). Membrana plasmd

tica (@) nitida. 106.400x.



FIGURAS 29 a 31 - ESPERMATOZOIDES EUPIRENES NO TESTICULO.

Fig.

Fig.

29

30

Material fixado em glutaraldeido 2%, tetro

xido de oOsmio 2%, sequido de acido tanico 1%.

Cisto (ci) de espermatozdides eupirenes (eup), em
corte transversal ao nivel de regides anteriores

das porgbes principais dos flagelos, mostrando um
nimero menor (de 06 a 11) de apendices laciniados
(al), que estdao quase restritos a area dos deriva
dos mitocondriais. O apéndice reticular (ar), e~
létron-denso, mantém seu aspecto globular e sua po
sicdo tipica. Nota-se, no interior do circulo, um
flagelo anormal com 2 axonemas, 2 derivados mito-
condriais e 1 apéndice reticular, rodeado parcial

mente por 8 apéndices laciniados. 16.600x.

Ampliacdo de um grupo de espermatozoides correspon
dentes aos da fig. 29. Os apéndices laciniadosen

ntmero de 7 a 8, estio praticamente restritosape

riferia dos derivados mitocondriais (dm) e nitida
mente acolados & membrana plasmatica (). O apen
dice reticular apresenta pequenas expansoes fila—
mentosas (=) na sua superficie livre. Eventualmen
te, sio observadas pequenas pontes (p) que ligamo
apéndice reticular a membrana plasmdtica que envol

ve o flagelo. 53.200x.






Fig. 34 ~ Cortes longitudinal e tangencial de flagelos de es
permatozoides, mostrando: grupos de glébulos<kaa§
pecto vesiculoso (—) localizados entre os apéndi
ces reticulares, os axonemas e os apéndices laci-
niados mais proximos dos reticulares. Destaque tam
bém para os apéndices laciniados que sedispéem,de
modo continuo, ao longo dos flagelos, acompanhando

os derivados mitocondriais (dm). 28.200x.



FIGURAS 32 a 34 - ESPERMATOZOIDES EUPIRENES NO TESTICULO.

Material fixado em glutaraldeido 2%, tetrd

xido de Osmio 2%, seguido de acido tanico 1%.

Fig. 32 - Feixe de espermatozdides eupirenes (eup), seccio-
nados transversalmente ao nivel da porgéo princi-
pal dos flagelos, numa altura um pouco mais poste
rior a daqueles das fig. 29, 30 e 31. O numero
de apéndices laciniados (al), acolados d membrana
plasmatica (mp), &€ também de 7 a 8. Entre o apég
dicé reticular (ar) e o apéndice laciniado mais
proximo, destaca-se a presenga de pequenos gldbu-
los elétron-densos, de tamanhos variaveis (—s),

evidentes também nas fig. 33 e 34. 0Os derivados
mitocondriais (dm) sao um pouco mais volumosos.

Destaque para um apéndice reticular () em posi

gao oposta aos demais. 43.800x.

Fig. 33 - Vista ampliada de espermatozoides da figura ante-
rior. Destaque para: os apéndices reticular e
laciniados apostos a membrana plasmatica; os glo-
bulos densos (—); os microtibulos acessorios
(ma), do axonema, com seu conteldo fortemente elé

tron-denso (=), 88.600x.






Fig. 37 - Ampliacao maior de espermatozdides eupirenes no mes
mo nivel de corte que os mostrados nas fig. 35 e
36. Destacam-se: o0s apéndices reticular e laci-
niados aderidos a membrana plasmdtica; os deriva-
dos mitocondriais com seu aspecto reniforme pecu-
liar; e no axonema, os microtibulos acessdrios (ma)
com seu conteudo elétron-denso (=) e as fibras den
sas (fd) que os interligam, as duplas periféricas
(dp) de microtubulos e os microtibulos ceéntrais

(me) . 136.400x.



FIGURAS 35 a 37 - ESPERMATOZOIDES EUPIRENES NO TESTICULO.

Material fixado em glutaraldeido 2%, tetro

xido de osmio 2%, seguido de &cido tanico 1%.

Fig. 35 = Feixe de espermatozoides eupirenes (eup), em cor-—
te transversal ao nivel dos flagelos, observados
na direcgao da base para a ponta dos axonemas (ax).
Nota-se que, neste nivel de corte, os apendices
laciniados (al), em numero de 8 a 9, acoladoséimeg
brana plasmatica (mp), recobrem somente a perife-—
ria dos derivados mitocondriais (dm) , agora mais
volumosos que nos cortes anteriores. Apéndice re

ticular (ar) ainda com aspecto arredondado.42.500x.

