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RESUMO

O regime alimentar dos ortdpteros é bastante variado, praticamente da monofagia a
polifagia, predominando, todavia, a fitofagia, dai serem altamente nocivos as plantas cultivadas
e, por isso mesmo, economicamente importantes sob o ponto de vista agricola. Chromacris
speciosa (Thunberg, 1824) (Orthoptera: Romaleidae) é considerada como devastadora ocasional
endémica da América do Sul tendo como habito alimentar varios tipos de planta. Estudos sobre a
morfologia do aparelho reprodutor masculino e dos espermatozoides de alguns insetos tém
contribuido para compreendermos a relacdo de afinidades entre 0s grupos. Assim, a presente
pesquisa teve o objetivo de descrever a histologia dos constituintes do aparelho reprodutor
masculino, realizar a morfometria dos testiculos e da populacdo de células dos foliculos
testiculares, além de analisar ultraestruturalmente a espermiogénese em C. speciosa, submetido
aos fotoperiodos de 14L:10E, 10L:14E e 12L:12E, no Gltimo instar. Os 6rgédos coletados foram
fixados em Boliin alcodlico, incluidos em "paraplast”, corados e analisados em microscopia de
luz. Os testiculos foram mensurados antes da fixacdo utilizando-se uma lupa binocular adaptada

com uma ocular milimétrica. Para analise morfométrica da populacdo de células dos foliculos



testiculares utilizou-se uma ocular de 10X, contendo no seu interior um reticulo micrométrico
square (U-OCMSQ10/10). As médias foram submetidas a Analise de Variancia (ANOVA). Para
anélise em microscopia eletrénica de transmissdo e varredura os testiculos e foliculos testiculares
foram fixados em Karnovsky. Os resultados mostraram que ndo houve influéncia dos
fotoperiodos sobre a histologia dos 6rgéos, morfometria dos testiculos e da populacédo celular dos
foliculos testiculares, além da espermiogénese. Os testiculos apresentaram morfologia oval e
envolvidos por uma capsula de tecido conjuntivo. Em cada foliculo testicular foram bem
evidenciadas as regides do germario, zona de crescimento, zona de divisdo e reducdo, e zona de
transformac&o. Os canais eferentes, deferentes e vesiculas seminais sdo revestidos internamente
por uma camada de tecido epitelial simples cubico, exceto nas vesiculas onde o epitélio é
colunar, apoiado em tecido conjuntivo e externamente tecido muscular estriado, que esta ausente
no canal eferente. O ducto ejaculador é constituido por epitélio do tipo estratificado colunar
coberto por uma intima na sua porg¢do final. Abaixo desse epitélio observa-se tecido conjuntivo.
As glandulas acessorias secretam substancia rica em carboidratos e sdo constituidas por tecido
epitelial, conjuntivo e muscular. Ultraestruturalmente observaram-se espermatides em estagios
avancados de diferenciacdo e outras em estagios mais precoces. As espermatides em estagios
iniciais de desenvolvimento sdo grandes, com morfologia esférica e nlcleo volumoso, enquanto
que as espermatides mais diferenciadas sdo menores, sendo possivel observar a presenca do
axbnema e mitocéndrias paralelas a este. Os espermatozdides acham-se agrupados em feixes,
onde se observou o axbénema e derivados mitocondriais tipicos, caracteristicos da peca
intermediaria e cauda. Na regido da cabeca o nucleo € alongado, eliptico e bastante eletrodenso.
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ABSTRACT

The alimentary regimen of the Orthoptera is varied, practically from the monophagy to the
polyphagy, prevailing, however, the phytophagy, thus being highly harmful to cultivated plants
and, therefore, economically important under agricultural perspective. Chromacris speciosa
(Thunberg, 1824) (Orthoptera: Romaleidae) is considered as occasional endemic species in
South America feeding on several type of plants. Studies about morphology of the male
reproductive system as well as the sperms of some insects have contributed to the understanding
of relationship affinity among groups. Thus, the present research had the objective of describing
the histology of the male reproductive system constituents, realizing the morphometry of the
testicles and the population of the cells from testicular follicles, besides analyzing
ultrastructurally the spermiogenesis in C. speciosa, reared under the photoperiods of 14L:10D,
10L:14D and 12L:12D, in the last instar. The testicles were measured before fixation using a
binocular magnifying glasses adapted with a milimetric ocular. For the morphometric analysis of
cell population of testicular follicles, it was used a 10X ocular, containing a square micrometric

