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Senhor,

Tu és 0 bom Pastor.

Eu sou a Tua ovelha.

Em alguns dias estou sujo;

Em outros, estou doente.

Em alguns dias, me escondo;

Em outros, me revelo.

Sou uma ovelha ora mansa, ora agitada.

Sou uma ovelha ora perdida, ora reconhecida.

Eu sou Tua ovelha, Senhor.

Eu conheco atua voz. E que as vezes a surdez toma conta
de mim.

Eu sou Tua ovelha, Senhor.

Nao permitas que eu me perca, que eu me desvie do Teu
rebanho.

Mas se eu me perder, eu Te peco, Senhor,

Vem me encontrar.

Amém.

Agape. Padre Marcelo Rossi.
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RESUMO



PEREIRA, M. C. Morfologia do testiculo e espermatogénese em Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Crambidae): estudo citoquimico e ultraestrutural. Botucatu, 2011. 82 p.
Dissertacdo (Mestrado em Zoologia) — Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Diatraea saccharalis possui uma grande importancia econdmica e é considerada uma
das pragas que mais afeta da cultura canavieira. Em Lepidoptera, o polimorfismo espermatico
estd presente e envolve a producdo de espermatozdides apirenes (anucleados) e eupirenes
(nucleados), os quais sdo morfologicamente e funcionalmente diferentes. Este estudo teve
como objetivo descrever o processo da espermatogénese envolvido no polimorfismo
espermatico. Testiculos de larvas de ultimo instar e de adultos de D. saccharalis foram
processados convencionalmente para microscopia de luz e microscopia eletrbnica de
transmissdo. As analises permitiram a identificacdo de um par de testiculos com formato
riniforme, limitado externamente por uma tunica celular, em larvas. Cada testiculo possui
quatro foliculos que estdo divididos através de septos de tdnica interna. Em adultos ha
somente um Unico testiculo, fundido e esférico dividido em oito foliculos e constituido
principalmente por feixes de espermatozdides. Os cistos de espermatogdnias e espermatocitos
estdo localizados na regido apical do foliculo, e os cistos de espermatides e espermatozdides
estdo localizados na regido basal do foliculo. Dentro dos cistos, as células da linhagem
germinativa se desenvolvem sincronicamente e contém somente espermatozdides apirenes ou
eupirenes, nunca contém ambos. A extremidade anterior do espermatozdide apirene consiste
em um capuz denso ao invés de nucleo. O espermatozoide eupirene possui um ndcleo e
acrossoma. Ambos 0s tipos de espermatozdides apresentam um axonema com padrdo
microtubular do tipo “9+9+2” e dois derivados mitocondriais na regido do flagelo. Somente
células eupirenes apresentaram apéndices laciniados e reticulares prorrogados a partir da
membrana plasmatica. O processo da espermatogénese € similar ao encontrado em outros

insetos da ordem Lepidoptera.

Palavras-chave: Apirene; Diatraea saccharalis; Espermatogénese; Eupirene; Inseto; Lepidoptera;

Testiculo.



ABSTRACT



PEREIRA, M. C. Morfologia do testiculo e espermatogénese em Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Crambidae): estudo citoquimico e ultraestrutural. Botucatu, 2011. 82 p.
Dissertacdo (Mestrado em Zoologia) — Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Diatraea saccharalis has a great economic importance and is considered the most
destructive pest attacking sugarcane culture. In Lepidoptera, the sperm polymorphism is
present and involves the production of apyrene (enucleate) and eupyrene (nucleate)
spermatozoa, which are morphologically and functionally different. This investigation aimed
to describe the spermatogenesis process involved in this sperm polymorphism. The testis from
last larval instar and fromadults of D. saccharalis was processed conventionally for light and
transmission electron microscopy. The analysis allowed the identification of paired testis,
with kidney-shaped, limited externally by tunica cells, in larvae. Each testis contains four
follicles that are divided by internal tunica septa. In adult there is only a single, fused and
spherical testis that is divided into eight follicles mainly constituted by spermatozoa bundles.
The spermatogonia and spermatocyte cysts are located at the apical region and the spermatids
and spermatozoa cysts are located at the basal region of the follicle. Within the cysts, sperm
cells developed synchronously and contained either apyrene or eupyrene spermatozoa, never
both. The anterior end of apyrene consisted of an electron dense cap instead of the nucleus.
The eupyrene contained a nucleus and acrosome. Both sperm types present a 9+9+2 axoneme
and two mitochondrial derivatives in the tail region. Only eupyrene cells showed lacinate and
reticular appendages extended from the plasma membrane. The process of spermatogenesis is

similar to that found in other insects of the order Lepidoptera.

Keywords: Apyrene; Diatraea saccharalis; Spermatogenesis; Eupyrene; Insect; Lepidoptera; Testis.



1.INTRODUCAO



1.1 Diatraea saccharalis

A ordem Lepidoptera € um dos grupos mais estudados da Classe insecta.
Apresenta mais de 200.000 especies, sendo considerada a terceira maior ordem de insetos,
incluindo dois grupos distintos: as mariposas e as borboletas. As mariposas possuem habito
noturno e varios de seus representantes sdo considerados pragas na agricultura (Brown &
Freitas, 1999).

Diatraea saccharalis Fabricius, 1794 (Lepidoptera: Crambidae) € um dos insetos
que mais afeta a produtividade agricola e industrial da cana-de-agUcar; suas larvas sao
conhecidas popularmente como broca da cana-de-agUcar, ou simplesmente como broca da
cana, por causa dos orificios que perfuram no vegetal, onde se alojam até o inicio da fase
adulta. A broca da cana ocorre em todo o hemisfério oeste, onde a cana-de-acgucar é cultivada,
além de atacar também outras gramineas, como o milho, o sorgo, o arroz e algumas espécies
de capim (Parra, et al., 2002; Pinto 2006).

Em seu desenvolvimento, holometabdlico, a D. saccharalis passa por quatro
fases: ovo, larva, pupa e adulto (Parra et al., 2002). A fémea atrai 0 macho para a copula pela
liberacdo de feroménio e, apds o acasalamento, deposita massas de ovos, na face dorsal das
folhas da cana, que se assemelham a escamas de peixe. O numero de ovos varia de cinco a
cinquenta por postura e no inicio do desenvolvimento, possuem coloracdo amarelo-palida
passando a rosea até chegar a uma coloragdo marrom-escura, quando as capsulas ceféalicas dos
embrides tornam-se visiveis no interior dos ovos. O periodo de incubacdo varia de quatro a
nove dias, dependendo das condi¢Bes climaticas, especialmente da temperatura (Parra et al.,
2002; Pinto, 2006; Pinto et al., 2006 a, b; Volpe, 2009).

As larvas passam por cinco instares: no primeiro instar, alimentam-se inicialmente
do parénguima das folhas e/ou bainha do vegetal. No segundo e terceiro instar, penetram pela
parte mole do colmo, alimentando-se dos tecidos da cana e abrindo extensas galerias até a
fase de pupa. O ultimo instar pode ser muito demorado no inverno, uma vez que as condigdes
climaticas se tornam desfavoraveis e a diapausa (nimero de horas de luz) diminui. As larvas
permanecem no interior da cana até atingirem seu completo desenvolvimento. Nesta fase, as
lagartas medem cerca de 22 a 25 mm de comprimento, possuem coloracdo amarelo-péalida e
cabeca marrom. Ao final do desenvolvimento larval, estas fecham os orificios externos com

fios de seda e restos de alimentacdo, ficando no interior das galerias até se transformarem em
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pupas, as quais sdo caracterizadas por coloracdo castanha. A fase pupal, dura de seis a
quatorze dias e ap0s a emergéncia, os adultos saem do interior das galerias, sobrevoando as
plantacbes e reproduzindo-se. O adulto é uma mariposa de coloracdo amarelo-palha com
desenhos pardecentos, asas posteriores esbranqui¢adas com 25 mm de envergadura. A fémea
possui tamanho maior do que o macho e é caracterizada por abdome mais volumoso e asas
menos pigmentadas. A duracdo do ciclo biolégico de D. saccharalis no campo varia de
quarenta e cinco a sessenta dias devido as influéncias climaticas e fonte de alimento. A
longevidade dos adultos € de dois a nove dias (Parra et al., 2002; Pinto, 2006; Pinto et al.,
2006 a, b; Volpe, 2009).

Quando a infestacdo ocorre na cana-de-aculcar nova, as larvas causam a morte da
gema apical e a consequente secagem dos ponteiros, sintoma conhecido como “coragéo
morto”. Ao atacarem as canas adultas, além de provocarem o dano citado, ddo origem a
chamada “podridéo vermelha” ou “complexo broca-podridéo”, resultante da penetracdo de
fungos que proliferam nas galerias abertas nos colmos. Outros estragos decorrentes do
desenvolvimento da broca da cana sdo: brotamento lateral, perda de peso da cana,
enfraquecimento dos colmos com consequente aumento do numero de canas quebradas,
enraizamento aéreo e entrenos atrofiados (Parra et al., 2002; Pinto, 2006; Pinto et al., 2006 a,
b).

Os prejuizos para a agricultura incluem a diminuicdo do rendimento da producao
agricola propriamente dita, e o aproveitamento industrial do vegetal. Tais prejuizos séo
divididos em diretos e indiretos. Os diretos sdo causados pela alimentacdo da larva e os
indiretos sdo causados por microorganismos que se aproveitam das galerias abertas pelas
larvas para invadirem o entrend. Dentre 0s principais prejuizos industriais podemos destacar a
diminuicéo da pureza do caldo e os problemas de contaminag&o no processo de fermentacéo
alcodlica nas industrias de acucar e alcool (Parra et al., 2002; Pinto, 2006; Pinto et al., 2006 a,
b).

Embora existam grandes laboratdrios direcionados a criagdo de D. saccharalis,
poucos estudos visam o conhecimento detalhado da morfologia interna deste inseto, nas
diferentes fases de desenvolvimento (Moraes, 1983; Conte, 1985, 1994; Bombonato, 1994;
Falleiros, 1995; Bombonato & Gregorio, 1995; Falleiros & Gregorio, 1995; Bombonato &
Gregorio, 1996; Santos, 1997).

A magnitude dos prejuizos ocasionados pela D. saccharalis a cultura canavieira
tem impulsionado o desenvolvimento de diferentes abordagens para o controle desta praga.

Neste sentido, o conhecimento da morfologia interna do aparelho reprodutor masculino da
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broca da cana é de extrema importancia para fundamentar as pesquisas cientificas basicas
relacionadas a reproducdo nos insetos e também as pesquisas aplicadas, que visam o
aperfeicoamento de mecanismos de controle biolégico desta ameacga para a cultura da cana-

de-acucar.

1.2 Espermatogénese em insetos

A espermatogénese compreende todo o0 processo de multiplicacdo,
desenvolvimento e maturacdo das células espermatogénicas, até a formacdo dos
espermatozoides ou gametas masculinos hapléides (Medeiros, 1997).

Os espermatozoides sdo células altamente especializadas que passaram por uma
evolucdo morfoldgica, sendo verdadeiro modelo de diferenciacdo celular. Algumas de suas
caracteristicas estruturais estdo relacionadas com o seu papel na fertilizacdo e outras tém
causas evolutivas ou ainda séo objetos de estudos especulativos (Phillips, 1974; Baccetti &
Afzelius, 1976).

Nos insetos, o aparelho reprodutor masculino é formado por um par de testiculos,
um par de ductos espermaticos (laterais) e um ducto ejaculatorio que se comunica com um
pénis ventral associado ao oitavo segmento abdominal. Também possui um par de glandulas
acessorias e um par de vesiculas seminais. Cada testiculo € formado por foliculos que variam
em organizacdo e numero dependendo da espécie. Dentro de cada foliculo as células
germinativas estdo organizadas em cistos, onde ocorre a espermatogénese (Phillips, 1970;
Wigglesworth, 1984; Gullan, 2007; Ruppert, et al., 2005).

A maturacdo dos cistos ocorre no sentido apical-basal (Szollési, 1982). No
interior dos cistos, as células espermaticas se desenvolvem geralmente de modo sincronico
(Phillips, 1970; Baccetti, 1972). Na maioria dos insetos da ordem Lepidoptera, as células
germinativas passam por 6 mitoses sucessivas, produzindo 64 espermatdcitos primarios, 0s
quais entram em meiose, dando origem a 256 espermatides, que ¢ um ndmero 2", sendo “n”
igual ao numero de divisbes celulares (Phillips, 1970; Lai-Fook, 1982; Garvey et al., 2000).

