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Resumo

O género Idarnes compreende vespas de figo nao-polinizadoras associadas
com plantas do género Ficus, segao Americana. Sao conhecidas como parasitas do
mutualismo, uma vez que exploram o mutualismo estabelecido entre a figueira e sua
vespa polinizadora, causando um efeito negativo na produgédo das polinizadoras e,
consequentemente, afetando a capacidade de dispersao do podlen. Neste trabalho,
foram estudadas trés espécies de Idarnes com machos apteros encontrados no
interior de figos de Ficus citrifolia. Estes machos s&do completamente diferentes de
suas fémeas co-especificas, aladas. Devido ao acentuado dimorfismo sexual, vespas
deste género foram inicialmente descritos em géneros diferentes. E, até o0 momento
nao estdo classificados em familia. Pesquisas tém demonstrado que a ultraestrutura
dos espermatozdoides em Hymenoptera apresentam variagdes suficientes para
fornecer caracteres adicionais para estudos filogenéticos. Isto porque os caracteres
destas células apresentam uma natureza mais conservativa do que aqueles
morfolégicos tradicionalmente utilizados. Sendo assim, neste trabalho descrevemos a
ultraestrutura dos espermatozodides de vespas Idarnes. Para tanto, utilizamos a
microscopia eletrbnica de transmissdo. Os espermatozoides das trés espécies
descritas neste trabalho sdo morfologicamente semelhantes aos outros Chalcidoidea,
com nucleo e flagelo helicoidalmente retorcidos. A regido da cabecga é formada pelo
acrossoma e o nucleo; e a regido flagelar composta pelo axonema com arranjo
microtubular 9+9+2, o adjunto do centriolo e dois derivados mitocondriais. No entanto,
algumas diferengas foram observadas: (1) somente uma das espécies de Idarnes
apresentou o revestimento extracelular circundando a porgao anterior do flagelo, que
por sua vez, se estende até a regido anterior do flagelo, mas n&o apresentou
filamentos irradiando-se dele; (2) o acrossoma das trés espécies é diferente; (3) o
adjunto do centriolo e (4) os derivados mitocondriais sdo diferentes dos outros
Chalcidoidea ja descritos. Estes dados mostram que a estrutura espermatica pode
diferir dentro de um mesmo género, e confirmam o potencial destas células em
analises filogenéticas da superfamilia Chalcidoidea e dos Hymenoptera em geral.
Palavras-chave: Chalcidoidea, Vespas de figo, Espermatozéide de inseto,

Ultraestrutura espermatica.



Abstract

Idarnes is a nonpollinating fig wasp genus associated with Ficus, section
Americana. These wasps are known as mutualisms parasites because they exploit the
mutualism established between the fig and their pollinator, causing a negative effect on
pollinator wasp production, therefore affecting the fig’s ability to disperse pollen. We
studied three species of Idarnes with wingless males found in figs of Ficus citrifolia.
These males are completely unlike their co-specific females, which are winged. Due to
the accentuated sexual dimorphism, males and females were initially described in
different genera. Up to date their family is unknown. Numerous investigations have
demonstrated that ultrastructure of the spermatozoa in Hymenoptera provides sufficient
variations of characters for phylogenetic studies. This occurs because the characters of
those cells are better preserved than the morphologic ones traditionally used. The aim
of this study was to describe the sperm ultrastructure of three species of the /darnes
genus. The samples were processed for transmission electron microscopy and then
characterized. Spermatozoa morphology of the three species described in this study
was similar to that of most Chalcidoidea, with nucleus and flagellum helicoidially
twisted. The head area consisted of an acrosome and a nucleus, and a flagellum area,
which includes the axoneme with microtubular arrangement 9+9+2, centriolar adjunct
and two mitochondrial derivatives. However, some differences were noted: (1) only one
Idarnes species exhibited an extracellular sheath surrounding the anterior portion of the
nucleus, which extends to the anterior region of the flagellum, but it did not present
filaments; (2) the acrosome in the three species was quite different; (3) the centriolar
adjunct and (4) mitochondrial derivatives were unlike other Chalcidoidea described so
far. These data showed that sperm structure may differ within the same genus and
confirms the potential of these cells in phylogenetic and taxonomic analyses in the
Chalcidoidea superfamily, as well as in Hymenoptera in general.

Keywords: Chalcidoidea, fig wasps, Insect Spermatozoa, Ultrastructure sperm.
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O género Ficus apresenta uma distribuicdo pantropical e é considerado o
maior género da familia Moraceae, com cerca de 750 espécies descritas (Berg,
1989). Destas, 140 espécies, aproximadamente, encontram-se nas Américas (Berg,
1989) e 66 espécies nativas sao conhecidas no Brasil, oito pertencentes ao
subgénero Pharmacosycea e 58 ao subgénero Urostigma (Carauta & Diaz, 2002).
Este género é caracterizado por uma inflorescéncia globosa, fechada, conhecida por
sicénio ou figo (Fig. 1), no interior da qual estdo inseridas as flores; a Unica
comunicagado entre os lados internos e externos é através do ostiolo (Verkerke,
1989). As figueiras nativas brasileiras s&o todas mondicas, contendo flores

masculinas e femininas no mesmo figo.

Fig. 1 Figos de Ficus citrifolia

Ficus citrifolia Miller € uma espécie mondica e pode crescer como uma arvore
de porte mediano a grande ou como hemiepifita (Fig. 2), iniciando seu crescimento

sobre os troncos de outras arvores, que servem de suporte para o seu crescimento.



Fig. 2 Ficus citrifolia (hemiepifita)

No Brasil € distribuida em toda a regido sul, bem como em parte das regides
Sudeste e Centro-Oeste (Carauta & Diaz, 2002) e a polinizagédo de F. citrifolia,
nestas regioes, é realizada por uma espécie nao descrita do género Pegoscapus
(Hymenoptera: Agaonidae). Além da espécie polinizadora, Pereira et al. (2000)
encontraram outras 14 espécies de vespas chalcidoides ndo polinizadoras
associadas a ela. Destas vespas, Idarnes foi o género mais representativo, com
cinco espécies registradas: sendo trés espécies do grupo carme, uma do grupo
flavicollis e uma do grupo incerta.

Idarnes é o género de vespas de figo mais diverso e abundante da fauna
Neotropical (Gordh, 1975). Segundo Hanson & Ramirez (1995) existem cerca de 30
espécies na Costa Rica. No Brasil, acredita-se que sejam distribuidas em todo o
pais, mas as regides de maior concentracdo de estudos sdo a Sul e Sudeste
(Pereira et al., 2000; Schiffler, 2002).

Assim como as polinizadoras, vespas Idarnes apresentam certa
especificidade de hospedeiro, desenvolvendo-se exclusivamente em plantas da

secao Americana de Ficus (Boucek, 1993).



As espécies de Idarnes encontradas em F. citrifolia pertencem a trés grupos
taxondmicos (carme, flavicollis e incerta) (BoucCek, 1993). A identificagdo € baseada,
principalmente, nas caracteristicas morfolégicas das fémeas, uma vez que os
machos de espécies diferentes apresentam diferengas morfolégicas sutis, podendo
ser diferenciados por suturas longitudinais presente nas capsulas cefalicas (Figs. 3
A-C) (Pereira et al., 2008). As vespas do grupo incerta apresentam machos e
fémeas alados, enquanto nos grupos carme e flavicollis as fémeas sao aladas, de
vida livre, e os machos apteros (Figs. 4 A-B) com atividade restrita ao interior do
siconio (Boucek, 1993).