Fig. 36 - Visao ampliada da fig. 35. Destaque para: a es-

trutura de natureza periodica dos apéndices laci-
niados aderidos d membrana plasmatica; a superfi
cie irregular (=) do apéndice reticular; as pon-~
tes (p) de 1igag§o entre o apéndice reticular e a
membrana plasmatica. No derivado mitocondrial,
observa-se na camada cortical elétron-densa, pro-
ximo ao axonema (ax), um eixo longitudinal ().

88.600x.






Fig. 40 - Visao ampliada do cisto & esquerda, na fig. 38.
Nota-se que, em cada espermatozdide, os apéndices
laciniados estdo bem mais curtos, as vezes pouco
distintos e quase ausentes, e em numero muito va-
riavel. O apéndice reticular arredondado apresen
ta menor volume. Notam-se, agora, dois derivados
mitocondriais (dm1 e dm2) de diferentes tamanhos
e com nitidos limites de separagéo (setas brancas).
O axonema {(ax) & também visto da ponta para a ba-
se. Destaque para a membrana plasmatica (mp) .

46.600x.



FIGURAS 38 a 40 - ESPERMATOZOIDES EUPIRENES NO TESTICULO.

Material fixado em glutaraldeido 2%, tetrd

xido de Osmio 2%, seguido de acido tanico 1%.

Fig. 38 - Aspecto parcial de dois cistos eupirenes (eup),
cujos espermatozdides foram seccionados transver-—
salmente, em diferentes alturas, ao nivel da por-
¢ao principal dos flagelos, num plano mais poste-
rior aos apresentados nas figuras anteriores. Ja
se observa, nos espermatozoides do cisto a esquer
da, um segundo derivado mitocondrial (=). Entre
as duas células cisticas (ci), séo vistas jung§es
celulares do tipo septada (js) e desmosoma (d).

19.300x.

Fig. 39 - Maior ampliagéo, num nivel de corte semelhante ao
cisto a direiﬁa, na fig. 38. Os apéndices lacini
ados (al), em nimero aproximado de 11 em cada es-
permatozoide, séO mais curtos e o reticular (ar)
apresenta ﬁm aspecto menos circular. O derivado
mitocondrial (dm) mantém ainda seu aspecto reni-
forme, com destaque para o eixo cortical mediano
eletron-denso (Q). O axonema (ax) & visto da pon

ta para sua base. 46.600x.
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Secgdao longitudinal de dois espermatozdides eupi-
renes, onde se evidencia a estrutura dos deriva-
dos mitocondriais (dm). A esquerda, num corte mais
profundo, percebe-se que o derivado & constitu
ido por uma camada cortical elétron-densa que en-
volve uma matriz amorfa menos elétron-densa. A di
reita, num corte mais superficial, na camada cor-
tical do derivado, observa-se uma estriagao obli-
qua regular com um periodo de apro%imadamente450
R. As estrias claras, observadas também nas fig.
41 e 42, assemelham-se a cristas mitocondriais.

As estrias escuras correspondem a faixas longas e
estreitas que se disp@em em forma de hélicenaca
mada cortical do derivado mitecondrial. Microti-

bulo acessoOrio do axonema = ma. 53.200x.



FIGURAS 41 a 43 - ESPERMATOZOIDES EUPIRENES NO TESTICULO.

Material fixado em glutaraldeido 2%, tetrd

xido de Osmio 2%, seguido de acido tanico 1%.

Fig. 41 e 42-Cortes obliquos de espermatozdides eupirenes (eup),
ao nivel de flagelos, provavelmente na regiao me-—
diana da porg¢ao principal, onde se destacam os de
rivados mitocondriais (dm) Unicos acolados ao axo
nema (ax). Notam-se cristas modificadas (cm) naca
mada cortical,.projetando~se um pouco em diregéo

a camada medular dos derivados. Observa-se tam—
bém que, em funcdo do ;?mgulo de corte, as cristas
ora se evidenciam na’face proxima aos apéndicéng
ciniados (al), ora na proxima ao axonema (ax). Na
regido do eixo cortical ({)) elétron-denso, néo

ha cristas. Fig. 41 - 45.700x; Fig. 42 - 40.100x.
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FIGURAS 44 a 46 - ESPERMATOZOIDES EUPIRENES NO TESTICULO.