As espermatides se desenvolverdo em 256 espermatoziides apds passarem pelo
periodo de maturacdo poOs-meidtica, conhecido genericamente como espermiogénese, o qual

corresponde ao periodo da espermatogénese em que ocorrem profundas alteragdes morfo-
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funcionais. As citocineses, que acontecem ao final das divisdes mitéticas sincrénicas durante
o periodo multiplicativo das células espermaticas, sdo incompletas e, conseqientemente, as
células permanecem interligadas por meio de pontes citoplasmaticas (King & Akai, 1971;
Mandelbaum, 1980; King et al., 1982; Garvey et al., 2000).

1.3 Espermatogénese dicotdbmica em Lepidoptera

A producdo polimorfica de espermatozoides pode ser observada em varios grupos
de invertebrados (Jamieson, 1987; Friedlander, 1997; Franca; Bao, 2000; Mancini & Dolder,
2004). O primeiro sistema de classificacdo de espermatozdides em invertebrados utilizou
cromossomos para a diferenciacdo dos tipos existentes. Nesse sistema, eram denominados
eupirenes 0s espermatozoides com cromossomos hapldides e apirenes os espermatozdides
sem cromatina, portanto sem nucleo (Swallow; Wilkinson, 2002). Insetos machos de muitas
espécies apresentam um heteromorfismo de espermatozoides no qual sdo produzidos mais de
um tipo de gameta (Franca; Bao, 2000).

Os insetos que tém recebido especial atencdo quanto ao polimorfismo de seus
gametas masculinos sdo os insetos da ordem Lepidoptera, nos quais sdo produzidos dois tipos
de espermatozOides. O espermatozdide eupirene, que € considerado tipico por conter
quantidade normal de cromatina, sendo, portanto responsavel pela fertilizacdo do 6vulo,
caracteriza-se por conter nucleo e acrossoma que formam uma cabeca alongada, uma longa
cauda e apéndices extracelulares; enquanto que o apirene, espermatozdide considerado atipico
por ser anucleado, e conseqlientemente infértil, caracteriza-se por ter uma extremidade
anterior ou “cabega” recoberta por um capuz denso e uma longa cauda. Os dois tipos de
espermatozoides sdo considerados morfologicamente e funcionalmente diferentes. Nos
foliculos testiculares da maioria dos Lepidopteros, formam-se a partir de cistos diferentes e
em tempos diferentes os dois tipos de espermatozoides (Jamieson, 1987; Mancini & Dolder,
2004). Apesar do fato de apirenes serem inférteis, 50-90% dos espermatozoides que sdo
transferidos para o trato feminino, sdo os considerados atipicos, de acordo com a espécie
(Jamieson, 1987; Friedlander, 1997; Franca & Bao, 2000; Mancini & Dolder, 2004).

Existe certa controvérsia quanto ao periodo do ciclo vital dos Lepidoptera, no qual

ja se podem distinguir as células espermaticas eupirenes das apirenes. Mas em termos gerais,



admite-se que a espermatogénese eupirene precede a apirene e inicia-se durante o estagio
larval finalizando na pupacéo, podendo estender-se ao periodo adulto. A fase apirene comeca
um pouco antes ou no inicio do estagio de pupa e finaliza mais tardiamente, no adulto
(Leviatan & Friedlander, 1979).

Quanto ao papel fisiologico desempenhado pelos espermatozdides apirenes,
alguns estudos sugerem que estes espermatozoides anucleados atuam na separacdo dos longos
feixes eupirenes, responsaveis pela fertilizacdo do dvulo (Katsuno, 1977; Osanai et al., 1987).
Outros estudos sugerem que células apirenes desempenham funcdo no transporte das células
eupirenes até o trato feminino. No entanto, estudos mais recentes indicam que as células
apirenes estdo envolvidas na competicdo espermatica (Mancini & Dolder, 2004).

Embora o espermatozdide apirene ndo esteja envolvido diretamente com o
processo de fertilizagdo, sua producdo acontece em grande quantidade, podendo atingir mais
de 90% do total dos dois tipos de espermatozdides em algumas espécies (Swallow;
Wilkinson, 2002). De acordo com Swallow; Wilkinson (2002) a evolucgéo de espermatozdides
heteromdrficos, apesar das dificuldades de se explicar sua significancia, € um estudo de
grande interesse. Existem dados ndo conclusivos para muitas hipOteses atuais sobre esse
assunto, porém nao ha razdes para crer que 0 esperma heteromdrfico desempenha a mesma
fungdo em diferentes grupos de insetos, uma vez que o polimorfismo tem surgido
independentemente em diversos grupos.

Apesar da espermatogénese dicotdmica de Lepidoptera estar sendo investigada
desde o inicio deste seculo, poucos sdo os estudos ultraestruturais (Lai-Fook, 1982 a, b; La
Chance & Olstad, 1988 a, b) que contém, em termos gerais, descricdes seqlenciais dos
estagios da espermatogénese e dos eventos caracteristicos da maturagdo poOs-meidtica das
espermatides, tal como fizeram Quagio-Grassiotto (1993) e Lino Neto (1993) para outras
ordens de insetos. A espermatogénese e em especial 0 conhecimento da ultraestrutura dos
espermatozoides em insetos tem contribuido com estudos de filogenia e taxonomia, como

uma ferramenta confiavel na identificacdo de ordens, familias e espécies.
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1.4 Revisao de Literatura

Larvas de Calpodes ethilius (Lepidoptera: Hesperiidae) apresentam testiculos com
formato de feijdo, revestidos por uma multicamada celular e uma camada de células
foliculares que dividem o testiculo em quatro foliculos, onde os cistos de células da linhagem
germinativa se desenvolvem de maneira centripeta (Lai-Fook, 1982). Segundo Almeida &
Cruz-Landin (2000), Palembus dermestoides (Coleoptera: Tenebrionidae) apresenta um par
de testiculos formados por seis foliculos circulares. Em insetos da ordem Diptera, cada
testiculo consiste somente em um foliculo (Phillips, 1970).

Em Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae) o aparelho reprodutor
masculino de larvas é composto por um par de testiculos divididos em quatro foliculos. Estes
testiculos, durante os estagios de pré-pupa migram dorsalmente e se fundem, originando um
oOrgdo esférico (Garwvey et al., 2000). De acordo com Lai-Fook (1982) a fus&o dos testiculos
ocorre 12 horas antes da pupacéo, originando um 6rgao de formato esférico e dividido emoito
foliculos.

Em um estudo com adultos de Euptoieta hegesia (Lepidoptera: Nymphalidae) o
trato reprodutor masculino foi descrito como um Unico testiculo, fundido e esférico contendo
células em diferentes estagios de desenvolvimento (Mancini; Dolder, 2004), assim como em
adultos de Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae), descrito por Alves et al. (2006).
O segundo autor nos revela mais caracteristicas sobre o aparelho reprodutor masculino, assim
como Garwey et al. (2000) em L. dispar. As caracteristicas que foram descritas por eles estao
de acordo com as caracteristicas padrdo para os insetos (Gullan, 2007). Os espermatozoides
maduros, desenvolvidos no testiculo, sdo armazenados nas vesiculas seminais até que a
copula ocorra (Alves et al., 2006).

Larvas de Lepidoptera apresentam um par de testiculos que na fase adulta podem
permanecer separados ou se fundirem em uma Gnica estrutura. Cada testiculo possui formato
de rim ou feijdo, séo revestidos externamente por uma camada de células (tUnica externa) e
justaposta a ela, se encontra a tunica interna que divide o 6rgdo em quatro l6bulos ou foliculos
que englobam varios cistos nos quais as espermatogéneses apirene e eupirene ocorrem. Cada
foliculo possui uma extremidade distal maior, situada no lado convexo do testiculo e uma
extremidade proximal menor, situada no lado concavo do testiculo. A extremidade proximal

de cada foliculo é prolongada em vasos eferentes separados e estes quatro vasos eferentes se
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fundem para formar um vaso deferente. Os dois tipos de espermatozoOides nunca sdo
produzidos no mesmo cisto, que é formado por células cisticas ou somaticas; as células
contidas nos cistos possuem divisdo sincronica, e dessa forma, todas elas se encontram no
mesmo estagio de diferenciacdo. A espermatogénese possui um avango centripeto em adultos,
sendo que as espermatogbnias e espermatocitos encontram-se na periferia do testiculo,
enquanto que os cistos mais maduros (espermatides e espermatozdides) se encontram na
regido central do testiculo (Franca; Béao, 2000; Mancini; Dolder, 2004; Friedlander et al.,
2005; Alves et al., 2006).

O desenvolvimento dos espermatocistos pode ser dividido em diferentes estagios:
(1) Espermatogbnias pré-definitivas ou primarias, (2) espermatogdnias definitivas ou
secundarias, (3) espermatocitos primarios, (4) espermatocitos secundarios, (5) espermatides,
(6) espermatides em alongamento e (7) espermatozdides. As espermatogdnias pré-definitivas
se desenvolvem ao redor de uma célula apical localizada no germério existente na porcdo
distal de cada foliculo testicular. Quando uma espermatogdnia pré-definitiva (ndo encistada)
deixa 0 germario e se associa a células somaticas, forma-se entdo um espermatocisto e a
espermatogbnia agora encistada, denomina-se definitiva. Iniciam-se, a seguir, divisdes
mit6ticas sincrdnicas das quais resultardo os espermatocitos primarios que passarao por duas
divisbes meidticas sucessivas (divisdes de maturacdo), originando um espermatocisto com um
feixe de espermatides. As espermatides passardo pelo processo de espermiogénese no qual
ocorrem modificacbes morfoldgicas e funcionais. Este processo ird originar um cisto com
espermatozoides orientados paralelamente, cabeca com cabeca, cauda com cauda (Sado,
1963; Hannah-Alava, 1965; Holt & North, 1970; Phillips, 1970 a, b, 1971; Baccetti, 1972;
Garbini & Imberski, 1977; Dumser, 1980).

Dentre os insetos, podemos citar alguns que ja foram estudados e apresentam a
producdo de espermatozdides eupirenes e apirenes: Calpodes ethilius (Lepidoptera:
Hesperiidae), Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae), Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Noctuidae), Euptoieta hegesia (Lepidoptera: Nymphalidae), Leucoptera
coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae) respectivamente, (Lai-Fook, 1982; Garvey et al., 2000;
Franca; Bao, 2000; Mancini; Dolder, 2004; Mancini et al., 2005; Alves et al., 2006).

As espermatogdnias formam cistos densos e homogéneos que se caracterizam por
células com citoplasma denso e abundante e um nicleo esférico. Os espermatdcitos se
caracterizam por grande quantidade de citoplasma, nucleo esférico com agregados densos de

cromatina dispersos e nucléolo evidente (Mancini; Dolder, 2004).
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Segundo Lai-Fook (1982) em espermatdcitos secundarios, nos quais se iniciam a
formagdo do flagelo e aaglomeracéo das mitocondrias para a formagdo do “nebenkern”, ja se
podem diferenciar os dois tipos celulares: apirene e eupirene. Porém, Mancini; Dolder (2004)
afirmam que espermaétide inicial € o primeiro estagio em que se pode distinguir apirene de
eupirene através da presenca de nicleos atipicos nas células apirenes, 0s quais aparecem
como grandes estruturas densas, amorfas e esféricas.

Espermatides iniciais apirenes sdo caracterizadas por forma esférica, grande
volume citoplasmatico e principalmente pela presenca de diversos micronlcleos. Em
esperméatides alongadas, os microndcleos sdo eliminados em vesiculas pela extremidade
posterior da cauda juntamente com o excesso de citoplasma (Mancini; Dolder, 2004; Mancini;
Dolder, 2004 a; Mancini et al., 2005). O flagelo das espermétides apirenes possui um
axonema e dois derivados mitocondriais. O axonema consiste inicialmente em uma
organizagdo microtubular de “9+2”, sendo 9 pares periféricos e dois microtlbulos centrais,
mas eventualmente se desenvolvem 9 microtubulos acessorios, formando um arranjo
definitivo de “9+9+2” (Mancini; Dolder, 2004; Mancini et al., 2005), o que esta de acordo
com Garwvey et al. (2000) que relata que é na fase de espermatide que as células apirenes irdo
adquirir os 9 microtubulos periféricos

Nas mariposas L. dispar, as espermatides eupirenes séo caracterizadas por conter
nucleo com cromatina condensada e concentrada na periferia (Garvey et al., 2000). Mancini;
Dolder (2004) caracterizam espermatides eupirenes iniciais com citoplasma abundante,
complexo mitocondrial proximo ao nucleo esférico, axonema atado ao nucleo e wvesicula
acrossomal que se desenvolve a partir do complexo de Golgi. Posteriormente, o nicleo se
torna alongado e a vesicula acrossomal se desenvolve em um acrossoma tubular (Garvey et
al., 2000; Mancini & Dolder, 2004).