Figura 3. Diferencas nas capsulas cefalicas de machos de Idarnes. (A e B) grupo carme sp.
1 e sp. 2, respectivamente (C) grupo flavicollis sp. 3. Seta preta: suturas longitudinais.
(Fotos: R. A.S, Pereira)

Figura 4. Dimorfismo sexual entre vespas Idarnes (grupo carme). (A) Fémea (B) Macho.
Escalas: A e B 0,3 mm. (Fonte: Elias, 2008)



Figueiras e suas vespas polinizadoras estabelecem um mutualismo
obrigatério, isto porque sdo completamente dependentes uma da outra para
sobrevivéncia e reproducdo. A polinizagdo das figueiras € mediada exclusivamente
pelas vespas Agaonidae, que, por sua vez utilizam os ovarios de algumas flores
para depositar seus ovos e desenvolver sua prole (Weiblen, 2002). Além da espécie
polinizadora, uma unica espécie de figueira pode abrigar cerca de 30 espécies de
diferentes linhagens de vespas nao-polinizadoras (Cook & Rasplus, 2003). Essas
espécies sdo denominadas nao-polinizadoras porque exploram o mutualismo sem
oferecer os beneficios da polinizacdo, sendo conhecidas como parasitas do
mutualismo (Yu, 2001).

As vespas nao-polinizadoras podem ser galhadoras, inquilinas ou parasitéides
(Kerdelhué & Rasplus, 1996). As galhadoras fitéfagas sao capazes de induzir galhas
nas flores pistiladas, que servirdo de alimento para a larva; e por consequéncia,
competem com as polinizadoras por sitio de oviposi¢do. As inquilinas, também
fitofagas, ndo sao capazes de induzir galhas e, por isso, obtém alimento do tecido
vegetal da galha induzida por outras espécies. As parasitdides se desenvolvem
alimentando-se das larvas das vespas fitofagas (Abdurahiman & Joseph, 1978;
Kerdulhué & Rasplus, 1996).

Embora a biologia larval da maioria das vespas n&o-polinizadoras seja
pobremente documentada (West et al., 1996; Kjellberg et al., 2005), trabalhos
recentes tém reportado que ela pode variar dentro de um género (Pereira et al.,
2007; Elias et al., 2008) e que o efeito negativo que causam sobre o mutualismo
varia de acordo com sua biologia (Bronstein, 1992). Elias et al. (2008) demonstraram
que as vespas dos trés grupos de Idarnes apresentam biologias larvais diferentes e
que colonizam o figo em fases distintas do desenvolvimento do figo. Segundo os
autores, as vespas dos grupos flavicollis e incerta colonizam o figo durante sua fase
receptiva, sustentando a hipotese de que sejam galhadoras, impactando
negativamente na producdo de vespas polinizadoras e, consequentemente, na
capacidade de disperséo do podlen (West et al., 1996). A colonizagédo das vespas do
grupo carme da-se mais tardiamente, quando ja n&do ha mais espacgo para indugao
de novas galhas, indicando, que sejam inquilinas das polinizadoras, matando-as por

inanicao.



O modo de oviposigdo é diferenciado nas vespas polinizadoras e nao-
polinizadoras. Enquanto as polinizadoras adentram o siconio, por meio do ostiolo,
para depositar os ovos e realizar a polinizagdo; as vespas /darnes ovipositam
inserindo seu longo ovipositor através da parede do siconio até alcangarem o ovario
das flores (Figs. 5 A-D), e por esta razdo nédo sado capazes de efetuarem a
polinizagdo. Os machos emergem antes das fémeas e competem localmente entre si

por acasalamentos (Hamilton, 1979; Pereira & Prado, 2005).

Figura 5. Modos de oviposicdo de espécies de Idarnes. (A) Oviposicdo de fémea Idarnes sp. 3 (grupo
flavicollis). (B) Oviposi¢do de fémea sp. 1 (grupo carme). (C e D) Aumento das figuras A e B,
respectivamente. Inset da figura C corresponde ao local de inser¢do do ovipositor de Idarnes sp. 3
(grupo flavicollis).Seta preta: ovipositor inserido na parede da galha. (Fonte: Elias, 2005)



A classificagao do género Idarnes Walker, 1843 (Sycophaginae)

Desde que foi descrito por Francis Walker no ano de 1843, a classificagéo do
género Idarnes tem passado por inumeras modificagdes. Essas modificagdes nédo se
limitaram apenas ao género, mas estenderam-se no seu posicionamento dentro das
familias Torymidae e Agaonidae.

Dentre os motivos para tal inconstancia em sua classificagao estdo: (1) a
escassez de estudos a respeito do grupo, (2) o elevado dimorfismo sexual € o (3)
tamanho diminuto das vespas. O grupo carme apresenta fémeas com tamanho
corpéreo com cerca de 1,5 mm e machos com 0,8 mm, enquanto que em flavicollis
as fémeas possuem cerca 2,3 mm e os machos com 1,9 mm (Gordh, 1975).

O estudo de Gordh (1975) € a unica revisdo publicada do género, incluindo
consideragdes ecolégicas e uma chave de identificacdo para o género. Embora
existissem alguns trabalhos anteriores, citados por Gordh (e.g. Wolcott, 1951;
Butcher, 1964) sobre a espécie tipo Idarnes carme, nenhum deles tinham
caracterizado o género devidamente. Segundo o autor, a falta de observagdes
detalhadas fez com que Mayr (1885) descrevesse machos e fémeas da mesma
espécie em géneros diferentes, devido ao acentuado dimorfismo sexual. Os géneros
estabelecidos por Mayr foram: Tetragonaspis para as fémeas, e Ganosoma para 0s
machos. No ano seguinte, Muller (1886) notou que ambas pertenciam a mesma
espécie e corrigiu o erro. No entanto, a transferéncia para o género Idarnes ocorreu
apenas no ano de 1904, por Ashmead (apud Boucek, 1993).

Quanto a classificagdo em familia, a subfamilia Sycophaginae, a qual Idarnes
pertence, foi inicialmente colocada por Ashmead (1899) (apud Boucek, 1988) em
Torymidae. Este se baseou, principalmente, no longo ovipositor apresentado pelas
vespas, que eram semelhantes aos das vespas pertencentes a referida familia. Mas,
no ano de 1988, esta classificagao foi modificada por Boucek, que agrupou todas as
vespas nhao-polinizadoras que dependiam dos tecidos do sicénio ndo sO para
alimentagdo, mas para completar seu ciclo de vida, na familia Agaonidae. Desta
forma, esta ultima deixou de ser restrita as polinizadoras e passou a incluir seis
subfamilias; a das polinizadoras (Agaoninae) e outras cinco de n&o-polinizadoras
(Epichrysomallinae, Otitesellinae, Sycorictinae, Sycoecinae, e Sycophaginae).



Posteriormente, ferramentas moleculares (Rasplus et al., 1998) mostraram
que a familia Agaonidae nao era monofilética, e uma nova classificagao foi proposta.
A familia foi novamente restringida as vespas polinizadoras e as subfamilias das
nao-polinizadoras redistribuidas em outras familias de Chalcidoidea. No entanto,
Sycophaginae nao pbde ser reclassificada e, atualmente € considerada incerta
sedis, necessitando, portanto, de mais estudos que possam ajudar a esclarecer sua

posicao taxondmica.