Contrastacgao Negativa (Fosfotungstato de Po

tassio a 1%).

Fig. 44 a 46 - Nos espermatozdides eupirenes (eup), notam-se
distintamente os dois derivados mitocondriais
(dm1 e dm2) com diferentes diametros, estando
0 mals estreito mais proximo do axonema (ax).
Observa-sge, também, a organizacao helicoidal
da camada cortical dos derivados, indicada pe
la estriagao obliqua regular, cujo periodo &
aproximadamente igual a 450 R. ‘As vezes, No-—
ta-se, por £ransparéncia, superposigéo de es-
piras, como mostram as fig. 44 e 45. Ja na
fig. 46, nota-se que dm1 apresenta sua camada
cortical parcialmente desorganizada, evidenci

ando-se sua estrutura em hélice. Microtubulos

do filamento axial = mt. Destaca-se, nas fig.
45 e 46, um cordao elétron-denso longitudinal
(setas) nos derivados micondriais (dm1), cor-
respondendo provavelmente ao eixo cortical e-
létron-denso observado nos cortes transversais.
Fig. 44 - 40.000x; Fig. 45 - 51.000x; Fig.

46 - 25.800x.



o
e
Vs

S

s st

s B

; ) e et i, ST

o

o : ‘
i " SR i pseeinsen




Fig. 50 - Espermatozdides eupirenes (eup), em corte obliquo,
tratados com vermelho de ruténio, nos quais eviden-
ciam-se: os apéndices laciniados (al) e reticular
(ar); o derivado mitocondrial (dm) com destaque
para o eixo cortical elétron-denso (@@ ); o axone-

ma (ax) e a membrana plasmatica (mp). 38.000x.



FIGURAS 47 a 50 - ESPERMATIDES E ESPERMATOZOIDES EUPIRENES

NO TESTICULO.

Fig. 47 e 48 - Espermatides eupirenes (eup), seccionadas trans
versalmente, em dois diferentes estégioscﬂamg
turagdo, observadas em testiculos de imagos
jovens e encontradas prdximas a feixes de es-
permatozoides maduros. Nota-se uma regifo mais
elétron-densa, o  "nuage" (ng), somente no
citoplasma (c) de espermatides mais precoces,
na fig. 47. Nas espermatides da fig. 48, ja
se observa a presenga de corplUsculos elétron—

“densos, os apéndices reticulares (ar), acola-
dos as membranas plasmaticas (mp). Destacam-
se, também, os axonemas (ax), os derivados mi
tocondriais (dm) e mitocondrias (mi) da célu-—
la cistica. Material fixado em glutaraldeido
2%, tetroxido de 6smio 2%, seguido de acido ta

nico 1%. Fig. 47 - 36.400x; Fig. 48 -~ 12.300x.

Fig. 49 - Espermatides eupirenes (eup) tratadas com ver

melho de ruténio, nas quais evidenciam-se, em
corte transversal: no axonema, 0Os microttbulos
acessorios (ma), as fibras radiais

(fr) elétron-densas e os microtlibulos centrais;
os apéndices reticulares (ar) elétron-den
sos, acolados a membrana plasmatica (mp); e
microtibulos (mt) ao redor dos derivados mito-

condriais (dm) no citoplasma (c). 43.400x.



Loy

T e

P
N2 IS

iy




FIGURAS 51 e 52 -~ ESPERMATOZOIDES EUPIRENES E APIRENES NA VE

Fig. 51 -

Fig. 52 —

SICULA SEMINAL (VS).

Material fixado em glutaraldeido 3%, tetrd

xido de Osmio 1% e acetato de uranil 2%.

Feixe de espermatozdides eupirenes (eup), corta-
dos transversalmente ao nivel dos flagelos e en-
voltos por material denso de aspecto filamentoso
(mf) . Proximo ao feixe eupirene, encontram-se dis
persos espermatozdides apirenes (ap) e alguns g:é

nulos elétron-densos (gr) intercalados. 8.200x.

Destaque ampliado de uma regiao do feixe da fig.