reticule (U-OCMSQ10/10). The averages were submitted to the analysis of variance. For the



analysis in electronic microscopy of transmission and sweeping, the testicles and testicular
follicles were fixated in Karnovsky. The results showed that there wasn't influence of the
photoperiods over the organs' histology, testicles’ morphometry and cell population of the
testicular follicles, besides the spermiogenesis. The testicles presented oval morphology and
were involved by a connective tissue capsule. In each testicular follicle, the regions of the
germary, growth zone, division and reduction zone, and transformation zone were well evinced.
The efferent and deferent canals, and the seminal vesicles are internally covered by a simple
cubic epithelial layer of tissue, except in those vesicles in which the epithelium is columnar,
sustained in connective tissue, and, externally, grooved muscular tissue, which is absent in the
efferent canal. The ejaculator duct is constituted by a columnar stratified epithelium covered by
an intima in its final part. Underneath this epithelium it is observed connective tissue. The
accessory glands secrete substances rich in carbohydrates and are constituted by epithelial,
connective and muscular tissue. Ultrastructurally it has been observed spermatids in advanced
stages of differentiation, and others in more precocious stages. The spermatids in initial stages of
development are big, with spherical morphology and voluminous nucleus, while the more
differentiated spermatids are smaller, being possible to observe the presence of axoneme and
parallel mitochondria for this last one. The sperms are grouped in bunches, in which it has been
observed the axoneme and typical mitochondrial derived, characteristics of the intermediate part

and tail. In the head region, the nucleus is stretched, elliptical and very electron-dense.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

Desde a antiguidade o homem tem observado e acumulado conhecimentos sobre os
gafanhotos, pois estes, ja foram comumente encontrados pintados ou esculpidos nos
monumentos do antigo Egito. Atualmente, devido a inumeras espécies de gafanhotos
consideradas pragas de plantas cultivadas e de pastagens, 0 homem passou a estudar a sua
biologia e as interagdes insetos x plantas, com o objetivo de investigar a influéncia das plantas
sobre a biologia e comportamento dos insetos no intuito de solucionar os diversos problemas
surgidos no campo (Hora 1995, Costa 2003).

Os gafanhotos sdo insetos pertencentes a Ordem Orthoptera, Subordem Caelifera e
Superfamilia Acridoidea. Tem como caracteristicas a presenca de aparelho bucal mastigador;
asas anteriores pergamineaceas (tegmineas), recobrindo as posteriores que sdo membranosas;
pernas longas adaptadas ao salto, e regime alimentar bastante variado, praticamente da
monofagia a polifagia, predominando, todavia, a fitofagia, dai serem altamente nocivos as
plantas cultivadas e, por isso mesmo, economicamente importantes sob o ponto de vista agricola
(Carrera 1973, Maranhdo 1977 e 1978, Rentz 1991, Buzzi & Miyazaki 1999). A Superfamilia
Acridoidea, composta pelos gafanhotos propriamente ditos, consta de cerca de 10.000 espécies
descritas, distribuidas em trés familias neotropicais: Hommexechidae, Acrididae e Romaleidae
(Gallo et al. 2002).

Os Romaleideos estdo presentes nas partes quentes do continente Americano, se

estendendo desde a Argentina até os Estados Unidos, principalmente nos trépicos e tém o habito



de pbr seus ovos no solo, diferentes de muitos outros saltadores arboricolas (Duranton et al.
1987, Rowell 1997).

De acordo com Marchini & Nakano (1976), Roberts & Carbonell (1982) e Duranton et al.
(1987), Chromacris speciosa (Thunberg, 1824) (Orthoptera: Romaleidae) € conhecido
popularmente como "gafanhoto soldado” apresentando cor verde brilhante com manchas
amarelas e asas vermelhas alaranjadas, possuindo um tamanho médio de 20 a 30mm para 0
macho e 35 a 50mm para a fémea.