Tanto em espermatides eupirenes, quanto em espermatides apirenes, ha a
formacdo do “nebenkern” (Garvey et al., 2000). Durante o processo de alongamento, o
“nebenkern” se desenvolve em dois derivados mitocondriais (Mancini; Dolder, 2004). Os
derivados mitocondriais apirenes sdo equivalentes em tamanho e possuem regiées elétron-
densas, j& os derivados mitocondriais eupirenes ndo sdo semelhantes: hd um derivado
mitocondrial maior e mais elétron-denso e um menor e menos elétron-denso (Garwey et al.,
2000).

Phillips (1970) afirma que as porcdes anteriores da cabeca de espermatides tardias

tornam-se embebidas na parede das células cisticas. Franca; Bao (2000) também relatam que
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durante os estagios finais da espermiogénese apirene a extremidade anterior das espermatides
alongadas tornam-se gradualmente embebidas no citoplasma das células cisticas.

No final da espermiogénese, os espermatozoides apirenes estdo desprovidos de
nicleo, possui extremidade anterior formada por um capuz denso que antecede o inicio do
axonema (Riemann, 1970; Phillips, 1971; Friedlander & Gitay, 1972; Friedlander & Miesel,
1977; Lai-Fook, 1982; Medeiros, 1997; Medeiros & Silveira, 1996; Franca & Bao, 2000;
Mancini & Dolder, 2004; Mancini et al., 2005). O flagelo possui um axonema com arranjo
“O0+9+2” e doisderivados mitocondriais com disposicdo em “V” se estendendo paralelamente
ao axonema, de forma e tamanho similares com regido paracristalina (Phillips, 1970; Lai-
Fook, 1982; Medeiros & Silveira, 1996; Kubo-Irie et al., 1998; Garwey et al., 2000; Mancini
& Dolder, 2004; Mancini et al., 2005). O axonema se origina da extremidade proximal do
corpusculo basal, comecando com o0s microtibulos acessorios, seguidos pelos pares
periféricos e pelos microtdbulos centrais. O microtubulo acessério e um dos microtibulos do
par central sdo elétron-densos (Mancini & Dolder, 2004; Mancini et al., 2005). Na
extremidade posterior do espermatozdide apirene, 0s derivados mitocondriais terminam em
diferentes niveis ao longo do axonema. Deste ponto em diante 0 axonema se torna
desorganizado, primeiro com a perda dos microtubulos acessorios, seguido pelo par central e
finalmente pelas duplas periféricas. (Phillips, 1971; Lai-Fook, 1982; Medeiros, 1986, 1997
Kubo-Irie et al., 1998; Franca & Bao, 2000; Mancini & Dolder, 2004).

No final da espermiogénese, 0 espermatozoide eupirene contém nucleo alongado
com cromatina compacta e homogénea, e se estende até o inicio do flagelo. Na base da cabeca
do espermatozdide hé presenca de umacrossomo tubular que se estende paralelo ao nucleo. O
flagelo consiste em um axonema com arranjo “9+9+2” que parte do corpusculo basal e dois
derivados mitocondriais que se estendem paralelamente ao axonema. Os derivados
mitocondriais ndo possuem regido paracristalina. O espermatozdide também possui apéndices
reticular e laciniados, exclusivos da ordem Lepidoptera, que se estendem por todo o
comprimento externo dos espermatozdides, sendo mais desenvolvidos na regido anterior do
que na posterior. O apéndice reticular € uma estrutura Unica em forma de bastdo denso,
formado nas espermatides iniciais, que se mantém durante o trato masculino e pode ser
utilizado para diferenciar as caudas das espermatides iniciais apirenes de eupirenes. Os
apéndices laciniados sdo estriados, compostos por bandas elétron-densas intercaladas a bandas
elétron-1dcidas e formados em espermatides tardias, apds a formacdo do apéndice reticular.
Os apéndices laciniados estdo presentes somente em espermatozdides eupirenes
intratesticulares (Riemann, 1970; Phillips, 1971; Lai-Fook, 1982; Medeiros, 1986; Medeiros,
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1997; Kubo-Irie et al., 1998; Franca & Bao, 2000; Garwey et al., 2000; Mancini & Dolder,
2004; Mancini et al., 2005; Alves et al., 2006).

Em Euptoieta hegesia (Lepidoptera: Nymphalidae) o espermatozoide eupirene
possui um acrossomo tubular em sua regido anterior (Mancini & Dolder, 2004; Mancini &
Dolder, 2004a). Porém, Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae) apresenta um
acrossomo que se estende bilateralmente ao nicleo e contém duas grandes porcdes ao redor
deste, e além dessa estrutura, a regido anterior do espermatozdide é composta por um arco de
oito microtUbulos acessorios conectados individualmente a membrana plasmatica por densas
pontes (Alves et al., 2006).

No espermatozoide de Agelaia vicina (Hymenoptera, Vespidae) a regido anterior é
composta por nicleo e um acrossomo alongado. Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) que
também apresenta a producdo de apenas um espermatozoide no qual o flagelo é composto por
dois derivados mitocondriais, um axonema com arranjo de “9+9+2” microtlbulos e dois
corpos acessorios com formato triangular assim como em A. vicina. Enquanto que em outros
insetos da ordem Hymenoptera o flagelo é constituido de axonema, adjunto centriolar, um par
de derivados mitocondriais e um par de corpos acessorios. Os derivados mitocondriais em A.
mellifera se diferenciam por um ser maior, com forma ovalada e composto por quatro regides
distintas e outro por ser menor, com formato arredondado e composto por trés regides
distintas. Em Agelaia vicina os derivados mitocondriais comecam em alturas diferentes. O
maior se disp0e ao lado da regido nuclear posterior e 0 menor se dispde em uma altura abaixo
da regido posterior do adjunto centriolar. Apenas o derivado mitocondrial maior apresenta
regido paracristalina, situada distalmente em relacdo ao axonema (Lino-Neto et al., 2000;
Zama et al., 2005; Mancini et al., 2006).
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2. OBJETIVOS



Considerando:

1- A importancia econdomica de Diatraea saccharalis na agricultura, face aos
prejuizos causados por esta praga da cana-de-acucar;

2- A necessidade de ampliar e aprofundar o conhecimento a respeito de aspectos
biologicos da reproducdo de Diatraea saccharalis, visando colaborar com estudos cientificos
basicos relacionados a biologia deste importante inseto praga, bem como com estudos
aplicados direcionados ao desenvolvimento de novos métodos de controle biologico;

3- A importancia filogenética e taxonbmica atribuida aos estudos sobre a ultra-
estrutura de espermatozdides e dos seus processos de formacao;

4- O pequeno numero de trabalhos realizados sobre aspectos ultraestruturais da
espermatogénese dicotdmica de Lepidoptera;

5- A existéncia de poucos estudos morfologicos sobre a espermatogénese e a

organizacao celular do testiculo da broca da cana-de-agucar;

Este trabalho tem como objetivo:

Descrever, caracterizando morfologicamente em nivel de microscopia de luz e
eletronica de transmissdo, os estagios da espermatogénese, a morfologia dos dois tipos de

espermatozoides e a organizacgdo das diferentes células do testiculo de Diatraea saccharalis.
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3. MATERIAL E METODOS



3.1 Obtencao dos insetos

As larvas e adultos de Diatraea saccharalis foram gentilmente fornecidos pelo
Laboratdrio Entomoldgico da Usina de Barra Grande, Lencdis Paulista, S. P.

No laboratério da Usina as larvas s&éo mantidas em tubos de vidro esterilizados
contendo dieta artificial (HENSLEY & HAMMOND, 1968), em camara climatizada. Larvas
com 30 dias de desenvolvimento séo transferidas para placas de Petri contendo cubos de dieta
artificial sélida onde permanecem até a pupacdo. As pupas sdo agrupadas em grandes frascos
plasticos, mantidos a temperatura de 24-25°C e parcialmente imersos em recipiente com agua,
da qual sdo separados por tela, até a emergéncia dos adultos, que também sdo mantidos nesses

grandes frascos plasticos.

3.2 Coleta dos testiculos

Foram utilizadas larvas de Gltimo instar e adultos recém-emergidos para o estudo
dos testiculos e do processo de espermatogénese.

Os insetos foram dissecados sob lupa pela regido ventral. Apds a identificacdo dos
testiculos, estes foram imediatamente pré-fixados, no local, pelo gotejamento da solucdo
fixadora contendo paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,3.
Apods a retirada dos testiculos, estes foram embebidos na mesma solugdo fixadora citada

acima por 24 horas.

3.3 Preparacdo dos testiculos para a analise

histoldgica em cortes convencionais

Apds a fixagdo inicial, o material foi submetido a técnica de inclusdo em

metacrilato-glicol (historresina JB4 da Polysciences), seguindo o seguinte protocolo:
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- Desidratacdo em alcool 70% (5-15 min) e alcool 95% (2h)

- Infiltragdo em mistura 1:1 de resina sem catalisador e &lcool 95% (5h)

- Infiltracdo em resina com catalisador em temperatura ambiente (24h)

- Inclusdo emresina com catalisador

- Polimerizacao em estufa a 37°C (24h).

Os cortes de 3um foram submetidos a coloragédo em Hematoxilina — Eosina e

Feulgen. As laminas foram analisadas e fotografadas em foto microscopio O lympus.

A) Analise convencional — Coloracdo pela Hematoxilina — Eosina (Pearse,
1972).

Os cortes histolégicos foram hidratados com &gua destilada. Logo apds foram
submetidos a coloragdo por Hematoxilina-Eosina. Resumidamente, os cortes foram tratados
com Hematoxilina, por 15 minutos, lavados em agua corrente por 10 minutos e tratados com
Eosina, por 15 minutos. Apos retirar o excesso de corante com agua destilada, os cortes foram
submetidos a desidratacdo em alcool 90% e trés lavagens em alcool absoluto; entdo os cortes
foram diafanizados em alcool mais xilol e ap6s foram feitas trés trocas em xilol antes de

serem montadas em laminas permanentes.

B) Reacdo de Feulgen (Pearse, 1972).

Para determinacao do nivel de compactacdo da cromatina, os cortes foram lavados
em &gua destilada e submetidos a hidrolise controlada com &cido cloridrico 1N por 15
minutos a 60° C. Para deter a hidrélise os cortes foram colocados em agua destilada gelada,
lavados em agua corrente por 10 minutos e incubados com Reativo de Schiff por 45 minutos.
Apos lavagem em agua corrente por 10 minutos, os cortes foram contra-corados com verde
luz 1% por 10 minutos, lavados em &gua corrente rapidamente para retirada do excesso de

corante, desidratados e montados em laminas permanentes.
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3.4 Analise morfologica dos testiculos em

microscopia eletronica de transmissao

As observagdes foram realizadas em Microscopio Eletronico de Transmissdo
C.M.100 (Philips) e documentadas com filme 35mm Eastman-5302 (Kodak).

A) Preparacéo convencional

Apos fixacdo inicial os testiculos foram submetidos ao protocolo:

- Pés-fixagcdo em tetroxido de 6smio 1% no mesmo tampdo (2h)

- Lavagem em &gua destilada (2x de 5 min)

- Incubagéo em acetato de uranila 0,5 em solugéo aquosa (2h)

- Desidratacdo em sequéncia crescente de solucGes de acetona

- Inclusdo emresina (Araldite)

Os cortes de 0,5um foram corados em mistura de azul de metileno 1% e azul Il
1% em solucdo de bdrax 1%. Dos blocos selecionados foram obtidos corte ultrafinos, que

foram contrastados com solugdo saturada de acetato de uranila em alcool 50% e citrato de
chumbo.
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4. RESULTADOS



4.1 Histologia do testiculo de larva de Diatraea

saccharalis

Os resultados histoldgicos mostram que em D. saccharalis larvas possuem um par
de testiculos de cor transparente aderidos a face dorsal do corpo do inseto, exibindo
anatomicamente um formato riniforme (Fig. 1A). Cada testiculo € revestido externamente por
uma tunica celular (tunica externa) e justaposta a ela, hd uma tanica celular interna que emite
septos dividindo o testiculo em quatro I6bulos ou foliculos (Fig. 1A, Fig. 1B, Fig. 1C, Fig.
1D, Fig. 2A, Fig. 2B). Cada foliculo possui uma extremidade distal situada no lado convexo
do foliculo e uma extremidade proximal situada no lado céncavo do foliculo (Fig. 1A, Fig.
1B, Fig. 1C, Fig. 1D, Fig. 2A, Fig. 2B, Fig. 2C). Na extremidade distal localiza-se o epitélio
germinativo ou germario, que é responsavel pela producdo das células iniciais da linhagem
germinativa, as espermatogonias (Fig. 1A, Fig. 1B, Fig. 1D, Fig. 2A, Fig. 2C).