A utilizagao de espermatozéides como ferramenta em trabalhos de sistematica

Acredita-se que a maioria das duvidas a respeito da filogenia dos
Hymenoptera possa ser resolvida com analises de dados morfologicos externos
juntamente com dados moleculares e morfoldgicos cujas caracteristicas sejam
menos susceptiveis as condigdes ambientais, como por exemplo, o0s
espermatozoides.

Estas células sdo consideradas conservativas, (1) por ndo sofrerem pressao
direta de mudangas ambientais, (2) por ser um carater unico de identidade para a
espécie que o produz, uma vez que tanto o material genético quanto sua morfologia
€ espécie-especifico e (3) por sua evolugdo acompanhar a evolugdo da espécie.
Assim, com analises cuidadosas, podem fornecer informagdes importantes para uma
melhor interpretacdo de relagdes filogenéticas entre taxons (Dallai et al., 2008) e
elucidar problemas de classificagdo. Desta forma, espermatozoides estdo sendo
cada vez mais explorados em trabalhos de sistematica de varios grupos de animais,

incluindo os insetos (Carcupino et al., 1995; Jamieson et al., 1999).

Morfologia geral dos espermatozéides de Hymenoptera

Os espermatozdoides em Hymenoptera sdo semelhantes aqueles
considerados tipicos para os Pterygota (Baccetti, 1972). Sdo células filiformes, com
comprimento variando entre as espécies, podendo medir de 8 um em Meteorus sp.
(Braconidae) (Quicke et al., 1992) a 1.500 ym em Euglossa mandibularis (Apidae)
(Zama et al.,, 2005a). Apresentam a regido da cabega, constituida por um

acrossoma, seguido pelo nucleo; e a regido da cauda, ou flagelar, que na maioria
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dos Hymenoptera, é composta pelo axonema, dois derivados mitocondriais, um
adjunto do centriolo e dois corpos acessorios (Quicke et al., 1992; Jamieson et al.,
1999).

O acrossoma é uma organela longa, anterior ao nucleo e formada pela
vesicula acrossomal e o perforatorium (Jamieson et al., 1999; Zama et al., 2001;
Lino-Neto & Dolder, 2002). O nucleo € geralmente muito longo e com cromatina
elétron-densa e compactada. O axonema apresenta um arranjo padrao para insetos
9+9+2, ou seja, nove microtubulos acessorios externos, nove pares de microtubulos
periféricos e dois microtubulos centrais. Os dois derivados mitocondriais geralmente
apresentam cristas, podendo conter material paracristalino, com diametros e
comprimentos podendo ser iguais ou ndo (Wheeler et al., 1990; Quicke et al., 1992;
Newman & Quicke, 1998). Os corpos acessérios situam-se entre os derivados
mitocondriais e 0 axonema; sdo longos e com formato triangular em cortes

transversais (Baccetti, 1972).

Caracteristicas dos espermatozoides de Chalcidoidea

Diferentemente da maioria dos Hymenoptera, os espermatozéides de
Chalcidoidea ja estudados apresentam nucleo, axonema e derivados mitocondriais
espiralados, como pode ser observado no desenho esquematico (Fig. 6) (Wilkes &
Lee, 1965; Hogge & King, 1975; Quicke et al., 1992; Lino-Neto et al., 1999, 2000a;
Lino-Neto & Dolder 2001a; Fiorillo et al., 2008; Brito et al., 2009). E, assim como a
maioria das vespas parasiticas (Quicke et al., 1992; Newman & Quicke 1998, 1999a;
Lino-Neto & Dolder, 2001b), apresentam uma camada extracelular recobrindo o
acrossoma (quando presente) e a parte anterior no nucleo (Lino-Neto et al., 1999,
2000a; Lino-Neto & Dolder, 2001a; Fiorillo et al., 2008; Brito et al., 2009). Na regido
de transicdo nucleo-flagelo, o adjunto do centriolo antecede o axonema e os dois
derivados mitocondriais, que por sua vez, apresentam didmetro bastante semelhante
(Quicke et al., 1992; Lino-Neto et al., 1999, 2000a; Lino-Neto & Dolder, 2001a,
Fiorillo et al., 2008).

Embora existam poucos trabalhos relacionados a ultraestrutura dos

espermatozoides de Chalcidoidea, estes apontam que estas células apresentam



uma diversidade ultraestrutural suficiente para fornecer um sistema de caracteres
(Quicke et al., 1992; Lino-Neto et al., 1999, 2000a; Lino-Neto & Dolder, 2001a,
Fiorillo et al., 2008), que podem ser utilizados em trabalhos de sistematica para

ajudar a elucidar problemas de classificagdes.

Par de derivado
mitocondrial

Axonema

Figura 6: Esquema de espermatozdide tipico de Chalcidoidea. Modificado de Wilkes & Lee (1965)
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A morfologia dos espermatozdides de vespas Idarnes foi primeiramente
observada por Pereira et al. (2008), no entanto, a Unica técnica utilizada para analise
destas células foi a microscopia de luz (Figs. 7 A-F). Para a observacdo da
caracteristica retorcida do espermatozoide, tipico de Chalcidoidea, assim como a
medidas do comprimento total, foi utilizado a microscopia de contraste de fase (Figs.
7 A-C) e, observagcbes e medidas nucleares foram realizadas por meio de
marcagdes com DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole) (Figs 7 D-F).

Espermatozéides de Idarnes sp. 1 (grupo carme) sao longos, com
comprimento total de 230 ym, em média, com nucleo pequeno, medindo cerca de 18
Mm. Enquanto que em Idarnes sp. 2 (grupo carme) e Idarnes sp. 3 (grupo flavicollis)
os espermatozdéides sao menores, aproximadamente 190 ym e 210 um,
respectivamente, e possuem nucleos maiores, 25 uym para ambas as espécies
(Pereira et al., 2008).

Figura 7. Micrografias de espermatozoides obtidos de espermateca (Q) e vesicula seminal () de
vespas Idarnes. (A-C) Espermatozoides em comprimento total mostrando formato contorcido.

(D-F) Regiao da cabeca com nucleo com formato helicoidal. (A, D) Idarnes sp. 1 (grupo carme),

(B, E) Idarnes sp. 2 (grupo carme), (C, F) Idarnes sp. 3 (grupo flavicolis). Escalas: (A-C) 50 um;
(D-F) 10 um. (Fonte: Pereira et al., 2008) 11



2. ODbjetivos



Partindo do pressuposto que (1) a ultraestrutura de espermatozoides possa
ajudar na problematica de classificacdo em insetos, (2) que a falta de
posicionamento em familia da subfamilia Sycophaginae, assim como a escassez de
trabalhos a respeito de vespas Idarnes seja ainda um problema para este género,
torna-se necessario a descricdo e comparagdo da ultraestrutura dos
espermatozoides desde grupo, de modo que sejam utilizadas como uma ferramenta
adicional para melhor interpretar as relagdes filogenéticas deste género de vespas

de figo.
Desta forma, os objetivos deste estudo foram:

e Caracterizar a ultraestrutura dos espermatozdides de trés espécies do género

Idarnes e,

e Compara-las ndo apenas entre si, para verificar se existem diferencas
marcantes entre as espécies, mas também compara-las aos dados de outros
Chalcidoidea ja existentes na literatura, para que estudos filogenéticos sejam

realizados posteriormente nesta superfamilia.
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3. Materiais e

Métodos



As trés espécies de Idarnes utilizadas no trabalho foram Idarnes sp.1 e
Idarnes sp.2, ambas pertencente ao grupo carme, e Idarnes sp.3 (grupo flavicollis).