C. speciosa é considerada como devastadora ocasional endémica da América do Sul tendo
como habito alimentar as solanaceas, preferindo as seguintes plantas: Cestrum parqui, C.
strigillatum, C. loretiziana, Lycium cestoides, Solanum argentinum e S. verbacifolium, além de
compostas, leguminosas, mirtaceas e gramineas, registrando danos em batata inglesa, arroz,
cana-de-acgucar, girassol, fumo e tomateiro. Alguns autores afirmam ainda que sua presenca em
gramineas é apenas casual (Libermam 1935, Lima 1955, Turk & Barrera 1976, Lara 1992, Hora
1995, Gallo et al. 2002).

Ross (1964) afirmou que os insetos sdo predominantemente unissexuais e nesse caso €
normal sé um sexo estar presente em cada individuo. De acordo com Lara (1992) as formas e
estruturas dos 6rgdos sexuais variam de inseto para inseto diferindo de todos os demais 6rgaos
do corpo, ndo contribuindo em nada para a saude do individuo, mas sim e exclusivamente, para
dar origem a novas geracfes. Em condicdes embrionarias eles se apresentam semelhantes nos
machos e nas fémeas, diferenciando-se, porém, durante o desenvolvimento.

O aparelho reprodutor masculino dos insetos é constituido de um par de testiculos, dois
canais ou vasos deferentes, duas vesiculas seminais, glandulas acessorias, um canal ejaculador,

um érgéo copulador (pénis ou falus) e uma abertura externa do canal ejaculador denominado de



gondporo masculino (orificio genital masculino) (Azevedo & Hennig 1983, Richards & Davies
1983, Lara 1992, Snodgrass 1993, Chapman 1998).

Os testiculos sdo orgdos de formato ovoides, constituidos por tubos espermaticos (foliculos
testiculares) (Davey 1968, Vanetti 1983, Lara 1992). Estdo localizados acima do canal alimentar,
ao lado ou abaixo dele. O nimero de foliculos testiculares é bastante variado e tem importancia
taxondmica (Uvarov 1966). Cada foliculo testicular estd ligado ao vaso deferente, por um
pequenino canaliculo chamado de vaso eferente (Maranhdo 1978, Vanetti 1983). Segundo Lara
(1992) e Garcia & Fernandez (2001) o foliculo testicular é dividido em regides que possuem
células reprodutivas em diferentes estagios de desenvolvimento: o germario, a zona de
crescimento, zona de divisdo e reducdo e a zona de transformacgdo, sendo responsavel pela
producdo de espermatozoides.

A reproducdo dos gafanhotos é sexuada: o 6vulo liberado pela fémea s6 se desenvolverd
depois da fusdo com o espermatozoide liberado pelo macho (Ross 1965, Wigglesworth 1974 e
1978). E relatado para C. speciosa que a maturidade sexual se verifica aproximadamente 10 dias
apos a ultima ecdise, ocorrendo assim a primeira cépula (Turk & Barrera 1976). Na copula, o
gafanhoto macho adere ao dorso da fémea introduzindo-lhe a peca copuladora na vagina,
descarregando os espermatozdides (Azevedo & Henning 1983).

Varios estudos sobre a morfologia do aparelho reprodutor masculino e dos espermatozoides
de alguns insetos tém contribuido para compreendermos a relacdo de afinidades entre os grupos
(Cruz-Landim et al. 1980, Cruz-Landim & Moraes 1980, Baccetti 1987, Carcupino et al. 1995).
Quicke et al. (1992) sugerem que em algumas ordens de insetos as variagcbes morfoldgicas nas
estruturas reprodutivas nos machos sao suficientes para promover um estudo filogenético e

taxonémico.



Duranton et al. (1987) sugerem ainda a morfometria para comparar espécimes em uma
mesma populacdo mesmo esta sendo fisionOmicamente homogénea, pois 0s estudos
morfométricos além da caracterizacdo de fases (polimorfismo), podem servir igualmente para
estudar a mistura de duas populacdes de origem diferentes em um mesmo local, e colocar em
evidéncia as variagdes geograficas entre populagdes. Os mesmos autores afirmam que C.
speciosa encontra-se distribuida no Uruguai, Peru, Equador, Paraguai, Bolivia, Colémbia,
Argentina e Venezuela. No entanto, D'Araujo et al. (1968) relataram no Brasil a presenga dessa
espécie nos Estados de Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceara, Minas Gerais, Rio Grande do
Sul e Mato Grosso do Sul. Estudando a morfometria de C. speciosa de quatro localidades, Turk
& Barreira (1976) verificaram a existéncia de diferencas entre os individuos das diferentes
regioes.