Considerando a forma anatdbmica de cada foliculo testicular em D. saccharalis, 0
processo da espermatogénese acontece da regido apical para a regido basal. As células da
linhagem espermatogénica se organizam em grupos de células interconectadas, formando os
cistos. Os cistos de espermatogdnias e 0s cistos de espermatocitos se localizam na regido
apical do foliculo, enquanto que os cistos de espermatides e os feixes de espermatozdides se
encontram na regido basal do foliculo (Fig. 1A, Fig. 1B, Fig. 1C, Fig. 1D, Fig. 2A, Fig. 2B,
2C).

As espermatogbnias apresentam formato arredondado com ndcleo e citoplasma
baséfilo, e nicleo com forma regular e nucléolo evidente (Fig. 1A, Fig. 1B, Fig. 1D, Fig. 2A,
Fig. 2C). Os espermatocitos exibem um volume celular e nuclear bem maior que as
espermatogbnias, sendo menos basofilos do que estas, com ndcleo arredondado e nucléolo
evidente. As espermatides sdo células em processo de alongamento, com ndcleo pequeno e
basofilo, evidenciando intensa condensagdo nuclear e citoplasma reduzido e acidofilo (Fig.
1C, Fig. 2A). Na porcédo basal do foliculo encontram-se muitos feixes de espermatozdides
formados por células filiformes. Em alguns feixes é possivel a visualizacdo de ndcleos
alongados e baséfilos (Fig. 1A, Fig. 1C, Fig. 2A, Fig. 2B, Fig. 2D).

Dentro de cada cisto testicular da broca da cana, independente da etapa da
espermatogénese, as células germinativas possuem desenvolvimento sincronico e, portanto,

estdo sempre no mesmo estagio de desenvolvimento.
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4.2 Histologia do testiculo de adulto de Diatraea

saccharalis

Os resultados histoldgicos mostram que adultos recém emergidos de D.
saccharalis possuem um Unico testiculo (Fig.3A, Fig. 3B), de coloracdo esbranquicada, que
provavelmente deve ser resultado da fusdo do par de testiculos encontrado em larvas. O
testiculo se conecta a dois vasos deferentes, caracteriza-se por formato circular (Fig.3A, Fig.
3B), é revestido externamente por uma tdnica celular externa e dividido em oito foliculos
através de septos delgados de uma tlnica interna que se encontra justaposta a tunica externa
(Fig. 3B, Fig. 3C, Fig. 3D, Fig. 4A, Fig. 4B, Fig. 4C, Fig. 4D). A espermatogénese ocorre de
maneira centripeta, sendo que os cistos de células em estagios iniciais de desenvolvimento
(espermatogdnias e espermatocitos) estdo dispostos proximos a periferia do 6rgao e 0s cistos
de espermatides e feixes de espermatozdides encontram-se préximos ao centro do foliculo
(Fig. 3B, Fig. 3C, Fig. 3D). Internamente, o foliculo é composto quase que em sua totalidade
por células da linhagem germinativa em estagios finais de desenvolvimento (Fig. 3A, Fig. 3B,
Fig. 3C, Fig. 3D, Fig. 4A, Fig. 4B, Fig. 4C, Fig. 4D), portanto apresenta grande quantidade de
feixes de espermatozoides. Os feixes de espermatozdides se apresentam como longas células
filiformes, e em alguns feixes é possivel detectar a presenca de nucleo o qual exibe forma
alongada, acompanhando o formato da célula e apresentando coloragéo basofila (Fig. 3A, Fig.
3B, Fig. 3C, Fig. 3D, Fig. 4A, Fig. 4B, Fig. 4C, Fig. 4D).

4.3 Ultraestrutura do testiculo e espermatogénese

em Diatraea saccharalis

Os resultados ultraestruturais dos testiculos de larvas e adultos de Diatraea
saccharalis permitiram a caracterizacdo dos diferentes tipos celulares engajados no processo

da espermatogénese neste inseto.
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4.3.1 Espermatogonia

As espermatogdnias encontram-se envoltas por um cisto de células somaticas
denominadas células cisticas, as quais individualizam o cisto (Fig. 5A, Fig. 5B, Fig. 6A, Fig.
6B). As celulas cisticas sdo delgadas, com pequeno volume citoplasmatico; observa-se
mitocondrias espalhadas pelo citoplasma, que geralmente possuem formato alongado. O
nicleo se apresenta de forma alongada e irregular (Fig. 5A, Fig. 5B, Fig. 6A, Fig. 6B). Os
cistos de espermatogbnias se encontram na periferia do foliculo testicular (Fig. 5A).
Espermatogbnias caracterizam-se por formato arredondado, com membrana plasmatica
regular; citoplasma volumoso e mais elétron-denso que o nucleo. O citoplasma apresenta
grande quantidade de mitocondrias bastante elétron-densas; observa-se também reticulo
endoplasméatico rugoso e complexo de Golgi (Fig. 7B). O nucleo € arredondado com
envoltério nuclear regular, composto principalmente por eucromatina e contendo alguns
aglomerados de heterocromatina espalhados uniformemente, com nucléolo evidente (Fig. 5A,
Fig. 5B, Fig. 6A, Fig. 6B). As espermatogdnias que compde um cisto mantém-se interligadas
umas as outras por meio de pontes citoplasmaticas (Fig. 6A, Fig. 7A), uma vez que a
citocinese das divisdes mitoticas sofridas por elas é incompleta (Fig. 6A). As pontes
citoplasmaticas também s@o observadas entre espermatdcitos e espermatides. O
desenvolvimento das células componentes de um cisto ocorre de maneira sincrénica, de forma
que todas as células germinativas do cisto estdo sempre no mesmo estagio de diferenciacao e

desenvolvimento.

4.3.2 Espermatdcito

Assim como as espermatogdnias, 0s espermatécitos apresentam-se envoltos por
células cisticas, as quais exibem citoplasma com mitocéndrias e reticulo endoplasmatico
rugoso (Fig. 8A). Os espermatocitos formam cistos homogéneos, com células de formato
irregular interligadas por meio de pontes citoplasmaticas, citoplasma volumoso e nucleo
grande e arredondado (Fig. 8A, Fig. 8B). O citoplasma apresenta mitocondrias bastante

elétron-densas de formato alongado; distribuidas preferencialmente em um dos polos da
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célula. No citoplasma nota-se também, a presenca de reticulo endoplasmatico rugoso. Em
alguns cistos, o nicleo aparece com envoltério irregular; o ndcleo também apresenta
eucromatina com pequenos aglomerados de heterocromatina e nucléolo evidente (Fig. 8A,
Fig. 8B).

4.3.3 Espermatide Apirene

As espermatides, também encontram-se envoltas por células cisticas, que
apresentam pequeno volume citoplasmatico com grande quantidade de mitocondrias
alongadas, nicleo volumoso e irregular, com nuckolo bastante evidente (Fig. 9A). E no
estagio de espermatide que as células da linhagem germinativa passam pelo processo de
espermiogénese. Durante esse processo ocorrem modificagdes morfoldgicas celulares que
originardo espermatozdides maduros. As modificacbes sofridas pelas células serdo descritas a
seguir divididas em algumas etapas, porém é importante destacar que todo o processo, tanto
de espermatogénese, quanto de espermiogénese, sdo processos celulares continuos e, portanto,
nao possuem divisdes.

Primeira etapa. As espermatides iniciais possuem formato irregular com grande
volume citoplasmatico rico em ribossomas livres, e apresentam microndcleos de diversos
tamanhos (Fig. 9A, Fig. 9B). Os micronucleos apresentam freqlentemente formato circular
constituidos por eucromatina preferencialmente e com grumos de heterocromatina localizados
na periferia do mesmo (Fig. 9A, Fig. 9B, Fig. 10A, Fig. 10B).

Segunda etapa. O processo de alongamento se inicia em espermatides jovens, e
neste estagio ja se pode observar a presenca de corpusculo basal no citoplasma celular (Fig.
9B); e é partir da extremidade distal do corpusculo basal que se desenvolve o axonema,
estrutura responsavel pela movimentacdo flagelar. O desenvolvimento do axonema se inicia e
ja se observam flagelos curtos partindo das espermatides (Fig. 9B). O axonema consiste
inicialmente em um arranjo microtubular do tipo “9+2”, sendo congtituido por nove duplas de
microtubulos periféricos e dois microtibulos centrais (Fig. 11C). No citoplasma de
espermatides jovens também se observam complexos mitocondriais ou “nebenkern” em

formacéo (Fig. 9A, Fig. 9B), e estes estdo localizados proximos aos micronucleos.
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Terceira etapa. As espermatides estdo em processo de alongamento e nota-se ao
longo do comprimento celular que os micronlcleos estdo se deslocando em direcdo a
extremidade final da célula (Fig. 10A, Fig. 10B). Alguns micronucleos ja sdo vistos no
interior de vacuUolos citoplasmaticos (Fig. 10A). Nos flagelos em processo de alongamento,
também se observam os derivados mitocondriais, que sdo desenvolvidos a partir do
“nebenkern” ou complexo mitocondrial, finalizando o processo de divisdo (Fig. 10A, Fig.
10B).

Quarta etapa. Neste estdgio os derivados mitocondriais finalizam o processo de
divisdo. O flagelo é constituido por dois derivados mitocondriais arredondados de elétron-
densidade bastante similar ao do citoplasma flagelar, possuem tamanhos e formas
semelhantes e estdo situados proximos ao axonema com disposicdo paralela (Fig. 11A). Neste
estdgio o axonema ainda apresenta um padrédo microtubular de “9+2” com todos os
microtubulos do arranjo tendo lIUmen elétron-transparente. Os flagelos mantém-se interligados
por meio de pontes citoplasmaticas circundadas por meio de anéis densos (Fig. 11A).

Quinta etapa. Nesta fase, nove microtibulos acessorios estdo incorporados ao
arranjo microtubular do axonema. Portanto, o padrédo microtubular passa a ser “9+9+2”,
formado por nove microtlbulos acessérios elétron-densos, nove pares de microtibulos
periféricos, sendo que um dos microtubulos do par possui limen elétron-denso, e dois
microtubulos centrais (Fig. 12A). Os derivados mitocondriais passaram do formato
arredondado para o formato de “solas de sapato” e estdo dispostos paralelamente um ao outro
(Fig. 12A). Os derivados apresentam fileiras simples de microtubulos, em numero variado,
ladeando-os e dispostos entre eles. A fileira de microtubulos disposta entre os derivados foi
encontrada em numero de trés, quatro e cinco microtlbulos; e a fileira posicionada
lateralmente foi encontrada em numero de um, dois e trés (Fig. 12A). Os derivados também
apresentam internamente uma regido elétron-densa. Nesta fase também € possivel se
visualizar cisterna alongada Unica localizada entre os derivados mitocondriais e 0 axonema
(Fig. 12A).

Sexta etapa. Ao longo do processo de espermiogénese, a porcdo anterior das
espermatides em alongamento vai sendo ocupada pelo corpUsculo basal, a partir do qual se
estende 0 axonema (Fig. 11B). E até ao término da espermiogénese, se desenvolve um capuz
denso (Fig. 13A, Fig. 13B, Fig. 13C) que recobre o corpusculo basal por inteiro e ocupa a
regido anterior do espermatozdide apirene. Outro processo que também ocorre durante todo o
processo de espermiogénese € que a regido anterior das espermatides alongadas vao

mergulhando gradualmente na célula cistica apical, e quando o processo de espermio génese
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esta finalizado, é possivel observar os espermatozoides apirenes com suas extremidades

iniciais adentradas a invaginacgdes das células cisticas apicais (Fig. 13A, Fig. 13B, Fig. 13C).