Espécimes machos destas trés espécies de Idarnes foram coletados no
campus da Universidade de Sao Paulo (USP), na cidade de Ribeirdo Preto, nos
meses: abril/2008, janeiro, junho, agosto e setembro/2009. O material testemunho
pode ser encontrado na colecdo de vespas de figo do laboratorio de Biologia
Reprodutiva de Ficus - Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras da USP de Ribeirdo Preto/SP, coordenado pelo Prof. Dr. Rodrigo
Augusto Santinelo Pereira.

Os machos foram dissecados em Tampao Fosfato-Salino (PBS), para
remogao dos testiculos e vesiculas seminais e em seguida processados para

Microscopia Eletrénica de Transmissao.

Microscopia Eletronica de Transmissao

Testiculos e vesiculas seminais foram fixadas em solugcdo fixadora
convencional (rotina): glutaraldeido 2%, paraformaldeido 2%, CaCl, 5 mM e
sacarose 3% em tampéao cacodilato de sdodio 0,1 M, pH 7,2 a 4 °C por 24h; pos
fixadas em tetréxido de ésmio 2% e ferricianeto de potassio 1,6% CaCl, 10 mM em
tampao cacodilato de sédio 0,2 M, pH 7,2 por 1h. A contrastagcdo in block foi
realizada em acetato de uranila 0,5% overnight; e a desidratacdo em séries
crescentes de acetona (30-100%). Apds a desidratagcdo, as estruturas foram
infiltradas em resina Spurr, emblocadas com a referida resina, e mantidas em estufa
a 60 °C por 48h para polimerizacdo. Cortes semifinos e ultrafinos foram realizados
em ultramicrotomos Reichert Supernova, analisados em Microscopio Eletrénico de
Transmissao Jeol 1011 a 80 Kv e fotografados em camera Gatan.

Visando uma melhor preservagdo dos microtubulos axonemais, utilizou-se a
técnica de acido tanico. Esta técnica consiste na fixagdo em glutaraldeido 2%, acido
tanico 1%, sacarose 1,8% em tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2 por 5 dias a 4
°C. A seguir foi realizada a contrastagédo in block com acetato de uranila 1% em
agua destilada e em seguida o material foi processado conforme descrito

anteriormente.
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Para a deteccdo de proteinas basicas, foi realizada analises citoquimicas por
meio de acido etandlico fosfotungstico (E-PTA), uma vez que em insetos, o adjunto
do centriolo é constituido por ribonucleoproteinas e proteinas (Taffarel & Esponda,
1980). O material foi, inicialmente, fixado em glutaraldeido 2,5%, sacarose 5% em
tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2 por 24h a 4 °C. Desidratado em série
crescente de etanol (30-90%) e tratadas in block com uma solugéo de PTA 2% em
etanol absoluto durante 24h em temperatura ambiente, e em seguida o material foi
infiltrado em resina Spurr, emblocado na mesma resina e mantido em estufa para
polimerizagao.

Nas técnicas de acido tanico e E-PTA n&o foram realizadas a pos fixagéo. E,
em todas as técnicas utilizadas, os cortes ultrafinos foram analisados sem

contrastacio das telinhas.
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4. Resultados



Os espermatozodides das trés espécies de Idarnes sao células alongadas e
helicoidalmente retorcidas ao longo de todo o seu comprimento. Sdo divididas em
duas regides, uma anterior correspondente a cabega onde se encontra o nucleo e o
acrossoma, e outra posterior, correspondente ao flagelo que €&, por sua vez,
composto pelo axonema, com um arranjo microtubular 9+9+2, um par de derivados

mitocondriais e o adjunto do centriolo.

Regido da cabeca

Acrossoma

O acrossoma localiza-se no apice do nucleo e apresenta formato diferente
para as trés espécies, como observado em cortes longitudinais (Figs. 8 A-B, D-E, G-
H) e transversais (Figs. 8 C, F, ). Em Idarnes sp. 1 (grupo carme) o acrossoma é
longo e dividido em dois compartimentos (Figs. 8 A-B), um inferior, correspondente
a vesicula subacrossomal, com aproximadamente 180 nm de comprimento; e um
superior, correspondente a vesicula acrossomal, com 715 nm de comprimento. A
vesicula acrossomal apresenta formato ovalado, € na sua extremidade superior
encontra-se uma estrutura paracristalina (Figs. 8 A-B), melhor observado em corte
transversal (Fig. 8 C). Vespas Idarnes sp. 2 (grupo carme) apresentam acrossoma
recoberto pelo revestimento extracelular (Figs. 8 D-F), o qual é pequeno, ovalado e
também bicompartimentado (Figs. 8 D-E). A vesicula subacrossomal possui
aproximadamente 100 nm, e a vesicula acrossomal, 195 nm de comprimento. Em
Idarnes sp. 3 (grupo flavicollis) esta estrutura é bastante alongada, composta por
trés compartimentos (Fig. 8 H), o perforatorium, com aproximadamente 560 nm, a
vesicula subacrossomal, 705 nm, e a vesicula acrossomal com 870 nm de
comprimento. Estes compartimentos também podem ser observados em corte
transversal (Fig. 8 ). Nesta ultima espécie, as vesiculas subacrossomal e
acrossomal recobrem o perforatorium ao longo de todo o seu comprimento (Figs. 8
G-H). Este, por sua vez, encaixa-se em uma pequena cavidade na ponta do nucleo
(Fig. 8 G), apresentando a extremidade anterior dilatada e seu formato
assemelhando-se a um cone (Fig. 8 G-H). Embora o perforatorium nao tenha sido
observado nas outras duas espécies, 0 acrossoma também se encaixa em uma

cavidade no apice do nucleo (Figs. 8 A, D-E).
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Figura 8. Micrografias Eletronicas de Transmissdo da regido do acrossoma. (A-B, D-E, G-H) Cortes
longitudinais mostrando os diferentes formatos do acrossoma nas trés espécies de Idarnes. (C, F, I) Cortes
transversais. (A-C) Idarnes sp. 1 (grupo carme); (D-F) Idarnes sp. 2 (grupo carme); (G-1) Idarnes sp. 3
(grupo flavicollis). (cabega de seta) vesicula acrossomal, (estrela) vesicula subacrossomal, (asterisco)
estrutura paracristalina, (p) perforatorium, (s) revestimento extracelular, (n) ntcleo, (seta) inser¢ao do
perforatorium no nucleo. (A-F, H-I) Acido tanico, (G) Rotina. Escalas: (A-C, E-F, H-I) 0,2 um; (D, G)
0,5 um
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Nucleo
A cromatina nuclear é altamente compactada, homogénea e elétron-densa

(Figs. 9 A-F). A tor¢ao do nucleo pode ser observada tanto em cortes longitudinais
(Figs. 9 A-C) como em cortes transversais (Figs. 9 E-F), uma vez que apresentam
formato irregular. O nucleo também apresentou elétron densidade para a técnica de
acido etandlico fosfotungstico (E-PTA) (dados ndo mostrados).

Dentre as espécies analisadas, I/darnes sp. 2 (grupo carme) foi a unica que
apresentou um revestimento extracelular envolvendo o acrossoma (Figs. 8 D-F) e o
nucleo (Fig. 9 B, F) que, por sua vez, se estende até a regido anterior do flagelo e,

termina em alturas diferentes (Fig. 9 D).

Regqgiao de transicao nucleo-flagelo

A regido de transicédo nucleo-flagelo € caracterizada pela presenga do adjunto
do centriolo e € assim denominada por ser o local de inser¢ao do flagelo a base do
nucleo, possibilitando esta uniao.