Em varias espécies de insetos h4 uma consideravel diferenca em relagcdo ao tamanho das
diferentes partes do trato reprodutor masculino, como por exemplo, os testiculos, cujo
comprimento e largura sdo extremamente variados (Bressac 1994, Bressac et al. 1994, Snook
1998, Méry & Joly 2002, Joly et al. 2003).

O ciclo de vida dos insetos pode ser continuo ou apresentar uma desaceleragdo ou uma
interrupcdo em qualquer fase do desenvolvimento (ovo, ninfa ou adulto), isso garante a
sobrevivéncia desses insetos em condicbes desfavoraveis do ambiente (Mansingh 1971,
Saunders 1976, Danks 1987). Segundo Uvarov (1966) as condicBes externas afetam a
longevidade e o periodo de reproducédo nos ortopteros.

De acordo com Beck (1968) o fotoperiodo € um fator externo que induz ou interrompe a
diapausa nos insetos. J& Amorim & Adis (1995) citaram que o fotoperiodo pode atuar como fator

de controle (ecofator) no nimero de estadios ninfais de gafanhotos em ecossistemas tropicais,



mesmo sendo situados perto do equador, devido a mudangas sazonais de insolacdo e/ou
intensidade de luz durante o ano.

Estudando o efeito do fotoperiodo em gafanhotos adultos da espécie Nomadacris succincta
(Orthoptera: Acrididae), Tanaka & Sodoyama (1997) observaram que 0s insetos submetidos a
fotoperiodo curto realizaram posturas tardias contendo ovos inférteis. Pesquisas mostraram ainda
que gafanhotos adultos submetidos a essa condicdo apresentam inativacdo das células
neurossecretoras do cérebro interferindo na dindmica hormonal, afetando a mudanca de instares
e 0 amadurecimento do aparelho reprodutor (Saunders 1976, Okuda & Tanaka 1996, Ergen
2001, Saunders et al. 2004).

Portanto, diante do exposto a presente pesquisa teve como objetivo descrever a histologia
dos testiculos, canais eferentes, canais deferentes, vesiculas seminais, ducto ejaculador e
glandulas acessorias; realizar a morfometria dos testiculos e da populacdo de células dos
foliculos testiculares, além de analisar ultraestruralmente a espermiogénese em C. speciosa
(Thunberg, 1824) (Orthoptera: Romaleidae), submetido aos fotoperiodos de 14L:10E, 10L:14E e

12L:12E, no ultimo instar.
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HISTOLOGIA DO APARELHO REPRODUTOR MASCULINO E MORFOMETRIA DA
POPULACAO CELULAR DOS FOLICULOS TESTICULARES DE Chromacris speciosa
(THUNBERG, 1824) (ORTHOPTERA: ROMALEIDAE) SUBMETIDO A TRES
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RESUMO - A pesquisa teve o objetivo de descrever a histologia dos principais érgdos do
aparelho reprodutor masculino, e realizar a morfometria da populacdo celular dos foliculos
testiculares de Chromacris speciosa (Thunberg, 1824) (Orthoptera: Romaleidae), submetido aos
fotoperiodos de 14L:10E, 10L:14E e 12L:12E. Os insetos foram sedados para coleta dos 6rgédos e
analisados através da microscopia Optica de luz. Para analise morfométrica utilizou-se uma
ocular de 10X, contendo no seu interior um reticulo micrométrico square (U-OCMSQ10/10).
Foram contados 0s pontos que incidiram sobre as seguintes células: espermatogonias,
espermatocitos, espermatides e espermatozoides. Os resultados mostraram que ndo houve
influéncia dos fotoperiodos sobre a histologia dos 6rgdos bem como sobre a morfometria da
populacdo celular dos foliculos testiculares. Os testiculos apresentaram-se envolvidos por uma
capsula de tecido conjuntivo que emite septos separando cada foliculo testicular. Os canais
eferentes, deferentes e vesiculas seminais sdo revestidos internamente por uma camada de tecido
epitelial simples cubico, exceto nas vesiculas onde o epitélio é colunar, apoiado em tecido
conjuntivo e externamente tecido muscular estriado, que esta ausente no canal eferente. O ducto
ejaculador € constituido por epitélio do tipo estratificado colunar coberto por uma intima na sua
porcdo final. Abaixo desse epitélio observa-se tecido conjuntivo. As glandulas acessorias
secretam substancias ricas em carboidratos e sdo constituidas por tecido epitelial, conjuntivo e

muscular.