51, mostrando detalhes: do material filamentoso
de aspecto globular que envolve o feixe; da estru

tura do flagelo, cortado num nivel anterior da por

cao principal; e das camadas envoltdrias-a matriz
amorfa elétron-densa (égg),e a capa externa (ce).
Presenca de apéndices reticulares (ar), localiza-
dos em depressées (setas brancas) das capas, num
angulo (linha branca) de aproximadamente 20° em
relagao a linha preta que passa pela dupla perifé
rica de microtibulos n? 1. Auséncia de apéndices
laciniados. Derivado mitocondrial (dm) udnico.

54.900x.






FIGURAS 53 a 55 - ESPERMATOZOIDES NA VESTICULA SEMINAL (VS).

Fig.

Fig.

53

Secgdo longitudinal de flagelos de espermatozdoi-
des eupirenes (eup), os quais mostram capas ex-—
ternas (ce), axonema (ax) e estriacgio obliqua dos
derivados mitocondriais (dm), correspondente a
disposicao helicoidal das cristas modificadas
(cm) . Nota-se, também, material elé&tron-denso (md)
entre espermatozdides. Material fixado em gluta
raldeido 2%, tetroxido de Gsmio 2%, seguido de a

cido tanico 1%. 39.000x.

54 e 55 - Aspecto da capa externa (ce) que envolve o

flagelo (f) de um espermatozdide, evidenci-
ando-se sua estriagao regular de periodo i-
gual a aproximadamente 180 . a fig. 55 mos
tra uma capa isolada. Contrastagao negati-

va (Acetato de uranil a 0,5%). 117.000x.






FIGURAS 56 a 58 - ESPERMATOZOIDES APIRENES NA VESICULA SEMI-

Fig.

Fig.

Fig,

56

57

58

NAL (VS).

Cortes transversais de flagelos de espermatozdides
apirenes (ap), em diferentes niveis (A, B, C, D e
E). Observam-se pequenas expansoes filamentosas
(£i) que recobrem as capas (ce) e material de as-
pecto filamentoso (mf) disperso entre os espermato

zoides. Glutaraldeido 2%, tetrdxido de &smio 2%,

sequido de acido tanico 1%. 46.700x.

Espermatozdides apirenes (ap), em Secgéo transver-—
sal e obliqua, mostrando detalhes das capas exter-—
nas (ce) de natureza estriada e com expansées fila
mentosas (fi) que se dispéem paralelamente ao lon-
go dos flagelos. Material fixado em glutaraldeido
3%, tetroxido de Osmio 1% e acetato de uranil 2%.

57.500x.

Ampliagao maior de dois espermatozdides apirenes,

em sec¢ao transversal nos quais observam-se: a ca-

pa externa (ce) de natureza estriada; a membrana
plasmatica (mp) acolada a capa; os 2 derivados mi
tocondriais (dm) com regiées medulares elétron-den
sas ( # ); e no axonema, os microtibulos centrais
(mc) e acessoOrios (ma) elétron-transparentes, as du

plas periféricas (dp) de microtibulos com suas subu

"1

nidades "a" e "b" de diferentes elétron-densidades
e as fibras densas (fd) entre os microtibulos aces
sOrios. Material fixado em glutaraldeido 3%, te-

troxido de Osmio 1% e acetato de uranil 2%. 150.300x.






FIGURAS 59 a 64 - ESPERMATOZOIDES APIRENES NA VESICULA SEMI

NAL (VS).

Fig. 59 a 64 -~ Espermatozdides apirenes, seccionados trans-—
versal e obliquamente em diferentes niveis
(n, B, C, D, E, F, G, e H), desde a porgao ce
falica (A) até a terminal (H) do flagelo, on
de nao sao mals observados microtibulos. No-
ta-se, na superfiéie externa de espermatozdi
des das fig. 59, 61 e 64, uma coroa de curtos
filamentos (f£i) - que parece em dupla camada
( ) na porgao cefalica - acolados a parede
externa (ce), na qual esta aderida a membra-
na plasmatica (mp). Na fig. 60, destacam-se
2 volumosos granulos (gr) de material elétron
denso e um numero variado de granulos meno-
res. Material finamente granular ao redoxr

dos espermatozdides nas fig. 59, 60, 61e 64.

Fig. 59 e 60 - Material fixado em glutaralde
ido 5% e tetroxido de Osmio 1%.

Fig. 61 a 64 - Material fixado em glutaralde
ido 2%, tetroxido de Osmio 2% e acido tanico
1%. Fig. 59 e 60 - 61.000x; Tig. 61 - 70.000x.
Fig. 62 - 136.000x; Fig. 63 - 83.000x; Fig. 64

117.000x.
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FIGURA 65 -~ ESPERMATOZOIDE NO VASO DEFERENTE (VD).