As trés espécies de Idarnes apresentam adjunto do centriolo alongado, como
pode ser observado em cortes longitudinais (Figs. 10 A-D). Estes evidenciam ainda,
que o adjunto do centriolo encontra-se envolvido pelos derivados mitocondriais;
caracteristica também observada em cortes transversais (Figs. 10 F-G). Esta
estrutura, no entanto, ndo se encontra inserida na base do nucleo, mas inicia-se
pouco abaixo dele, como observado nas figuras 10 A-D e na sequéncia de cortes
transversais da porgédo inicial do flagelo (Figs. 10 E-G). Estes ultimos est&o
dispostos de acordo com a altura do flagelo em relagdo ao nucleo, ou seja, a figura
10 E [Idarnes sp. 1 (grupo carme)] ilustra o inicio do flagelo, logo abaixo do nucleo;
nesta regido observa-se um espacgo entre os derivados mitocondriais, e a figura 10 F
[ldarnes sp. 1 (grupo carme)] é referente a regido mais inferior onde o adjunto do
centriolo encontra-se presente. Em Idarnes sp. 2 (grupo carme) (Fig. 10 G) e Idarnes
sp. 3 (grupo flavicollis) (dado ndo mostrado em corte transversal), 0 espago entre os
derivados mitocondriais ndo € tao evidente. Nas técnicas de rotina e acido tanico o
adjunto do centriolo mostrou-se com um aspecto semelhante a uma massa elétron-

densa (Figs. 10 A-D, F-G). Mas, na técnica de acido etandlico fosfotungstico (E-
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PTA), ficou constatado que tal estrutura é formada por uma massa elétron-densa,
mas permeada por lacunas elétron-lucidas (Fig. 11 A).

O adjunto do centriolo estende-se, portanto, pouco distante do nucleo (Figs.
10 A-D) até o inicio do axonema (Figs. 11 A-C), regido onde os microtubulos
axonemais se inserem (Figs. 11 D-F)

Em Idarnes sp. 2 (grupo carme) o revestimento extracelular € observado tanto
em cortes longitudinais (Figs. 9 D, 10 B, 11 B) como transversais (Figs. 10 G, 11 E)

recobrindo esta regido do espermatozéide.
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Figura 9. Micrografias Eletronicas de Transmissdo da regido do nucleo. (A-D) Cortes longitudinais e
(E-F) transversais mostram nucleo (n) com formato contorcido. (B) Revestimento extracelular (s)
recobrindo o nucleo e (D) a porgéo anterior do flagelo. (A, E) Idarnes sp. 1 (grupo carme); (B, D, F)
Idarnes sp. 2 (grupo carme); (C) Idarnes sp. 3 (grupo flavicollis). (Seta) por¢ao final do revestimento
extracelular, (ac) adjunto do centriolo, (ax) axonema. (A-C, E) Rotina, (D, F) Acido tanico. Escalas:
(A-C) 1um: (D) 0.5 um: (E-F) 0.2 um
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Figura 10. Micrografias Eletronicas de Transmissdo da regido de transi¢ao nticleo-flagelo — adjunto do
centriolo. (A-D) Cortes longitudinais mostrando o adjunto do centriolo (ac) envolvido pelos derivados
mitocondriais (dm). (E-G) Sequéncia de cortes transversais do inicio do flagelo. (A, D-F) Idarnes sp. 1
(grupo carme); (B, G) Idarnes sp. 2 (grupo carme); (C) Idarnes sp. 3 (grupo flavicollis). (s)
revestimento extracelular, (ax) axonema, (n) nucleo, (seta) espaco entre os derivados mitocondriais.
(B-C) Rotina, (A, D-G) Acido tanico. Escalas: (A, B, C, F) 0,5 pm; (D-E, G) 0,2 pm
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Figura 11. Micrografias Eletronicas de Transmissdo da regido de transi¢do nucleo-flagelo - inser¢do do
axonema. (A-C) Cortes longitudinais mostrando o adjunto do centriolo (ac) envolvido pelos derivados
mitocondriais (dm). (D-F) Cortes transversais evidenciando o adjunto do centriolo revestindo os
elementos do axonema. (A, C-D) Idarnes sp. 1 (grupo carme), (B, E) Idarnes sp. 2 (grupo carme), (F)
Idarnes sp. 3 (grupo flavicollis). (s) revestimento extracelular. (B-C, E-F) Acido tanico, (A,D) E-PTA.
Escalas: (A, C) 0,5 um; (B) 1 um; (D-F) 0,2 um
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Regqido do flagelo

Torgéo flagelar

Nas trés espécies de Idarnes a torgdo do axonema é facilmente observada
em cortes longitudinais (Figs. 12 A-F) e evidenciada em cortes transversais (Figs. 13
A-l) por meio dos microtubulos, uma vez que alguns parecem desfocados enquanto
outros sdo bastante evidentes. Isso se da pelo fato de, devido a tor¢cdo, nem todos
0s microtubulos serem seccionados em angulo reto.

Outra estrutura pela qual se pode observar a tor¢do do flagelo € o par de
derivados mitocondriais, para isto, deve-se comparar tanto os cortes longitudinais
(Figs. 12 A-B, C-D, E-F) quanto os cortes transversais (Figs. 13 A-B, D-E, G-H). As
figuras (12 A, C, E e 13 A, D, G) correspondem a porc¢ao anterior do flagelo, onde os
derivados aparecem bastante proximos, indicando grande torgdo, enquanto que as
figuras (12 B, D, F e 13 B, E, H) correspondem a porgao intermediaria do flagelo,
nesta regido os derivados encontram-se mais espagados, evidenciando uma
reducao na torcao.

Em espermatozoides de Idarnes sp. 1 (grupo carme), a torgdo observada no
par de derivados mitocondriais, na porgdo intermediaria do flagelo, é
aproximadamente 1,3 pm, enquanto que nas espécies de Idarnes sp. 2 (grupo
carme) e Idarnes sp. 3 (grupo flavicollis) € de 0,6 ym e 1,6 uym, respectivamente.
Desta forma, constata-se que a torgdo € mais acentuada em /Idarnes sp. 2 (grupo

carme).

Constituicao flagelar

O axonema apresenta um arranjo microtubular 9+9+2 (Fig. 14 A), sendo dois
microtubulos centrais, nove pares periféricos e nove microtubulos acessorios,
localizados mais externamente. No entanto, este arranjo € sequencialmente desfeito
na porgao final do axonema (Figs. 14 A-D). Na extremidade final do flagelo, os
acessorios sao os primeiros a terminarem (comparar as figuras 14 A e B); em
seguida os centrais (comparar figuras 14 B e C) e, por ultimo, os pares periféricos,
que antes de terminarem, encontram-se de maneira desorganizada (Fig. 14 D).

Além do axonema, o flagelo também possui um par de derivados

mitocondriais que o percorre ao longo de quase todo o comprimento do
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espermatozoide de maneira helicoidal (Figs. 12 A-F), estes apresentam cristas
mitocondriais (Figs. 10 A, D-G, 11 C, 12 A-B, 13 A, G) e material amorfo foi
observado apenas em Idarnes sp. 1 (grupo carme) (10 A, D-F, 11 C, 13 A).

Embora os dois derivados mitocondriais iniciam-se juntos, logo abaixo do
nucleo (Figs. 10 A-D), na porcéo final do flagelo eles terminam em alturas diferentes,
isto €, um termina antes do outro (Figs. 13 C, F, I).