PALAVRAS-CHAVE: Chromacris speciosa, histologia, aparelho reprodutor masculino,

morfometria e fotoperiodos
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HISTOLOGY OF THE MALE REPRODUCTIVE SYSTEM AND MORPHOMETRY OF
CELL POPULATION OF THE TESTICULAR FOLLICLES OF Chromacris speciosa
(THUNBERG, 1824) (ORTHOPTERA: ROMALEIDAE) SUBMITTED TO THREE
PHOTOPERIODS
ABSTRACT - The research had the objective of describing the histology of the main organs of
the male reproductive system, and performing the morphometry of the cell population of
testicular follicles of Chromacris speciosa (Thunberg, 1824) (Orthoptera: Romaleidae),
submitted to the photoperiods 14L:10D, 10L:14D and 12L:12D. The insects from were sedated
for organs' collection and analyzed through light optical microscopy. For the morphometric
analysis, it was used a 10X ocular, containing in its interior a square micrometric reticule (U-
OCMSQ10/10). The points which occurred over the spermatogonia, spermatocyte, spermatids
and sperm cells were counted. The results showed that there wasn't influence of the photoperiods
over the histology of the organs as well as the morphometry of cell population of testicular
follicles. The testicles presented involved by a capsule of connective emits septa, separating each
one of the testicular follicles. The efferent and deferent canals, seminal vesicles are internally
covered by a simple cubic epithelial layer, except in the vesicles in which the epithelium is
columnar, sustained in connective tissue, and, externally, grooved muscular tissue, which is
absent in the efferent canal. The ejaculator duct is constituted by an epithelium of a columnar
stratified kind, covered by an intima in its final part. Underneath this epithelium, it has been
observed connective tissue. The accessory glands secrete substances which are rich in

carbohydrates, and are constituted by epithelial, connective and muscular tissue.
KEY WORDS: Chromacris speciosa, histology, male reproductive system, morphometry and

photoperiods
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Introducéo

O aparelho reprodutor masculino dos insetos apresenta, quanto a morfologia, grande
diversidade. Geralmente é constituido por um par de testiculos dos quais partem 0s vasos
deferentes, que desembocam na vesicula seminal e depois desta reinem-se em um ducto Unico
mediano, o ducto ejaculador (Chapman 1998).

E relatado para Chromacris speciosa (Thunberg, 1824) (Orthoptera: Romaleidae) que a
maturidade sexual se verifica aproximadamente 10 dias ap6s a Ultima ecdise, ocorrendo assim a
primeira copula (Turk & Barrera 1976). Na copula, o gafanhoto macho adere ao dorso da fémea
introduzindo-lhe a peca copuladora na vagina, descarregando os espermatozéides (Azevedo &
Henning 1983).

Varios estudos sobre a morfologia do aparelho reprodutor masculino e dos espermatozoides
de alguns insetos tém contribuido para compreendermos a relagdo de afinidades entre os grupos
(Cruz-Landim et al. 1980, Cruz-Landim & Moraes 1980, Baccetti 1987, Carcupino et al. 1995).
Quicke et al. (1992) sugerem que em algumas ordens de insetos as variagcbes morfoldgicas nas
estruturas reprodutivas nos machos sao suficientes para promover um estudo filogenético e
taxondmico.

Segundo Uvarov (1966) as condi¢bes externas afetam a longevidade e o periodo de
reproducdo nos ortopteros. De acordo com Beck (1968) o fotoperiodo é um fator externo que
induz ou interrompe a diapausa nos insetos. Ja Amorim & Adis (1995) citaram que o fotoperiodo
pode atuar como fator de controle (ecofator) no nimero de estadios ninfais de gafanhotos em
ecossistemas tropicais, mesmo sendo situados perto do equador, devido a mudancas sazonais de

insolacdo e/ou intensidade de luz durante o ano.
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Estudando o efeito do fotoperiodo em gafanhotos adultos, Tanaka & Sodoyama (1997)
observaram que os insetos submetidos a fotoperiodo curto realizaram posturas tardias contendo
ovos inférteis. Pesquisas indicaram ainda que gafanhotos adultos submetidos a essa condicédo
mostram inativacdo das células neurossecretoras do cerebro interferindo na dindmica hormonal,
afetando a mudanca de instares e o amadurecimento do aparelho reprodutor (Saunders 1976,
Okuda & Tanaka 1996, Ergen 2001, Saunders et al. 2004).