Fig. 65 - Flagelo de espermatozoide apirene (ap), observado

Fig.

no vaso deferente (VD), no qual se destacam: o a-

xonema (ax), um dos derivados mitocondriais (dm)

com seu eixo medular de natureza paracristalina

(# ) e a capa (ce) que envolve todo o flagelo.
Contrastagao negativa (Fosfotungstato de Potassio

a 1%) 79.600x%.

66 e 67 - ESPERMATOZOIDES NO DUCTO EJACULADOR (DE) DUPILO.

Fig. 66 e 67 - Detalhe da estrutura estriada regular da ca-

pa (ce) que envolve, individualmente, os fla-
gelos de espermatozdoides apirenes (ap). Na
fig. 67, destacam-se também dois derivados mi
tocondriais (dm). Omﬁxastagéo negativa (Ace
tato de uranil 0,5%). Fig. 66 — 101.000x;

Fig. 67 -~ 51.300x.



FIGURAS 68 a 71 - ESPERMATOZOIDES NO DUCTIO EJACULADOR (DE) DUPLO.

Fig. 68 e 69 - Flagelos de espermatozdides apirene e eupirene

respectivamente, em corte longitudinal, mostran
do detalhes da estrutura diferenciada das ca-
pas externas (ce). Notam-se, também,os axonemas
(ax) e os derivados mitocondriais (dm). Mate-
rial fixado em glutaraldeido 2%, tetrdxido de

Osmio 2% e acido de tanico 1%. 122.800x.

Fig. 70 - Secg¢ao transversal e obliqua de flagelos de esperma

Fig.

71

tozbides apirenes (ap), nos quais destacam-se os fi
lamentos (£i) ao redor das capas(ce) formadas de a-
néis concéntricos, bem distintos em certos niveis
de corte (®). Presenca de grénulos de secregéo
(gr) elétron-densos. Derivados mitocondriais (dm)
e axonema (ax) em destaque. Material fixado em glu
taraldeido 6%, tetrdxido de Osmio 1% e acetato  de

uranil 2%. 46.,000x.

Secgao longitudinal e obliqua de flagelos de esper-

matozoides apirenes (ap), nos quais destacam-se: os
filamentos (fi) que se dispéem ao longo dos flage~
los e a capa externa (ce) formada de varias camadas
( ) estriadas. Presenca de granulos de secregéo

(gr). Glutaraldeido 6%, tetrdoxido de Osmio 1% e a-

cetato de uranil 2%. 46.000x.






FIGURAS 72 e 73 - ESPERMATOZOIDES NO DUCTO EJACULADOR (DE) DUPLO.

FIGURAS 72 a 74 - Material fixado em glutaraldeido 2%, tetrd-

xido de d6smio 29, seguido de Acido tanico 1%.

Fig. 72 - Visado parcial de um feixe de espermatozdides eupire
nes (eup), em secgao transversal ao nivel de porgdes
cefalicas. Presenca de material elétron-denso (md)
envolvendo completamente os espermatozdides, que se
dispOem, em geral, numa determinada orientacio.

8.500x.

Fig. 73 - Vis@o ampliada da fig. 72. Destaque para: o apéndi
ce reticular (ar) acolado a capa externa {(ce) numa
pequena depressao; a matriz amorfa . -elétron-densa

) que ocupa o maior volume; o nucleo (n) com

formato de meia-lua, localizado no lado oposto ao a
péndice reticular; e o material elétron-denso (md),

em grumos, ao redor dos espermatozdoides. 25.500x.

Fig. 74 - Aspecto parcial de células epiteliais secretoras da
parede do ducto ejaculador duplo, em corte léngitudinal
Observam—-se, no citoplasma, complexos de Golgi (G),
reticulo endoplasmatico granular (REG) e varios gré
nulos de secregéo (gr), acumuladosvpréximos a super
ficie livre celular, a qual apresenta microvilosida
des (mv). Nota-se a presenca de jungées celulares

(je). 15.200x.






Fig. 77 - Espermatozdides eupirenes ({eup) e apirenes (ap), em

Fig.