Os derivados mitocondriais diferem nas trés espécies tanto no seu formato
quanto no seu tamanho (Figs. 13 A-C, D-F, G-lI). Em cortes longitudinais, os
derivados mitocondriais de vespas Idarnes sp. 1 (grupo carme) (Figs. 12 A-B) e
Idarnes sp. 3 (grupo flavicolis) (Figs. 12 E-F) sao pontiagudos, enquanto que em
vespas Idarnes sp. 2 (grupo carme) (Figs. 12 C-D) s&o achatados e compridos. Em
cortes transversais, os derivados de vespas /darnes sp. 1 (grupo carme) (Figs. 13 A-
C) e Idarnes sp. 3 (grupo flavicolis) (Figs. 13 G-l) apresentam diferengas sutis no seu
tamanho, com formato triangular. Ja em Idarnes sp. 2 (grupo carme) (Figs. 13 D-E)
os derivados apresentam tamanhos semelhantes, sdo achatados e compridos na
regido proximal do flagelo (Fig. 13 D) e ovalados na regiao distal (Figs. 13 E-F).

Tanto cortes longitudinais (Figs. 12 A-B) quanto transversal (Fig. 13 A) de
Idarnes sp. 1 (grupo carme) mostram que as cristas mitocondriais sdo paralelas,
com peridiocidade de cerca de 35 nm. Nas outras duas espécies as cristas também
estdo dispostas paralelamente (dados nao mostrados), com periodicidade de 34 nm
para Idarnes sp. 2 (grupo carme) e Idarnes sp. 3 (grupo flavicolis).

Em vespas Idarnes sp. 2 (grupo carme) os derivados mitocondriais
encontram-se envolvidos pelo revestimento extracelular apenas na regido anterior
do flagelo, como observado na figura 12 C, longitudinal, e na figura 13 D,
transversal.

Nao foi possivel identificar a presenca de corpos acessorios entre os
derivados mitocondriais e 0 axonema em nenhuma das trés espécies.

Os resultados foram ilustrados de forma simplificada na tabela 1 para melhor

visualizacido dos mesmos.
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Figura 12. Micrografias Eletronicas de Transmissao da regido do flagelo em secgdes longitudinais. (A-F)
Mostrando o axonema (ax) retorcido e envolvido pelos derivados mitocondriais (dm). (A-B) Idarnes sp. 1

(grupo carme), (C-D) charnes sp. 2 (grupo carme), (E-F) Idarnes sp. 3 (grupo flavicolis). (s) revestimento
extracelular. (A-B, D) Acido ténico, (C,E-F) Rotina. Escalas: (A) 0,5 um; (B-F) 1 um
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Figura 13. Micrografias Eletronicas de Transmissdo da regido do flagelo em secgdes transversais.

(A-I) Mostra o formato e a sequéncia da abertura dos derivados mitocondriais (dm) e o término deles nas
trés espécies. (A-C) Idarnes sp. 1 (grupo carme), (D-F) Idarnes sp. 2 (grupo carme), (G-1) Idarnes sp. 3
(grupo flavicolis). (ax) axonema, (s) revestimento extracelular. (A-I) Acido tanico. Escalas: (A-I) 0,2 pm
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Figura 14. Micrografias Eletronicas de Transmissdo do final do flagelo em sec¢des transversais.
(A-D) Mostrando a sequéncia do término dos microtiibulos axonemais. (A-D) Idarnes sp. 1
(grupo carme). (ax) axonema, (asterisco) microtibulos acessorios, (estrela) pares de microtubulos
periféricos, (cabega de seta) par de microtubulo central, (seta) tor¢cdo dos microtubulos. (A-D)
Acido tanico. Escalas: (A-C) 0,1 pm; (D) 0,2 pm
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Tabela 1. Caracteres das regioes de espermatozéides de trés espécies de Idarnes

Espécies
Regido do Estado do fdornes sp. 1 fdarnes sp. 2 Idarnes sp. 3
Caracteres
espermatozdide Caractere {grupo corme) (grupo corme)  (grupo fovicollis)
+ + +
Zeompartimentos Zeompartimentos 3compartimentos
T Diferente nas
3 espécies {Vesicula {Vesicula (Vesicula
acrossomal,
acrossamal e acrossomal e
subacrossomal e
subacrossomal}  subacrossomal) %
Cabeca il perforatorium)
Retorcido
com
cromatina
Micleo compactada, + + +
homogénea
e
eletrondensa
Alongado,
afastado do
i nicleo &
Regifio de Adjirito do e
transicdo envolvido -+ + +
: centriolo
nicleo-flagelo pelos
derivados
mitocondrials
+
Revestimento Frexanta an ey
extracelular  CPonoe MA N E“:Irc;ﬂ':'mar -
espécie nue EEIESF
estende até a
regiao anterior
do flagelo
Envalve o
adjunto do
centriclo e o + 7k +
Derivados __ aianema. I
mitocondriais  Diferenga no
formato mais ; Achatados/
Flagelo ; Triangulares Tri
i evidente em 2 Fi———— riangulares
uma espécie )
Retorcido,
com inicio
Axonem
SE afastado do + + +
nucleo
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5. Discussao
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Espermatozdides de Idarnes apresentam uma estrutura basica semelhante
aos outros Chalcidoidea ja descritos na literatura, tais como Bephratelloides
pomorum (Eurytomidae) (Lino-Neto et al., 1999); Trichogramma pretiosum e T.
atopovirilia (Trichogrammatidae) (Lino-Neto et al., 2000a); Trichogramma dendrolimi
(Trichogrammatidae) (Lino-Neto & Dolder, 2001a); Pegoscapus sp. 1, Pegoscapus
sp. 2 e P. tonduzi (Agaonidae) (Fiorillo et al., 2008) e Melittobia hawaiiensis e M.
australica (Eulophidae) (Brito et al., 2009). Nestas espécies, os espermatozdides s&o
longos, delgados e com uma estrutura helicoidal tanto na regido da cabecga, quanto
na regiao flagelar, ou seja, apresentam nucleo e flagelo torcidos com derivados
mitocondriais percorrendo o axonema helicoidalmente. Esta caracteristica retorcida
dos Chalcidoidea os difere de muitos himendpteros, cujos espermatozoides séo
lineares (Quicke et al., 1992; Lino-Neto & Dolder, 2002, Zama et al., 2001, 2004,
2005a; Araujo et al., 2005; Fiorillo et al., 2005; Mancini et al., 2006).

Em Idarnes o comprimento total dos espermatozéides é diferente para as trés
espécies, variando de 230 um [/darnes sp. 1 (grupo carme)] a 190 um [/darnes sp. 2
(grupo carme)], no entanto, o comprimento do nucleo é diferente apenas para uma
espécie, Idarnes sp. 1 (grupo carme) com 18 um, enquanto que as outras duas

espécies o nucleo possui 25 ym de comprimento (Pereira et al., 2008).