Assim, diante do exposto, a presente pesquisa teve por objetivo descrever histologicamente
0s principais 6rgdos do aparelho reprodutor masculino de C. speciosa (Thunberg, 1824),
submetido a trés fotoperiodos (14L:10E, 10L:14E e 12L:12E), além de realizar a morfometria da

populacdo celular dos foliculos testiculares.

Material e Métodos

Obtencéo e criacdo de C. speciosa. Insetos adultos foram coletados no Municipio de Pombos
agreste de Pernambuco e levados para o Laboratério de Entomologia do Departamento de
Biologia da UFRPE, para criacdo dos mesmos. Esses insetos foram mantidos em gaiolas teladas,
contendo recipiente para postura e alimentados com folhas de jurubeba (Solanum paniculatum),
trocadas a cada dois dias.

Instalacdo do experimento. Para realizacdo do experimento foram utilizadas 60 ninfas (30
machos e 30 fémeas) no ultimo estadio de desenvolvimento, sendo colocados 10 casais em
gaiolas separadas e submetidos aos seguintes tratamentos: Tratamento |: 14 horas com luz/10
horas sem luz; Tratamento Il: 10 horas com luz/14 horas sem luz; Tratamento I11: 12 horas com

luz/12 horas sem luz.
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A temperatura e umidade foram registradas por meio de termémetro de bulbo seco e bulbo
umido (higrometro). Foram feitas trés afericbes diarias onde as médias obtidas para a
temperatura e umidade relativa foram de 30 + 2°C e 72 + 10%, respectivamente.

Obtencdo dos fotoperiodos. Foram obtidas por meio de uma modificacdo da técnica
preconizada por Amorim & Adis (1995). Para isso, foi utilizada uma caixa de madeira,
dimensionada (180cm X 60cm X 120cm) e ventilada, dividida em trés compartimentos, cada um
contendo lampadas (Phillips, modelo luz do dia, 40W) que forneceram cerca de 400 Lux na
regido ocupada pelos insetos. Dentro desta caixa foram colocadas as gaiolas teladas com os
insetos, onde foram submetidos aos respectivos tratamentos. O controle da luminosidade foi
realizado por meio de um timer. A limpeza das gaiolas e a troca da alimentacdo dos insetos
foram realizadas sempre que necessario e durante o dia.

Coleta dos principais constituintes do aparelho reprodutor masculino. Trinta dias apds
atingirem o estagio adulto os machos foram levados para o Laboratério de Histologia do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da UFRPE para coleta dos seguintes
orgdos: testiculos, canais eferentes, canais deferentes, vesiculas seminais, ducto ejaculador e
glandulas acessorias. Para isso os insetos foram sedados com éter etilico e dissecados sob
estereomicroscopio (marca QUIMIS - modelo 1069).

Microscopia oOptica de luz. Fragmentos dos 6rgédos coletados foram fixados em Bodin alcodlico
empregando a metodologia descrita por Michalany (1990). Para a inclusdo dos materiais, estes
foram desidratados em dois banhos de alcool absoluto por 15 minutos cada e diafanizados em
xilol por 15 minutos. Em seguida foram impregnados em banhos de "paraplast” diluido em xilol
na proporcao de 25%, 50%, 75% e 100%, durante 15 minutos cada, e incluidos, ap6s o ultimo

banho. A seguir, os blocos foram cortados em micrétomo do tipo Minot (LEICA RM 2035)
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ajustado para 5um. Os cortes assim obtidos foram submetidos as técnicas de coloragdes pela
Hematoxilina - Eosina (H-E), tricromico de Mallory e P.A.S. (Acido Periodico de Schiff),
empregando-se a metodologia descrita por Behmer et al. (1976), Junqueira & Junqueira (1983) e
Michalany (1990). A anélise histoldgica foi realizada utilizando-se um microscopio de luz, da
marca OLYMPUS BX-49, e fotografados em fotomicroscépio OLYMPUS BX-51.