4.3.4 Espermatozoide Apirene

Depois de passado todo o processo de espermiogénese, as espermatides apirenes
se transformam em espermatozdides apirenes maduros (Fig. 12B, Fig. 12C). Os
espermatozoides apirenes podem ser divididos em duas partes distintas: a por¢éo anterior, que
corresponde a cabeca e a porcdo posterior, que corresponde ao flagelo. A porcao anterior do
espermatozoide anucleado é composta apenas por um capuz elétron-denso (Fig. 13A, Fig.
13B, Fig. 13C). O flagelo, que constitui a maior parte do espermatozdide, pode ser dividido
em duas regides distintas: a regido principal e a regido terminal. A regido principal é
constituida por um axonema e por dois derivados mitocondriais estendidos paralelamente ao
filamento axial (Fig. 12B, Fig. 12C, Fig, 14A, Fig. 14B). O axonema possui um arranjo do
tipo “9+9+2”, no qual se compde por nove microtUbulos acessérios, nove pares de
microtubulos periféricos e por dois microtlbulos centrais. Os microtUbulos acessorios e um
do par central sdo eletron-densos. Os dois derivados mitocondriais sdo estruturas muito
elétron-densas com regides internas paracristalinas; apresentam uma disposicdo em “V” e
possuem tamanhos e formatos bastante similares. A porcdo terminal do flagelo é composta
apenas pelo axonema, e este vai perdendo sua configuragcdo microtubular de “9+9+2”
microtdbulos conforme se aproxima da extremidade final do flagelo, tornando-se
desorganizado. Primeiramente, o0s pares periféricos desaparecem seguidos pelo
desaparecimento dos tUbulos centrais e por ultimo, pela perda da configuracdo priméaria dos
pares periféricos (Fig. 14A, Fig. 14B).
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4.3.5 Espermatide Eupirene

Assim como as espermatides apirenes, as espermatides eupirenes passam pelo
processo denominado espermiogénese onde ocorrem transformacfes morfolégicas,
transformando essas células em espermatozdides eupirenes maduros, prontos para fertilizacéo.
As transformagdes ocorridas nesta célula da linhagem germinativa serdo descritas a seguir
separadas em estagios.

Primeira etapa. Espermatide inicial. Logo no inicio da espermiogénese as
espermatides passam pelo processo de alongamento celular. Nesta fase, as células nucleadas
apresentam em seu citoplasma um corpusculo basal, do qual se desenvolve posteriormente, a
partir de sua extremidade distal, um axonema. Durante o processo de alongamento também
sdo formados os derivados mitocondriais a partir do complexo mitocondrial ou “nebenkern”.

As espermatides neste estagio de desenvolvimento apresentam nicleo volumoso
e arredondado, sendo preenchido principalmente por heterocromatina (Fig. 20B). O flagelo é
composto por dois derivados mitocondriais de diferentes formatos e tamanhos, porém com
elétron-densidade bastante similar (Fig. 23B) e por um axonema, justaposto ao nucleo (Fig.
19A, Fig. 20B), com padréo microtubular do tipo “9+2”, sendo nove pares de microtibulos
periféricos elétron-transparente e dois microttbulos centrais também com limen elétron-
transparente (Fig. 23B). O axonema se posiciona paralelamente e entre os dois derivados
mitocondriais e ao redor dessas trés estruturas observam-se cisternas alongadas (Fig. 23B).
Durante o alongamento flagelar observa-se que vesiculas citoplasmaticas sdo formadas para
que ocorra a eliminagéo do excesso de citoplasma (Fig. 20A).

Neste estagio se inicia a formacdo de um pro-acrossoma pelo complexo de Golgi,
que da origem ao acrossomo, o qual se aproxima do envelope do ndcleo e se aloja em uma
depressdo localizada opostamente ao axonema (Fig. 26A). Inicialmente o acrossomo
apresenta a regido em seu contorno muito elétron-densa e internamente possui duas regides,
uma maior e outra menor, sendo mais elétron-densa a regido maior. Posteriormente, a
depressdo em que 0 acrossomo se encontra, vai se desfazendo, e este ainda com formato
circular, vai se posicionando superficialmente ao envelope nuclear. A regido do acrossomo
que estd em contato com o envelope nuclear se mostra achatada e elétron-densa (Fig. 26B,
Fig. 26C).
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Segunda etapa. Espermatide alongada. Nesta fase o0 acrossomo achatado e
denso se associa com a membrana plasmatica proximo ao pequeno apéndice reticular em
inicio de formacdo (Fig. 21A, Fig. 21B, Fig. 21C). Nota-se que o corpusculo basal seguido
pelo axonema se aloja em uma depressdo encontrada no ndcleo (Fig. 19A, Fig. 19B, Fig. 21A,
Fig. 21B). O axonema adquire nove microtUbulos periféricos, passando a ter um padrdo
microtubular do tipo “9+9+2” com o limen de todos os microtibulos componente sendo
ainda elétron-transparentes; o axonema esta ladeado por dois derivados mitocondriais, que
adquiriram um formato circular de tamanhos diferentes e com conteddo de elétron-densidade
igual ao do citoplasma circundante (Fig. 19B).

Posteriormente 0 acrossomo muito elétron-denso comeca a se alongar e migra
para uma posicdo frontal ao axonema (Fig. 22A, Fig. 22B, Fig. 22C). A partir desse estagio,
tal estrutura vai sofrendo mudancas até chegar a um formato tubular, que se estende por todo
o comprimento nuclear (Fig. 24A, Fig. 24B).

O axonema com arranjo do tipo “9+9+2” passa a ter os microtUbulos acessorios e
os dois microtubulos centrais com lumen elétron-denso. O derivado mitocondrial maior passa
a ser mais elétron-denso do que o outro; cisternas alongadas se dispdem por todo o citoplasma
celular ao redor e entre os derivados mitocondriais e o axonema. Fileiras simples de
microtubulos estdo espalhadas pelo citoplasma e o apéndice reticular mais desenvolvido se
liga a membrana plasméatica por meio de septos. Por entre as espermatides se localiza o
citoplasma da célula cistica (Fig. 23A, Fig. 27C).

Terceira etapa. Espermatide em maturacdo. Neste estagio o nucleo apresenta
um alto nivel de compactacdo, com muitos microtdbulos ao redor do envelope nuclear. O
apéndice reticular estd mais desenvolvido e os apéndices laciniados comecam a se diferenciar.
O axonema estd completo e os derivados mitocondriais de tamanhos e elétron-densidades

diferentes; e os microtubulos citoplasmaticos desaparecem.

4.3.6 Espermatozoide Eupirene

Assim como as espermatides apirenes, apdés sofrerem o0 processo de
espermiogénese, as espermatides eupirenes originam espermatozdides eupirenes maduros. Os

espermatozoides eupirenes s8o compostos por duas regides: “cabega” e flagelo, sem que haja
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uma porcao intermediaria entre essas duas partes. A cabeca dos espermatozdides eupirenes é
composta por um nicleo fino e alongado, proximo do qual se encontra um acrossoma. A
cabeca é rodeada parcial ou completamente por uma coroa de cerca de dezoito apéndices
laciniados que se dispde em forma de pétalas com estrias elétron-densas transversais,
separadas regularmente uma das outras por material elétron-transparente (Fig. 23C). Os
apéndices laciniados encontram-se acolados a membrana plasmatica que se justapde ao
envoltorio nuclear (Fig. 25A, Fig. 25B). O apéndice reticular, Unico, que se estende da regido
da cabeca a regido do flagelo, ndo € observado em justaposicdo ao envoltério nuclear (Fig.
25A, Fig. 25B). O flagelo é composto por duas regides diferentes: a regido principal e a regido
terminal. A regido principal é composta pelo axonema ou filamento axial, por dois derivados
mitocondriais e pelos apéndices laciniados e reticular; e a regido terminal € composta apenas
pelo axonema e pelos apéndices extracelulares muito reduzidos. O axonema possui disposicao
de microtibulos do tipo “9+9+2” sendo nove microtUbulos acessorios elétron-densos, nove
pares de microtubulos periféricos e dois microtUbulos centrais elétron-densos (Fig. 23C, Fig.
27A, Fig. 27B). Paralelamente ao axonema, estdo dispostos os dois derivados mitocondriais
que apresentam dimensbes e comprimentos diferentes (Fig. 27A, Fig. 27B). Os feixes de

espermatozoides sdo envolvidos por células cisticas.

4.3.7 Derivados mitocondriais

No estidgio de espermatdcito, € possivel observar as mitocondrias distribuidas
preferencialmente em um dos polos da célula (Fig. 8A, Fig. 8B). Posteriormente, no estagio
de espermatide, essas mitocondrias se fundem formando uma estrutura arredondada e muito
elétron-densa com cisternas elétron-transparentes internamente. Essa estrutura denomina-se
“nebenkern” ou complexo mitocondrial (Fig. 15A, Fig. 15B). ApOs esse estagio, o formato
arredondado mantém-se e se percebe que o complexo mitocondrial vai sofrendo
modificacBes, tornando-se uma estrutura bem menos elétron-densa (Fig. 16A, Fig. 16B). O
complexo mitocondrial adquire um formato circular e bem menos elétron-denso que
anteriormente; esse estagio € conhecido como estagio da “bolota de barbante”, por se
assemelhar a ela (Fig. 17A, Fig. 17B). Durante o alongamento das espermatides, essa

estrutura comega a se alongar juntamente com a célula. O “nebenkern” adquire um formato
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irregular elétron-denso e com grandes espacos internos elétron-lucidos (Fig. 18A).
Posteriormente o complexo mitocondrial inicia o processo de divisdo (Fig. 18B) que originara

dois derivados mitocondriais.
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5. DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA



FIGURA1

Fotomicrografias do testiculo de larva de Diatraea saccharalis

(Coloracéo Hematoxilina-Eosina)

A) Aspecto geral de um testiculo de formato riniforme, evidenciando a tunica celular externa
(TE) e os septos da tunica celular interna (TI) que dividem o testiculo em quatro foliculos
(Fol, Fo2, Fo3, Fo4); cada foliculo com sua extremidade distal (ED) e extremidade proximal
(EP); epitélio germinativo (Eg) composto por celulas iniciais da linhagem espermatogénica -

0s cistos de espermatogdnias (Go). Espermatdcitos (Ci) e feixes de espermatozdides (Sp).

B) Detalhe de parte de um foliculo testicular, evidenciando a extremidade distal (ED) deste, o
qual é revestido por uma tanica externa (TE) e margeado por septos da tdnica interna (TI),
mostrando celulas da linhagem espermatogénica em diferentes estagios de desenvolvimento:
cistos de espermatogbnias (Go), cistos de espermatdcitos (Ci). Alguns cistos de

espermatocitos sdo vistos emdivisdo mitética (*). Feixes de espermatozdides (Sp).

C) Regido basal de um testiculo evidenciando as extremidades proximais (EP) dos quatro
foliculos com grande quantidade de feixes de espermatozdides (Sp) e raros cistos com
espermatides (Ti). Tdnica externa (TE) do testiculo e septos de tdnica interna (TI) que

dividem os quatro foliculos.

D) Detalhe da extremidade distal (ED) de um foliculo testicular mostrando o epitélio
germinativo (Eg) com cistos de espermatogdnias (Go) na periferia do érgdo e cisto de
espermatocitos (Ci), feixes de espermatozdides (Sp) localizados mais internamente. Tdnica

externa (TE) e tunica interna (TI).
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FIGURA?2

Fotomicrografias do testiculo de larva de Diatraea saccharalis

(Coloracéo de Feulgen)

A) Parte de um foliculo testicular exibindo cistos compostos por células da linhagem
espermatogénica em diferentes graus de desenvolvimento: cistos de espermatogdnias (Go),
cistos de espermatdcitos (Ci), cistos de espermatides (Ti) e feixes de espermatozdides (Sp).
Tunica externa (TE) e septo de tnica interna (TI).

B) Detalhe de parte de um septo de tunica interna (TI) que separa 0s dois foliculos e tlnica

externa (TE). Notar feixes de espermatozoides (Sp) em varios planos de corte.

C) Detalhe de parte de um foliculo contendo cistos de espermatogbnias (Go) localizados

adjacentes a tunica interna (TI) e cistos de espermatocitos (Ci), inclusive em divisdo mit6tica

(*).