Reqgido da cabeca

Embora as trés espécies de Idarnes apresentem acrossoma anterior ao
nucleo, a estrutura classica do complexo acrossomal, constituida pela vesicula
acrossomal e perforatorium, presente em muitos himendpteros (Lino-Neto & Dolder,
2001b (apenas em Trissolcus basalis), 2002; Zama et al., 2001, 2004, 2005a,b; Bao
et al., 2004; Araujo et al., 2005, 2009; Fiorillo et al., 2005; Lino-Neto et al., 2008;
Gracielle et al., 2009; Mancini et al., 2009) foi observada apenas em Idarnes sp. 3
(grupo flavicollis). O formato cénico da vesicula acrossomal e perforatorium, assim
como sua inser¢gao no apice do nucleo em Idarnes sp. 3 (grupo flavicollis) séo
semelhantes ao descrito para Bephratelloides pomorum (Eurytomidae: Chalcidoidea)
(Lino-Neto et al., 1999) e outros hymenopteros [(Formicidae - Lino-Neto & Dolder,
2002); (Apidae — Bao et al., 2004); (Halictidae - Fiorillo et al., 2005); (Sphecidae —
Zama et al., 2005b); (Crabronidae - Araujo et al., 2009); (Vespidae - Mancini et al.,
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2009)]. Em Idarnes sp. 1 e Idarnes sp. 2 (grupo carme), assim como em outros
Chalcidoidea (Lino-Neto et al., 2000a; Lino-Neto & Dolder, 2001a; Brito et al., 2009),
o perforatorium do complexo acrossomal nao foi observado. A total auséncia do
acrossoma em espécies chalcidoides foi registrada apenas em trés espécies de
Agaonidae (Fiorillo et al., 2008).

O acrossoma de Idarnes sp. 2 (grupo carme), medindo 195 nm, € o menor ja
observado em Chalcidoidea, cujos relatos variam de 260 nm em Eulophidae (Brito
et al., 2009) a 1,5 ym em Trichogrammatidae (Lino-Neto & Dolder, 2001a).

Em relagdo a presenca do revestimento extracelular, as trés espécies de
Idarnes analisadas, diferem nao apenas entre si, uma vez que tal revestimento foi
observado apenas em espermatozdides de Idarnes sp. 2 (grupo carme), mas
também em relagao as outras espécies chalcidoides ja descritas, no que diz respeito
ao seu comprimento e aos filamentos que se irradiam dele. Nos Chalcidoidea, tal
revestimento se limita a regi&do do acrossoma e a porg¢ao anterior do nucleo (Hogge
& King, 1975; Lino-Neto et al., 1999, 2000a; Fiorillo et al., 2008; Brito et al., 2009)
além de apresentarem numerosos filamentos (Lino-Neto et al., 1999, 2000a, Fiorillo
et al., 2008, Brito et al., 2009).

Acredita-se que a presenga desta estrutura seja uma caracteristica de vespas
parasiticas, uma vez que foi relatada ndo apenas em vespas chalcidoides, mas
também em Ichneumonidae (Quicke et al., 1992) e Cynipoidea (Newman & Quicke
1999a). No entanto, n&o foi observada em duas das trés espécies de Idarnes aqui
analisadas, e em Scelionidae (Lino-Neto & Dolder, 2001b).

O nucleo helicalmente retorcido, com cromatina compactada e homogénea é
uma caracteristica das vespas Chalcidoidea (Lino-Neto et al., 1999, 2000a; Lino-
Neto & Dolder, 2001a; Fiorillo et al., 2008; Brito et al., 2009).

Regqido de transicio ntcleo-flagelo

A regiado de transi¢cao nucleo-flagelo € composta pela base nuclear, o adjunto
do centriolo e a porcdo anterior do flagelo. E neste local que ocorre a insercdo do
flagelo a base do nucleo.

Esta unido é facilitada pela presengca do adjunto do centriolo, estrutura

caracteristica desta regiao, cuja composi¢cao € basicamente por ribonucleoproteinas
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e proteinas (Taffarel & Esponda, 1980). Desta forma, a técnica de acido etandlico
fosfotungstico (E-PTA) é comumente utilizada em estudos de espermiogénese de
invertebrados (Bao, 1996; Lino-Neto et al., 1999, 2000a; Conte et al., 2005; Zama et
al., 2005b, 2007) e vertebrados (Ferreira & Dolder, 2003 a,b) para deteccédo de
proteinas basicas. Nas espécies Idarnes foi possivel observar que o adjunto do
centriolo é E-PTA positivo, mas apresenta espacgos elétron-lucidos, provavelmente
devido a composigao de proteinas diferentes.

Nas espécies de Idarnes o adjunto do centriolo, alongado e localizado entre
os derivados mitocondriais, difere grandemente dos outros Chalcidoidea. Nestes, o
adjunto do centriolo é curto e apresenta formato em disco entre o nucleo e o flagelo
(Lino-Neto et al., 2000a; Lino-Neto & Dolder, 2001a; Fiorillo et al., 2008), com
projecbes se estendendo a partir dele (Lino-Neto et al., 1999, 2000a; Lino-Neto &
Dolder, 2001a; Fiorillo et al., 2008, Brito et al., 2009). Estas projecbes podem ser
anteriores e justapostas basolateralmente ao nucleo (Lino-Neto et al., 2000a; Brito et
al., 2009); apenas posterior, associada ao inicio do flagelo (Fiorillo et al., 2008); com
projecdes tanto anterior quanto posterior (Lino-Neto & Dolder, 2001a); ou ainda se
estendendo do centriolo em sentido anterior, em formato espiral ao redor do nucleo
(Lino-Neto et al., 1999), nestas vespas o formato desta estrutura € dito simétrico.
Embora outros himendpteros também apresentem adjunto do centriolo alongado,
este se localiza lateralmente, circundando a extremidade posterior do nucleo e a
base dos derivados mitocondriais € 0 axonema, num arranjo assimétrico (Newman &
Quicke, 1998; 1999a,b; Lino-Neto et al., 2000b; Zama et al., 2001, 2004, 2005a,b;
Bao et al., 2004; Fiorillo et al., 2005; Mancini et al., 2006).

Além das diferengas no formato e localizagdo, o adjunto do centriolo em
Idarnes parece nao atingir a base do nucleo. Nestas vespas o adjunto do centriolo

afila-se anteriormente, ndo sendo claramente observada sua ligagdo a base nuclear.

Regqiao flagelar

O flagelo em Idarnes segue o mesmo arranjo observado em outros
Chalcidoidea, onde o axonema é torcido, com microtubulos axonemais 9+9+2, que
para melhor visualizagdo € comumente utilizado a técnica de acido tanico, e um par

de derivados mitocondriais percorrendo o axonema helicoidalmente (Lino-Neto et al.,
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1999, 2000a, Lino-Neto & Dolder, 2001a; Fiorillo et al., 2008, Brito et al., 2009). O
flagelo difere apenas na distdncia em que o axonema se inicia, em relagdo ao
nucleo. Nas trés espécies, ele se inicia mais distante do nucleo, devido ao longo
adjunto do centriolo que apresentam, enquanto que nas espécies de Eurytomidae
(Lino-Neto et al., 1999), Trichogrammatidae (Lino-Neto et al., 2000a; Lino-Neto &
Dolder, 2001a), Agaonidae (Fiorillo et al., 2008) e Eulophidae (Brito et al., 2009), o
axonema comega logo abaixo do nucleo, apdés um curto adjunto do centriolo.

A medida que os microtibulos axonemais aproximam-se da extremidade final
do flagelo, eles vdo sendo desmontados em diferentes sequéncias, variando entre
os grupos de insetos. Em /Idarnes, assim como em outros Chalcidoidea, com
excecgao de Pegoscapus (Fiorillo et al., 2008) os microtubulos acessorios terminam
primeiro (Lino-Neto et al., 1999; 2000a; Lino-Neto & Dolder, 2001a; Brito et al.,
2009). E, assim como observado em alguns Parasitica, os pares periféricos sao os
ultimos a terminar (Newman & Quicke, 1998; Lino-Neto et al., 1999, 2000a). Ja nos
Aculeata, os microtubulos centrais € os nove pares periféricos terminam primeiro, e
mais adiante os microtubulos acessorios (Lino-Neto et al., 2000b, Zama et al., 2001,
2004, 2005 a,b, 2007, Bao et al., 2004, Fiorillo et al., 2005). Em formigas, todos eles
terminam aproximadamente juntos (Wheeler et al., 1990; Lino-Neto & Dolder, 2002).