78

corte transversal ao nivel de flagelos. Nos eupi-
renes, seccionados em um nivel posterior ao da fig.
76, observa-se que: o apéndice reticular & vesti-
gial ou ausente, evidenciando-se as depressoes ( = )
correspondentes nas capas externas, e a matriz & me
nos volumosa. Entre os apirenes, observam-se va-
rios granulos de secregéo (gr). Glutaraldeido 6%,
tetroxido de dsmio 1%, seguido de acetato de uranil

2%. 19.400x.

SecgOes transversais de flagelosg - porgées mais pos
teriores-de espermatozdides eupirenes, nos quais
destacam~se: o apéndice reticular vestigial ou au
sente (=), a reducao no volume da matriz elétrog
densa e uma regiéo elétron~transparente (setas bran
cas), anteriormente ocupada por um eixo elétron-den
s0, no derivado mitocondrial (dm). Glutaraldeido

6%, tetroxido de osmio 1%, seguido de acetato de u

ranil 2%. 34.500x.



FIGURAS 75 a 77 - ‘ESPERMATOZOIDES NO DUCTO EJACULADOR (DE) DUPIO.
FIGURA 78 -~ ESPERMATOZQOIDES NO DUCTO EJACULADOR (DE) SIMPLES.

Fig. 75 - Feixe de 256 £ 1 espermatozdoides eupirenes (eup);
em corte transversal ao nivel de flagelos, manti-
dos em conjunto pelo material elétron-denso (md) in
tersticial que os envolve mais densamente na peri-
feria. Destaque (circulo) para um flagelo anormal
duplo. Material fixado em glutaraldeido 2%, tetro
xido de Osmio 2%, seguido de acido ténico 1%.

8.200x.

Fig. 76 = Visao parcial de um feixe de espermatozdides eupi-—
renes, em corte transversal ao nivel de flagelos -
porcao anterior - e do nlicleo (n). Nota-se: o a-
pendice reticular (ar), localizado numa depressao
da capa externa (ce); a volumosa matriz elétron-
densa (@23), de aspecto reticulado, que recobre par
cialmente o flagelo; e o derivado mitocondrial
(dm) . Material fixado em glutaraldeido 6%, tetro-
xido de Osmio 1%, seguido de acetato de uranil 2%.

27.600x,






Fig. 81 - Um espermatozdide apirene anormal com 2 flagelos

Fig.

Fig.

82

83

envoltos por capas internas (:k ) e externa (ce)

comuns. Destacam-se os 2 axonemas e os 4 deriva-
dos mitocondriais com regides medulares elétron -
densas ( # ). A esquerda e abaixo, nota-se um es
permatozdide eupirene (eup), seccionado num nivel
mais anterior que o mostrado na fig. 80. O axone
ma, com microtibulos acessdrios eléetron-densos (se
ta branca), e o derivado mitocondrial estao envol-
tos por uma volumosa matriz eletron-densa. Na ca-
pa externa ha uma saliéncia (==#=) numa regido pro-

xima ao axonema. 81.800x.

ampliacdo  de um espermatozdide apirene (ap), cor-
tado transversalmente ao nivel da porgéo mediana do
flagelo, no qual destacam-se: a capa mais externa
e as mais internas (?% ) que envolvem os 2 deriva
dos mitoccndfiais e o axonema. Neste, oObserva-se
que os microtubules acessorios (ma) sao preenchidos

com material de baixa elétron-densidade (setas
brancas). Nota-se, também, a natureza periodica
{ # ) das regioes medulares des derivados mitccon-

driais. 155.500x.

Envelope vazio (ev) de um espermatozbide eupirene.
Matriz amorfa (asterisco branco) e capa externa (ce).

117.300x.



FIGURAS 79 a 83 -~ ESPERMATOZOIDES NA BURSA COPULATRIX (BC).

Material fixado em glutaraldeido 2%, te-
troxido de &smio 2%, seguido de acido tAa-

nico 1%.

Fig. 79 - Espermatozdides apirenes (ap) seccionados transver
sal e longitudinalmente, nos quais destacam-se:
o axonema (ax), os derivados mitocondriais (dm) e

as capas externas (ce). 25.500x.

Fig. 80 - Flagelo de espermatozdide eupirene (eup), cortado
transversalmente numa regilao posterior da porgéo
principal, no qual evidenciam-se: a capa externa,
na qual ha uma interrupgéo ( ») numa area mais e-—
létron-densa, onde se insgeria o apéndice reticular;
a matriz elétrohwdensa (%gg) que envolve os 2 deri
vados mitocondriais (dm) e, parcialmente, o axone-—

ma {ax). A seta menor indica uma area elétronrtrang

parente, anteriormente ocupada por um eixo elétron-

denso. 81.800x.