D) Detalhe de feixes de espermatozoides (Sp) em diferentes planos de corte. NUcleo (n).
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FIGURA3

Fotomicrografias do testiculo de adulto de Diatraea saccharalis

(Coloracéo de Hematoxilina-Eosina)

A) Aspecto geral do testiculo fundido (Te) do adulto com formato circular conectado a um
vaso deferente (\VVd). Notar grande quantidade de feixes de espermatozdides (Sp) no interior
do testiculo. No vaso deferente observa-se epitélio composto por células cilindricas altas (Ev),
com citoplasma bastante acidéfilo e no interior do vaso nota-se a presenca de alguns feixes de

espermatozoides (Sp).

B) Testiculo circular tnico do adulto revestido por tunica externa (TE), dividido em foliculos
por septos de tuanica interna (TI) e composto por grande quantidade de feixes de
espermatozoides (Sp).

C) Detalhe da regiéo central de um testiculo fundido de adulto exibindo a parte basal dos oito
foliculos testiculares (Fol, Fo2, Fo3, Fo4, Fo5, Fo6, Fo7, Fo8). Notar a presenca dos septos
de tanica interna (TI) delimitando foliculos, os quais possuem feixes de espermatozoides (Sp)

emdiferentes planos de corte.

D) Detalhe de parte de um foliculo com imagens de cistos de espermatocitos (Ci),
espermatides (Ti) e grande quantidade de feixes de espermatozdides (Sp), com destaque para

um feixe nucleado (N). Tunica externa (TE) e tunica interna (TI).
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FIGURA 4

Fotomicrografias do testiculo de adulto de Diatraea saccharalis

(Coloracéo de Feulgen)

A) Detalhe da regido periférica do testiculo unico do adulto mostrando trés foliculos (Fol,
Fo2, Fo3) com grande guantidade de feixes de espermatozoides (Sp) mesmo na periferia do
orgdo, em diferentes planos de corte. Tunica externa (TE) revestindo o testiculo e septos de

tanica interna (TI) individualizando os foliculos.

B) Detalhe da regido central do testiculo unico evidenciando a porgéo basal de seis foliculos
(Fol, Fo2, Fo3, Fo4, Fo5, Fo6) exibindo muitos feixes de espermatozoides (Sp) em diferentes
planos de corte e septos de tunica interna (TI) dividindo os foliculos.

C) Porcéo periférica do testiculo, mostrando a tunica externa (TE) com a tdnica interna (T1)

adjacente e feixes de espermatozdides (Sp) em diversos planos de corte.

D) Detalhe da porcao periférica do 6rgdo, mostrando a tunica externa (TE), tunica interna (TI)

adjacente a tinica externa e feixes de espermatozdides (Sp), com alguns apresentando nlcleo

(N).
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FIGURAS

Eletromicrografias de espermatog6nias em Diatraea saccharalis

A) Cisto de espermatogdnias (Go) localizado na periferia do foliculo testicular
evidenciando a tunica celular externa (TE) e adjacente a ela, a tunica celular interna
(TI). O cisto de espermatogdnias estd envolvido por células cisticas nas quais é
possivel observar o nacleo (NC). As espermatogbnias possuem citoplasma reduzido;

nucleo arredondado (N) com nucléolo evidente.

B) Cistos de espermatogdnias individualizados por células cisticas (CC) com nucleo (NC)
evidente. Espermatogbnias com citoplasma reduzido e ndcleo arredondado (N) com

nucléolo evidente.
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FIGURA 6

Eletromicrografias de espermatog6nias em Diatraea saccharalis

A) Espermatogdnias envoltas por célula cistica evidenciando citoplasma com grande
guantidade de mitocéndrias alongadas (Mi) e ndcleo (NC). As espermatogbnias
aparecem interligadas por meio de pontes citoplasmaticas (PC); citoplasma com

mitocéndrias alongadas (Mi) e nudcleo (N).

B) Cisto de espermatogbnia envolto por célula cistica (CC). Espermatogdnias com
citoplasma elétron-denso apresentando ponte citoplasmatica (PC), mitocondrias (Mi),
reticulo endoplasmatico rugoso (RER), ndcleo arredondado (N) com nucléolo evidente
(Nu).
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FIGURA7

Eletromicrografias de espermatog6nias em Diatraea saccharalis

A) Espermatogdnias interligadas por meio de pontes citoplasmaticas (PC); citoplasma
com mitocondrias (Mi), reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e nulcleo arredondado (N)
com nucléolo evidente (Nu).

B) Detalhe de parte de uma espermatogbnia com nuacleo arredondado (N), citoplasma

contendo mitocéndrias (Mi), reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e complexos de Golgi

G).
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FIGURAS8

Eletromicrografias de espermatocitos em Diatraea saccharalis

A) Cisto de espermatocito envolto por célula cistica (CC). Espermatdcitos com
mitocéndrias (Mi) aglomeradas em um dos pélos das células, reticulo endoplasmatico

rugoso (RER) e pontes citoplasmaticas (PC). Nucleo volumoso (N) com nucléolo

evidente (Nu).

B) Cisto de espermatdécito com mitocondrias (Mi) aglomeradas em um dos polos das

células, ponte citoplasmatica (PC) e nlcleo volumoso (N) com nucléolo evidente (Nu).
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FIGURA9

Eletromicrografias de espermatides apirenes em Diatraea saccharalis

A) Cisto de espermatide envolto por célula cistica (CC) com citoplasma exibindo
mitocéndrias alongadas; ndcleo irregular com nucléolo. Espermatide com complexo

mitocondrial ou “nebenkern” (Nk) em formagéo e presenca de microntcleo (Mn).

B) Cisto de espermatides ainda com grande volume citoplasmético no qual se nota a
presenca de microndcleos (Mn), corpusculo basal (CB) e “nebenkern” (Nk) em
formacdo. Observa-se axonemas (AX) voltados para o centro do cisto em cortes

transversais.
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FIGURA 10

Eletromicrografias de espermatides apirenes em Diatraea saccharalis

A) Espermatide em alongamento com presenca de micronucleos (Mn). Micronicleo
isolado no interior de um vacuolo (V) citoplasmatico. Nebenkern (Nk) em processo de

divisdo. Reticulo endoplasmatico rugoso (RER).

B) Cisto de esperméatides em alongamento com micronlcleos (Mn) ao longo das células.
Observa-se a presenca de “nebenkern” (NK) em divisso com axonema (AX)

posicionado entre as duas estruturas.
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FIGURA 11

Eletromicrografias de espermatides apirenes em Diatraea saccharalis

A) Corte transversal de flagelos interligados por meio de pontes citoplasmaticas (PC)
circundadas por anéis densos. Axonema (Ax) com arranjo do tipo “9+2”, ladeados por

dois derivados mitocondriais (DM).

B) Corte longitudinal do corpusculo basal (CB) da espermatide de onde parte um

axonema (Ax) com arranjo do tipo “9+2” microtubulos.

C) Detalhe de axonema (Ax) com arranjo microtubular do tipo “9+2".
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FIGURA 12

Eletromicrografias de espermatides e espermatozoides apirenes em Diatraea

saccharalis

A) Corte transversal de cisto de espermatide apirene exibindo a regido flagelar com
axonema (Ax) com arranjo de “9+9+2” microttbulos, sendo 9 microtUbulos acessorios
densos, 9 pares de microtUbulos periféricos e dois microtdbulos centrais. Dois
derivados mitocondriais (DM) com formato de “sola de sapato” apresentando
internamente regido elétron-densa. Microtdbulos (Mc) posicionados entre e

lateralmente aos derivados mitocondriais.

B) Corte transversal de um cisto de espermatozdides apirenes envolvidos por célula
cistica (CC) exibindo a regido flagelar.

C) Corte transversal de cisto de espermatozoides apirenes evidenciando a regido do

flagelo. Cisto individualizado por célula cistica (CC).
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A)

B)

C)

FIGURA 13

Eletromicrografias de espermatozoides apirenes em Diatraea saccharalis

Cisto de espermatozoéides em corte transversal exibindo diferentes planos de corte.
Notar as regides anteriores (RA) dos espermatozdides bem como as regides flagelares
(RF). Os espermatozoides estdo mergulhados no citoplasma das células cisticas (CC).
E possivel observar o capuz denso (CD) que encobre a regido anterior dos

espermatozoides. Cisto individualizado por célula cistica (CC)

Corte transversal de regifes proximais de espermatozdides apirenes em diferentes
niveis, mergulhados no citoplasma da celula cistica; mostrando a extremidade mais
anterior do espermatozdide, ao nivel do capuz denso (CD), (1) até a regido inicial do
flagelo (5). Complexo de Golgi (G) da célula cistica.

Corte transversal de porcoes anteriores (1, 2, 3) dos espermatozoides em diferentes

alturas no citoplasma da célula cistica.
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FIGURA 14

Eletromicrografias de espermatozoides apirenes em Diatraea saccharalis

A) Corte transversal ao nivel dos flagelos de espermatozdides apirenes. Flagelo composto

B)

por axonema (Ax) com padrdo microtubular “9+9+2” sendo 9 microtUbulos acessorios
densos, 9 pares de microtubulos periféricos e dois microtibulos centrais, sendo que
em algumas imagens observa-se que um desses microtUbulos é denso. Além do
axonema, o flagelo compBe-se por dois derivados mitocondriais (DM) muito elétron-
densos com regides internas paracristalinas; os derivados mitocondriais apresentam

uma disposicéo em “V”.

Corte transversal das regides flagelares de espermatozbides apirenes. Flagelo
composto por axonema (AX) e dois derivados mitocondriais (DM) bastante elétron-
densos com regides internas paracristalinas. Notar desorganizacdo do axonema (1,2,3)

de acordo com a aproximacao da extremidades final do flagelo.
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FIGURA 15

Eletromicrografias de espermatides apirenes em Diatraea saccharalis

A) Cisto de espermatides apirenes em corte transversal; as células possuem formato
arredondado e encontram-se em estagios inicias de desenvolvimento; apresentam
grande volume citoplasmatico no qual se encontram microndcleos (Mn) espalhados.
Observa-se também a presenca de complexos mitocondriais ou “nebenkern” (Nk) em

formacéo.

B) Detalhe do cisto de espermétides. O cisto encontra-se individualizado por célula
cistica (CC) a qual apresenta mitocondrias (Mi) espalhadas pelo citoplasma. As
células apresentam citoplasma bastante volumoso no qual se observa reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), microntcleos (M n) e “nebenkern” em formagao (NK).
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FIGURA 16

Eletromicrografias de espermatides apirenes em Diatraea saccharalis

A) Cisto de espermatides apirenes envolto por célula cistica (CC) com citoplasma
apresentando grande quantidade de mitocondrias (Mi), ndcleo (N) volumoso e
irregular com nucléolo (Nu) evidente. As espermatides possuem grande volume
citoplasmatico onde encontramos grande quantidade de reticulo endoplasmatico
rugoso (RER); observa-se também a presenca de micronlcleos (Mn) e complexo
mitocondrial ou “nebenkern” (NK).

B) Detalhe de cisto de espermatides exibindo citoplasma volumoso com reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), corpusculo basal (CB), micronicleos (Mn) e
“nebenkern” (NK).
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FIGURA 17

Eletromicrografias de espermatides apirenes em Diatraea saccharalis

A) Corte transversal de espermatide apirene evidenciando um complexo mitocondrial ou
“nebenkern” (NK) em estagio conhecido como “bolota de barbante” e localizado

proximo ao micronucleo (Mn).

B) Corte transversal de espermatide mostrando complexos mitocondriais ou “nebenkern”

(NK) em etapa denominada “bolota de barbante”.
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FIGURA 18

Eletromicrografias de espermatides eupirenes em Diatraea saccharalis

A) Espermatides eupirenes em processo de alongamento com volume citoplasmatico
ocupado em sua maior parte por complexo mitocondrial ou "nebenkern” (Nk) em
etapa anterior a de sua divisdo. Em algumas células é possivel observar a presenca de

nucleo circular (N).

B) Espermatides eupirenes em alongamento com citoplasma volumoso no qual se
encontram derivados mitocondriais (DM) em divisdo. Observa-se a presenca de nucleo

circular e volumoso (N) em algumas células.



56



FIGURA 19

Eletromicrografias de espermatides eupirenes em Diatraea saccharalis

A) Espermatide eupirene alongada em corte longitudinal evidenciando nucleo (N) circular
e bastante volumoso com corpusculo basal (CB), do qual parte 0 axonema (AX). Nota-

se a presenca de acrossoma (Ac) atado a membrana celular.