Diferengas importantes podem ser observadas comparando os derivados
mitocondriais tanto entre as trés espécies de Idarnes, quanto com outros
Chalcidoidea (Wilkes & Lee, 1965; Quicke et al., 1992; Lino-Neto et al., 1999, 2000a;
Lino-Neto & Dolder, 2001a, Fiorillo et al., 2008; Brito et al., 2009). Tais diferencas
residem, basicamente, no formato dos mesmos. Os formatos triangulares e,
alongados e achatados relatados em /Idarnes, nunca foram observados nesta
superfamilia.

Entre as espécies aqui analisadas, eles apresentam formato triangular em
Idarnes sp. 1 (grupo carme) e Idarnes sp. 3 (grupo flavicollis); achatados e
alongados em Idarnes sp. 2 (grupo carme). Enquanto que em outros Chalcidoidea
os derivados mitocondriais sao geralmente ovais e apresentam diametros
semelhantes (Quicke et al., 1992; Lino-Neto et al., 1999, 2000a, Fiorillo et al., 2008),
no entanto, podem ainda apresentar diametros diferentes (Brito et al., 2009); neste

caso o derivado mitocondrial com area maior apresenta uma constricdo que o divide
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em duas porgdes, ficando a menor mais préxima ao axonema. Em outros
Hymenoptera € comum os derivados mitocondriais apresentarem tamanhos
diferentes (Hofling et al., 1970; Newman & Quicke, 1999a; Zama et al., 2001, 2004,
2005a,b; Bao et al., 2004; Araujo et al., 2005; Fiorillo et al., 2005; Mancini et al.,
2006, 2009; Gracielle et al., 2009).

Em vespas Idarnes os derivados mitocondriais iniciam-se juntos e em contato
com a base do nucleo, envolvendo completamente o adjunto do centriolo. Estas
caracteristicas os diferem dos outros Chalcidoidea, cujos derivados, embora se
iniciem juntos, localizam-se a uma pequena distancia do nucleo, abaixo do adjunto
do centriolo com formato discoide (Lino-Neto et al., 1999, 2000a). Em alguns
himendpteros tem-se observado que os derivados mitocondriais iniciam um apdés o
outro, com o primeiro, geralmente o maior, surgindo préximo a base do nucleo e o
segundo, com diametro menor, proximo ao adjunto do centriolo (Newman & Quicke
1999a; Zama et al., 2001, 2005a,b; Bao et al., 2004; Araujo et al., 2005; Fiorillo et al.,
2005; Gracielle et al., 2009; Mancini et al., 2009).

No final do flagelo, estas estruturas podem tanto terminar junto com o
axonema, quanto antes dele, em niveis diferentes. Nos casos em que apresentam
didmetros diferentes os derivados de menor area podem terminar primeiro (Zama et
al., 2001, 2004, 2005a), ou por ultimo, neste caso, depois que os derivados de maior
area terminarem (Brito et al., 2009).

Embora a presenga dos corpos acessoérios seja considerada uma
caracteristica tipica dos espermatozdides de Hymenoptera, localizados entre o
axonema e os derivados mitocondriais (Wheeler et al., 1990; Newman & Quicke et
al., 1999a,b; Zama et al., 2001, 2004, 2005a, 2007; Bao et al., 2004; Araujo et al.,
2005; Fiorillo et al., 2005; Lino-Neto et al., 2008; Araujo et al., 2009; Gracielle et al.,
2009; Mancini et al., 2009), esta estrutura nao ficou evidenciada em vespas /darnes.
Assim como nos outros Chalcidoidea, sua presenca também n&o foi relatada em
Trichogrammatidae (Lino-Neto et al., 2000a; Lino-Neto & Dolder, 2001a),
Scelionidae (Lino-Neto & Dolder, 2001b), Agaonidae (Fiorillo et al., 2008),
Eulophidae (Brito et al., 2009).
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6. Conclusoes
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As analises ultraestruturais dos espermatozoides de Idarnes possibilitam
concluir que, apesar de apresentarem caracteristicas basicas observadas para
outros Chalcidoidea, tais como o formato contorcido do nucleo e flagelo, também
apresentam diferengas significativas, ndo apenas entre as trés espécies (/darnes sp.
1, Idarnes sp. 2 (grupo carme) e Idarnes sp. 3 (grupo flavicollis), mas também em
relacdo a superfamilia a qual pertencem.

(1) O acrossoma com perforatorium evidente foi observado apenas em uma
espécie, Idarnes sp. 3 (grupo flavicollis), cujo formato conico assemelha-se a apenas
uma espécie chalcidoide ja descrita, Bephratelloides pomorum; enquanto que esta
estrutura nao foi claramente distinguida nas espécies de Idarnes sp. 1 e Idarnes sp.
2 (grupo carme), assim como na maioria dos outros Chalcidoidea;

(2) Outra diferenga marcante entre as trés espécies estudadas esta no
revestimento extracelular, uma vez que apenas /Idarnes sp. 2 (grupo carme)
apresentou-a. Entretanto, tal estrutura difere dos outros Chalcidoidea tanto no seu
comprimento, pois estende-se a regidao anterior do flagelo, quanto nos filamentos
que irradiam-se a partir dele, que nao foram observados nesta espécie de Idarnes;

(3) O formato alongado do adjunto do centriolo e sua localizagdo entre os
derivados mitocondriais sdo semelhantes para as trés espécies analisadas, no
entanto, difere grandemente dos outros Chalcidoidea, que apresentam esta estrutura
em formato discoide, localizado entre o nucleo e o axonema;

(4) O axonema nas espécies de Idarnes inicia-se distante do nucleo, devido
ao longo adjunto do centriolo, diferindo das outras espécies chalcidoides, cuja
estrutura inicia-se logo abaixo do nucleo, apés o curto adjunto do centriolo, discoide;

(5) Os derivados mitocondriais diferem n&o apenas entre as trés espécies,
com formatos triangulares e alongados/achatados, como também entre os outros
Chalcidoidea que s&o ovais e apresentam diametros diferentes. Outra diferenca
encontrada nesta estrutura reside no seu inicio, ou seja, em Idarnes os derivados
iniciam-se juntos, em contato com a base do nucleo e envolvem completamente o
adjunto do centriolo, enquanto que nos outros Chalcidoidea seu inicio acontece

abaixo do adjunto do centriolo, distante do nucleo.
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Estas diferengas observadas tanto em nivel especifico quanto em nivel de
familia, podem fornecer dados que poderao ser utilizados para elucidar duvidas de
taxonomia e filogenia da subfamilia Sycophaginae, que ainda é considerada incerta
sedis. Um estudo filogenético mais detalhado pode posiciona-la em alguma familia,
ou, ainda, propor uma nova familia. Mas, para isto, faz-se necessario o estudo das
caracteristicas espermaticas de outros grupos de vespas de figo, ampliando o
numero de grupos estutados a fim de compara-los e, assim ajudar a estabelecer
relagdes filogenéticas entre elas.
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