Fig. 85 - Maior aumento de 2 espermatozdides eupirenes (eup)

Fig. 86 -

e um apirene (ap), seccicnados ao nivel de flage-
los. Destacam-se nos eupirenes: -~ espessamentos
—p) €Ntre as capas justapostas; interrupgao na
capa (seta branca) e uma area mais elétron-densa,
onde se inseria o apéndice reticular; saliéncia ou
abertura (=¥=) da capa, por onde saira o espermato
zOide; axonema (ax) com microtiibulos . acessérios
(ma) e centrais elétron-transparentes; derivadomi
tocondrial Unico com uma area elétron-transparente

(= ), proxima ao axonema. 117.000x.

Justaposicdo de flagelos de espermatozcides eupire
nes, destacando-se o espessamento (~———&)entre as ca

pas de estrutura estriada, e a matriz ( 3) com re

gides claras e densas. 48.500x.



FIGURAS 84 a 86 - ESPERMATOZOIDES NA ESPERMATECA (RS) .

Material fixado em glutaraldeido 0,25% (a
proximadamente 2 1/2 meses), acido tanico
4%, tetroxido de Ssmio 1%, seguido de ace

tato de uranil 2%.

Fig. 84 - Aspecto geral de um grupo de espermatozdides eupi-
renes (eup), no qual se encontra intercalado um a-
pirene (ap), imersos num material elétron-denso (md).
Secgao transversal ao nivel de porcdes cefalicas e
flagelos, em varias alturas. Observa-se: espessa
mento (—+) entre as capas (ce) dos espermatozdides
que se justapéem; saliéncias (~=¥=) proximas a ni-

cleos (n) ou axonemas (ax), por onde sairao os es-—

permatozcides; matriz amorfa (! com diferentes
elétron-densidades e mais volumosa ao nivel de ca-
begas e porg¢des iniciais dos flagelos; derivados mi
tocondriais (dm) Unicos e duplos com regi@es ele-
tron-transparentes ( ®™ ) proximas aos axonemas; e

pequenas areas elétron-densas externas (» ) onde

se inseriam os apéndices reticulares. 40.000x.
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Fig. 88 - Maior aumento de um espermatozoide eupirene (eup),
em corte transversal ao nivel do flagelo numa al-
tura similar aquela da fig. 87. Observa-se: na
capa externa, uma area densa (seta branca) proxi-
ma a regido interrowpida, cnde se inseria o apén-
dice reticular; pequenas estruturas globulares
(> ), em série, que recobrem internamente a ma-
triz amorfa; no derivado mitocondrial, uma area
elétronmtransparente proxima ao axonema, na dire-
¢ac do microtlbulo acessdrio (ma) localizado en-—
tre as duplas periféricas (dp) n? 2 e 3; no axone
ma, os microtubulos acesgdrios elétronwtranspareg
tes interligados por fibras densas (fd), os micro
tibulos centrais e as duplas periféricas igualmen

te elétron-~transparentes. Material denso ao re-

dor do espermatozdide. 166.000x.

Fig. 89 - Aspecto geral de um conjunto de envelopes vazios
(ev) de espermatozodoides eupirenes, envoltos por ma
terial denso. Alguns espermatozdides apirenes (ap)

intercalados. 15.200x%.



FIGURAS 87 a 89 - ESPERMATOZOIDES NA ESPERMATECA (RS).

Material fixado em glutaraldeido 0,25% (a
proximadamente 2 1/2 meses), acido tanico
%, tetroxido de osmio 1%, seguido de ace

tato de uranil 2%.

Fig. 87 - Espermatozoides eupirenes cortados transversalmen
te ao nivel dos flagelos, em niveis posteriores &
queles da fig. 85 e mais ampliados que Os da fig.
84. Destacam-se: as capas externas (ce), com sa
liéncias (==, interrupgées (= ) e espessamentos
(—=) nas regides de contato entre espermatozoides;

a matriz amorfa 4) com areas de diferentes elée

tron-densidades; os derivados mitdcondriais {dm)
Gnicos e volumosos, na maioria;e o material elée-
tron—denso (md) onde os espermatozdides estao i-

mersos. 56.900x.
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