B) Espermatides eupirenes alongadas em corte transversal evidenciando nicleo (N)
circular e bastante volumoso com axonema (AX) inserido neste e apresentando padréo
microtubular do tipo “9+9+2”. Derivados mitocondriais (DM) com disposicéo

paralela entre sie localizados ao lado do nucleo. Presenca de apéndice reticular (AR).



57



FIGURA 20

Eletromicrografias de espermatides eupirenes em Diatraea saccharalis

A) Espermatides eupirenes em alongamento com citoplasma contendo derivados
mitocondriais (DM) finalizando divisdo. Observam-se a presenca de varias vesiculas
ao longo da espermatide, vesiculas (V) que contém excesso de citoplasma celular e
que serd eliminado posteriormente pela extremidade distal da célula. Apéndice
reticular (AR).

B) Espermatide eupirene alongada com ndcleo (N) circular volumoso do qual se estende

0 axonema (Ax) ladeado por dois derivados mitocondriais (DM).
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A)

B)

C)

FIGURA 21

Eletromicrografias de espermatides eupirenes em Diatraea saccharalis

Cisto de espermatides eupirenes alongadas envolvido por célula cistica (CC) a qual
possui citoplasma com mitocondrias (Mi); as espermatides possuem nucleo
arredondado (N) e bastante volumoso e em alguns se nota acrossoma (Ac) atado. Em
alguns ndcleos também se observa corpUsculo basal (CB) inserido, do qual se estende
0 axonema (Ax). Derivados mitocondriais (DM) e apéndice reticular (AR).

Espermatide eupirene alongada com nucleo (N) circular com corpusculo basal (CB)
inserido e axonema (AX) partindo deste. Acrossoma (Ac) atado ao nicleo e apéndice
reticular (AR).

Detalhe do ndcleo (N) de espermatide eupirene, acrossoma (Ac) atado ao nucleo e

apéndice reticular (AR).
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FIGURA 22

Eletromicrografias de espermatides eupirenes em Diatraea saccharalis

A) Cisto de espermatides eupirenes alongadas envolvido por célula cistica (CC).
Espermatides com nucleo (N) circular, acrossoma alongado (Ac) atado ao ndcleo,

axonema (AX) e derivados mitocondriais (DM).

B) Detalhe do nicleo (N) de espermétide eupirene com corpusculo basal (CB) e

acrossoma (Ac).

C) Espermatide evidenciando o nucleo (N) com acrossoma alongado (Ac).
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A)

B)

C)

FIGURA 23

Eletromicrografias de espermatides e espermatozoides eupirenes em Diatraea

saccharalis

Estagio avancado da transformacdo do flagelo. Espermatide eupirene com axonema
exibindo arranjo de microtubulos do tipo “9+9+2”. O derivado mitocondrial maior
(DM) apresenta-se elétron- denso e o derivado mitocondrial menor aparece mais
elétron-transparente. Cisternas alongadas (Ci) contornando o axonema e o0s derivados
mitocondriais. Fileiras simples de microtibulos (Mc) citoplasméticos posicionados
préximos aos derivados mitocondriais e ao apéndice reticular. Apéndice reticular (AR)
localizado em uma depressdo da membrana plasmatica e ligado a ela por meio de

septos.

Corte transversal exibindo axonema (Ax) com padréo de organizacdo microtubular do
tipo “9+2”. Os derivados mitocondriais (DM) apresentam diferentes formas e
tamanhos. Observam-se cisternas alongadas (Ci) ao redor dos derivados

mitocondriais.

Corte transversal de espermatozdide eupirene mostrando a regido flagelar com
apéndice reticular (AR) e apéndices laciniados (AL) bem desenvolvidos; derivado

mitocondrial (DM) e axonema (Ax) com padréo microtubular “9+9+2".
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FIGURA 24

Eletromicrografias de espermatides eupirenes em Diatraea saccharalis

A) Cisto de espermatides eupirenes individualizado por célula cistica, em corte

transversal na regido anterior das espermatides eupirenes.

B) Espermatides eupirenes cortadas transversalmente no nivel do nicleo (N),
evidenciando o corpusculo basal (CB) que esta alojado em uma depressdo no nucleo.
O nucleo apresenta cromatina com aspecto granular; observa-se a presenca de

acrossoma tubular (Ac) e apéndice reticular (AR).
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FIGURA 25

Eletromicrografias de espermatozoides eupirenes em Diatraea saccharalis

A) Cisto de espermatozoOides eupirenes em corte transversal no nivel das regides
anteriores dos espermatozoides. Observa-se nucleo (N), apéndice reticular (AR),

apéndices laciniados (AL) e axonema (AX).

B) Espermatozdides eupirenes em corte transversal, mostrando ndcleo (N), axonema

(AX), apéndices laciniados (AL) e apéndice reticular (AR).
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FIGURA 26

Eletromicrografias de espermatides eupirenes em Diatraea saccharalis

A) Corte transversal mostrando nucleo (N), acrossoma (Ac) e axonema (AX).

B) Corte transversal mostrando nucleo (N), acrossoma (Ac), axonema (AXx) e derivado
mitocondrial (DM).

C) Corte transversal mostrando nacleo (N) e acrossoma (Ac).
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FIGURA 27

Eletromicrografias de espermatozoides e espermétides eupirenes em Diatraea

saccharalis

A) Parte de um cisto de espermatozdides eupirenes em corte transversal de regibes
posteriores dos flagelos. Axonema (Ax), derivado mitocondrial (DM) e apéndice

reticular (AR) ligado a membrana por meio de septos.

B) Corte transversal do flagelo de espermatozdides eupirenes onde se observa somente o
derivado mitocondrial (DM) maior que se apresenta muito elétron-denso e axonema

(AX) com arranjo microtubular do tipo “9+9+2".

C) Detalhe de espermatide eupirene em corte transversal da regido flagelar onde se
observam dois derivados mitocondriais (DM), sendo um maior e elétron-denso, e
outro menor e elétron-1dcido; o derivado mitocondrial esta rodeado por microtibulos
(Mc) simples; axonema (AX) com arranjo do tipo “9+9+2” e circundado por cisternas
alongadas (Ci). Apéndice reticular (AR) ligado a membrana plasmatica por meio de

septos.
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6. DISCUSSAQO



Larvas de D. saccharalis apresentam um par de testiculos com formato riniforme
de coloragdo transparente, revestido por uma tunica celular externa. Justaposta a ela, se
encontra uma tanica celular interna que divide cada testiculo em quatro foliculos. Larvas de
Calpodes ethlius Stoll (Lepidoptera: Hesperiidae) possuem testiculo com formato de feijdo,
de coloragdo transparente e esbranquicada, tornando-se mais opaca e amarela com o passar da
idade. O testiculo € revestido externamente por uma multicamada celular que esta
sobrejacente a outra, a denominada camada folicular, que divide o testiculo em quatro
foliculos (Lai-Fook, 1982). Larvas de Methona themisto (Lepidoptera: Ithomiidae) possuem
testiculo de formato riniforme divido em quatro foliculos (Corsato-Alvarenga, 1987).

Adultos de D. saccharalis possuem um Gnico testiculo de formato arredondado e
coloracdo transparente e esbranquicada, revestido assim como em larvas, por uma tdnica
celular externa. Abaixo desta, se encontra uma tunica celular interna que divide o testiculo em
oito foliculos. Mancini; Dolder (2004 b) relatam que adultos de Euptoieta hegesia
(Lepidoptera: Nymphalidae) possuem um unico testiculo fundido de formato esférico e
coloracdo vermelha, o qual se limita externamente por uma tunica de células. Os autores
citam que o testiculo é formado por foliculos, porém sem revelar a quantidade.

Segundo Friedlander et al. (2005) insetos da ordem Lepidoptera apresentam dois
testiculos com formato riniforme e composto de quatro foliculos; durante a fase de adulto esse
par de testiculos pode se fundir ou permanecer separado. Adultos de Calpodes ethlius Stoll
(Lepidoptera: Hesperiidae) possuem um Unico testiculo esférico dividido em oito foliculos, o
qual é resultado da fuséo, cerca de doze horas antes da pupacdo, do par existente em larvas
desta espécie (Lai-Fook, 1982). Tambem, Alves et al. (2006), afirmam que adultos de
Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae) possuem um unico testiculo, resultado de
uma fusdo, composto por um grande ndmero de foliculos. Provavelmente o processo de fuséo
dos testiculos também aconteca em adultos de D. saccharalis, uma vez que em larvas
encontrou-se um par de testiculos, cada qual dividido em quatro foliculos, e em adultos
encontrou-se um unico testiculo formado por oito foliculos.

Em D. saccharalis o desenvolvimento sincrénico de células de linhagem
germinativa ocorre no interior de cistos envoltos por células cisticas, nos quais contém
somente células apirenes ou eupirenes, assim como em outros lepidopteros (Wolf & Tradut,
1987; Franca & B&o, 2000; Mancini & Dolder, 2004b). Phillips (1971) relata a
espermatogénese centripeta em 18 espécies de mariposas e borboletas, assim como relata
Medeiros (1986) em Alabama argillacea, Mancini & Dolder (2004b) em Euptoieta hegesia e

Alves et al. (2006). Foi constatado em D. saccharalis, no presente estudo, esse mesmo tipo de
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espermatogénese centripeta, ao contrario do que foi descrito por Leviatan; Friedlander (1979
a), em que cistos de células apirenes e eupirenes sao distribuidos aleatoriamente no testiculo
da mariposa Ectomyelois ceratoniae. De acordo com Holt; Noth (1970) em Trichoplusia ni e
Gelbic; Metwally (1981), em Spodoptera littoralis, os testiculos s&o compostos por
espermatozoides maduros e espermatides no final do desenvolvimento, assim como
encontrado nos testiculos de adultos em D. saccharalis.

A presenca de mitocondrias e de reticulo endoplasmatico nas células cisticas de
D. saccharalis, ja havia sido descrita anteriormente em B. mori (Yasuzumi; Oura, 1964, 1965
a, b; Oura, 1966) e em Myogrillus sp. (Cruz-Landim; Ferreira, 1981). As caracteristicas que
foram encontradas em testiculos de larvas e adultos de Diatraea saccharalis, tais como
formato, tecido de revestimento e de divisdo dos foliculos, distribuicdo dos cistos de células
da linhagem espermatogénica nos testiculos e o processo de desenvolvimento celular, sdo
similares as caracteristicas encontradas na maioria dos insetos da ordem Lepidoptera.

De acordo com Mancini; Dolder (2004 b) as espermatogbnias formam densos
cistos celulares e se caracterizam por conter citoplasma denso e abundante com ndcleo
esférico. Os espermatocitos sdo caracterizados por possuirem grande quantidade
citoplasmatica, nucleo esférico com aglomerados densos de cromatina e nucléolo evidente.
Caracteristicas semelhantes foram observadas nas espermatogdnias e espermatocitos em D.
saccharalis.

Espermatides iniciais apirenes de Eupitoieta hegesia (Lepidoptera: Nymphalidae)
possuem formato esférico com grande volume citoplasmatico no qual se encontram
microndcleos que serdo eliminados em espermatides tardias e nota-se também, a presenca de
corpusculo basal/ centriolo (Mancini, Dolder, 2004 a; Mancini; Dolder, 2004 b; Mancini et
al., 2005). Espermaétides apirenes em D. saccharalis possuem formato irregular, diferente do
descrito acima para Eupitoieta hegesia, porem, D. saccharalis também apresenta
micronucleos dispersos pelo citoplasma e corpusculo basal, assim como em outros insetos
Lepidoptera; Ephestia cautella (Friedlander; Miesel, 1977), Orgya thyellina (Wolf, Baumgart,
Traut, 1987) e Dione Juno (Corsatto-Alvarenga, 1989).

Espermatides apirenes iniciais em D. saccharalis apresentam axonema com
arranjo microtubular do tipo “9+2”, que posteriormente se transforma em espermatides
tardias, em um arranjo “9+9+2”, do qual se estende a partir do corpusculo basal. Espermétides
apirenes também possuem dois derivados mitocondriais com regides paracristalinas,
conforme observado em E. hegesia pelos seguintes autores Mancini; Dolder (2004 a),

Mancini & Dolder (2004b) e Mancini et al.(2005). Espermatides apirenes maduras em
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Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae) também apresentam dois derivados
mitocondriais equivalentes em formato e tamanho, porém, diferentemente do que foi
constatado neste estudo, esses derivados possuem regibes elétron-densas (Garwvey et al.,
2000). Microtdbulos citoplasmaticos observados em estdgios intermedidrios de
desenvolvimento de espermatides apirenes em D. saccharalis, também foram evidenciados
por outros autores em de Eupitoieta hegesia (Mancini; Dolder, 2004 a; Mancini; Dolder, 2004
b; Mancini et al., 2005),

Assim como acontece em D. saccharalis, durante a espermiogénese eupirene em
E. hegesia (Lepidoptera: Nymphalidae) hd a formacdo da wvesicula acrossomal que
inicialmente apresenta um formato redondo e posteriormente se transforma em uma estrutura
tubular; e juntamente coma formacdo do acrossomo o nucleo também passa por modificacdes
(Mancini; Dolder, 2004 a; Mancini; Dolder, 2004 b). O flagelo da espermatide eupirene
apresenta inicialmente um axonema com arranjo microtubular do tipo “9+2” que em
processos posteriores se modifica, passando a ser do tipo “9+9+2” (Mancini; Dolder, 2004 g;
Mancini; Dolder, 2004 b; Mancini et al., 2005). Espermatides eupirenes também possuem
dois derivados mitocondriais, um apéndice reticular atado a membrana plasmatica desde a
formacdo inicial da espermatide, que em Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Nocutidae)
aparece conectado a espermatide por lamelas finas (Franca; Bao, 2000) e apéndices
laciniados, como constatado em D. saccharalis. Em estdgios intermediarios de
desenvolvimento, espermatides eupirenes apresentam microtubulos citoplasméaticos (Mancini;
Dolder, 2004 a; Mancini; Dolder, 2004 b; Mancini et al., 2005), assim como constatado em
D. saccharalis.

Ao final da espermiogénese, espermatides eupirenes maduras em Lymantria
dispar (Lepidoptera: Lymantriidae) apresentam nucleo e acrossomo em sua regiao anterior,
em sua regido flagelar existem dois derivados mitocondriais, sendo um maior e mais elétron-
denso e outro menor e menos elétron-denso (Garvey et al., 2000), como acontece em D.
saccharalis.

De acordo com Garwvey et al. (2000), em Lymantria dispar (Lepidoptera:
Lymantriidae) tanto em espermatides apirenes, quanto em espermatides eupirenes, as
mitocéndrias se agregam em um dos pélos da célula, fusionam suas membranas e formam o
“nebenkern”, que em espermatides tardias sdo transformados em derivados mitocondriais.
Processo igualmente notado em D. saccharalis.

Em Calpodes ethlius (Lepidoptera: Hesperiidae) as mitocondrias comecam a se

agregar no estdgio de espermatocito secundario em preparacdo para a formacdo do
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“nebenkern” (Lai-Fook, 1982). Neste estudo, foi notado tal processo em espermatocitos,
porém sem especificar se a célula era primaria ou secundaria.

Segundo Kawamura et al. (1998) em Bombyx mori (Lepidoptera) o “nebenkern”
comeca a se dividir em dois apds o alongamento da espermatide. Porém, o contrario do que
foi descrito para D. saccharalis, Kawamura et al., (1998) descreve diferencas marcantes que
séo detectadas entre os derivados mitocondriais apirenes e eupirenes como o tamanho total e
estruturas internas, sendo que o derivado eupirene é retorcido livremente ao redor do axonema
alongado e contém um ducto interno de membrana dupla. Este ducto é encontrado somente
em eupirenes. O ducto interno desaparece do derivado mitocondrial em um estagio tardio,
quando o acrossoma esta presente na regido apical do ndcleo. Essas estruturas ndo foram
observadas em detalhes para D. saccharalis.

A principal caracteristica de espermatozoides apirenes € a auséncia de ndcleo
(Friedlander; Miesel, 1977; Lai-Fook, 1982; Medeiros, 1997) o que também caracteriza
espermatozoides apirenes em D. saccharalis. A regido anterior do espermatozdide, ao inves
de nucleo, possui um capuz denso (Riemann, 1970; Phillips, 1970a; Lai-Fook, 1982;
Jamieson, 1987; Medeiros; Silveira, 1996; Kubo-Irie et al., 1998; Franga; Bao, 2000), como
descrito para os seguintes lepidopteros: Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Nocutidae),
Eupitoieta hegesia (Lepidoptera: Nymphalidae) e Leucoptera coffeella (Lepidoptera:
Lyonetiidae) (Franca; Bao, 2000; Mancini; Dolder, 2004 a; Mancini; Dolder, 2004 b; Mancini
etal., 2005; Alves et al., 2006). Os resultados obtidos em D. saccharalis confirmam os dados
acima citados.

Em D. saccharalis, bem como em Anticarsia gemmatalis, Eupitoieta hegesia,
Lymantria dispar, Leucoptera coffeella e outros lepidopteros, o flagelo apirene é composto
por um axonema de padréo microtubular do tipo “9+9+2” e dois derivados mitocondriais de
formato e tamanho similar, com uma orientacdo em “V”, que ladeiam paralelamente o
axonema. Na regido posterior dos espermatozdides os derivados terminalizam em alturas
diferentes e a partir deste ponto o axonema se torna desorganizado, primeiramente com a
perda dos microtubulos acessorios, seguidos pelos dois centrais e pelas duplas periféricas
(Medeiros & Silveira, 1996; Kubo-Irie et al., 1998; Franca & Bao, 2000; Garwey et al., 2000;
Mancini & Dolder, 2004a; Mancini & Dolder, 2004b; Mancini et al., 2005; Alves et al.,
2006).

Diferentemente do que ocorre em D. saccharalis, os espermatozoides apirenes em
Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae) possuem regides elétron-densas nos derivados

mitocondriais e axonema com arranjo do tipo “9+9+2” com os nove microtubulos acessorios
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e os dois centrais apresentando contetdo opaco (Garvey et al., 2000). Alves et al. (2006)
afirmam que espermatozoides apirenes em Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae)
possuem axonema do tipo “9+9+2”, sendo que um microtUbulo do par de periféricos e um
dos dois dos microtlbulos centrais possuem conteldo elétron-denso; e os dois derivados
mitocondriais sdo desprovidos de regibes paracristalinas.

Espermatozdides eupirenes sdo caracterizados por conter regido anterior formada
por nucleo, acrossoma e dois apéndices extracelulares denominados laciniado e reticular, que
se estendem por todo o comprimento do espermatozoide (Phillips, 1970 a, 1971; Leviatan;
Friedlander, 1979; Medeiros, 1986; Kubo-Irie et al., 1998; Franca; Béo, 2000). Segundo
Franca; Bao (2000) em Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Nocutidae) os espermatozoides
eupirenes sd0 compostos em sua por¢do anterior por nicleo e acrossomo, assim como
Eupitoieta hegesia (Lepidoptera: Nymphalidae) (Mancini; Dolder, 2004 a; Mancini; Dolder,
2004 b; Mancini et al., 2005). A fungdo desempenhada pelos apéndices laciniado e reticular
ainda é desconhecida e tais estruturas também foram encontradas em D. saccharalis.
Espermatozdides eupirenes em Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Nocutidae) apresentam
apéndices laciniados, em numero de 14 a 24, que se caracterizam pela alterndncia de areas
elétron-densas e elétron-Iicidas, e apéndice reticular (Franca; Bao, 2000). D. saccharalis
assim como A. gemmatalis apresenta um apéndice reticular, porem o numero de apéndices
laciniados € diferente, ja que em D. saccharalis foi observado um numero fixo de 18
apéndices laciniados em cada célula eupirene. Trabalhos com insetos da ordem Lepidoptera
descrevem que espermatozoides eupirenes possuem apéndices extracelulares como o0s
descritos acima, porém ndo especificam a quantidade de apéndices laciniados (Mancini;
Dolder, 2004 a; Mancini; Dolder, 2004 b; Mancini et al., 2005).

D. saccharalis assim como alguns lepidopteros apresentam flagelo eupirene
composto por um axonema com padrdo microtubular do tipo “9+9+2” e dois derivados
mitocondriais sem regibes paracristalinas (Lai- Fook, 1982; Medeiros, 1986; Kubo-Irie et al.
1998; Garwey et al., 2000; Mancini; Dolder, 2004 a; Mancini; Dolder, 2004 b; Mancini et al.,
2005).

Adultos de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) apresentam somente um tipo de
espermatozoide nucleado, com flagelo composto por dois derivados mitocondriais, um
axonema e dois corpos acessorios em formato triangular. Em cortes transversais o derivado
maior apresenta forma oval e 0 menor € mais circular. O padrdo microtubular do axonema é
de “9+9+2” comos nove microtibulos acessorios contendo material elétron-denso (Lino-Neto

et al., 2000a). Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae), Trichogramma
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atopovirilia  (Hymenoptera: Trichogrammatidae), Solenopsis invicta (Hymenoptera,
Formicidae) e Agelaia vicina (Hymenoptera, Vespidae) também apresentam somente um tipo
de espermatozdide que € nucleado (Lino-Neto et al., 2000; Lino-Neto & Dolder, 2002;
Mancini et al., 2006). Desde 1903 quando Meves fez a primeira descricdo do dimorfismo de
espermatozoides em Lepidoptera, em todas as mariposas e borboletas estudadas tem se
relatado a ocorréncia dos dois tipos de gametas, com excecdo do género Micropteryx
(Micropterigidae), um grupo basal onde s6 se encontraram espermatozoides eupirenes
(Sonnenschein; Hauser, 1990; Hamon; Chauvin, 1992). Os insetos da ordem Lepidoptera
apresentam espermatogénese dicotdmica, com a producdo de dois tipos de espermatozdides:
apirene (anucleado) e eupirene (nucleado) (Meves, 1903; Zylberberg, 1969; Phillips, 1970 a;
Riemann, 1970; Friedlander; Gitay, 1972; Lai-Fook, 1982; Medeiros, 1986, 1997; Corsatto-
Alvarenga et al., 1987; Friedlander, 1997; Jamieson et al., 1999; Mancini; Dolder, 2001,
2003, 2004; Mancini, 2003; Alves et al., 2006). A espermatogénese dicotdmica também foi
por nds detectada em D. saccharalis.

De acordo com Garvey et al. (2000) espermatozoides nucleados apresentam
axonema tipico em lepidopteras, derivados mitocondriais e apéndices extracelulares. O
derivado mitocondrial menor em Lymantria dispar é dificil de ser visualizado e em regifes
posteriores dos espermatozoides, eles ndo sdo observados; ja o derivado maior, possui um
formato riniforme (com a regido circundante da concavidade elétron-densa) e se estende por
todo o comprimento flagelar.

Em Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae) o0s espermatozdides
eupirenes sdo bem distintos dos mesmos em D. saccharalis. Os espermatozoides eupirenes
em Leucoptera coffeella possuem nicleo, acrossomo e microtibulos acessérios em sua regido
anterior. O acrossomo se estende bilateralmente ao nicleo, e contém duas grandes porcoes.
Entre essas duas estruturas, a regido anterior € composta por um arco de oito microttbulos
acessorios conectados individualmente a membrana através de densas pontes. O flagelo é
constituido por axonema do tipo “9+9+2”, sendo um do par de periféricos e um dos centrais
elétron-densos, e dois derivados mitocondriais com formato e tamanho iguais e com regido
paracristalina (Alves et al., 2006).
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7. CONCLUSAO



Baseados nos resultados encontrados na caracterizacdo morfologica e
ultraestrutural dos testiculos de larvas e adultos e na descricdo do processo de

espermatogénese, é possivel concluir que em D. saccharalis:

1. Os testiculos de larvas se apresentam como um par de formatos riniforme e em

adultos esses 6rgdos se fundem originando um unico testiculo de formato arredondado.

2. A espermatogénese € um processo sincronico, onde as células da linhagem

germinativa se desenvolvem no interior de cistos formados por células sométicas.

3. A espermatogénese acontece da regidao folicular apical para a regido basal em
larvas, e em adultos, o processo ocorre de maneira centripeta, sendo que cistos de
espermatogbnias e espermatdcitos se localizam na periferia do 6rgdo e os cistos de
espermatides e feixes de espermatozoides estdo localizados na regido central, préximos aos

vasos deferentes.

4. A espermatogénese € um processo dicotbmico que origina espermatozoides

eupirenes (nucleados) e espermatozdides apirenes (anucleados).
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