Anélise morfométrica da populacdo celular dos foliculos testiculares. Para analise
morfométrica utilizaram-se 5 testiculos por tratamento, onde foram analisados cinco foliculos
testiculares em cada repeticdo. Em cada foliculo testicular foram contados os pontos que
incidiram sobre as seguintes células: espermatogonias, espermatécitos (primarios e secundarios),
espermatides e espermatozoides. Este procedimento foi realizado utilizando-se uma ocular de
10X, contendo no seu interior um reticulo micrométrico square (U-OCMSQ10/10) da Olympus,
e uma objetiva de 40X (Weibel et al. 1966).

Analise estatistica. Foi realizada através da Analise de Variancia (ANOVA) utilizando o Proc

ANOVA do SAS (SAS Institute 1999-2001).

Resultados e Discusséo
Descricdo histoldgica. Analisando os testiculos, canais eferentes, canais deferentes, vesiculas
seminais, ducto ejaculador e glandulas acessorias de C. speciosa, submetido a trés diferentes
fotoperiodos, no final do ultimo instar, por 30 dias consecutivos, observou-se que as condi¢des
fotoperiddicas testadas ndo influenciaram na morfologia desses 6rgaos.
Os testiculos apresentaram-se como uma massa Unica e oval envolvidos por uma capsula de
tecido conjuntivo, comprovado pela coloracdo do tricromico de Mallory, associado a tecido

gorduroso. Esse tecido conjuntivo emite septos separando cada foliculo testicular (Figs. 1, 2 e 3).
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A espermatogénese ocorre da regido distal para a proximal de cada foliculo testicular, onde
se observam nitidamente as seguintes regides:

Germario, constituido pelas células germinativas primordiais ou espermatogbnias as quais
apresentam-se unidas, com morfologia esférica, nicleo volumoso e cromatina condensada (Fig.
4);

Zona de crescimento, logo ap6s o germario, caracterizada pela presenca de numerosos
cistos de espermatogdnias, em intensa atividade mitética, separados por uma delgada membrana
(Fig. 4);

Zona de divisdo e reducgdo, constituida por espermatdcitos primarios e secundarios. Nesta
regiao, sdo evidentes algumas fases da profase | da meiose | nos espermatdcitos primarios (Fig.
5);

Zona de transformacdo, constituida por espermatides em varios estigios de
desenvolvimento com morfologia variando de esférica a oval, além de numerosos
espermatozdides agrupados em feixes (Figs. 6 e 7).

Os canais eferentes emergem da porcdo final de cada foliculo testicular, sendo constituido
por uma camada de tecido epitelial simples cubico apoiada em uma delgada camada de tecido
conjuntivo (Fig. 8).

Os canais deferentes ligam os testiculos as vesiculas seminais as quais sdo formadas por
uma dilatacdo destes. A parede desses canais é formada por uma camada epitelial simples
cubico, apoiada em uma delgada camada de tecido conjuntivo e revestida externamente por uma
espessa camada de tecido muscular estriado (Figs. 9 e 10). As vesiculas seminais também sdo

revestidas por epitélio, porém este € do tipo simples colunar apoiado numa delgada camada de
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tecido conjuntivo e externamente apresenta uma fina camada de tecido muscular estriado (Fig.
11).

O ducto ejaculador é constituido por epitélio do tipo estratificado colunar coberto por uma
intima na sua porc¢éo final. Abaixo desse epitélio observa-se tecido conjuntivo (Figs. 12 e 13).

As glandulas acessorias sdo revestidas, de dentro para fora, por células epiteliais do tipo

simples cubico e externamente por uma camada bastante delicada de tecido muscular estriado
associada a tecido conjuntivo. No interior desse Orgdo observa-se grande quantidade de
substancia P.A.S. positiva (Figs. 14 e 15).
Morfometria da populacéo celular dos foliculos testiculares. Com relacdo a morfometria da
populacdo celular dos foliculos testiculares de C. speciosa, os resultados obtidos indicaram que
os fotoperiodos de 14L:10E, 10L:14E e 12L:12E, ndo afetaram quantitativamente na populacéo
celular, pois as médias ndo diferiram estatisticamente (P>0,05). Para as espermatogonias (F,
15= 2,35; p= 0,1381), espermatdcitos (primario e secundario) (F,, 15=1,50; p= 0,2628),
espermatides (F,, 15= 1,37; p= 0,2920) e espermatozoides (F,, 15= 0,14; p= 0,8731)
quantificados (Tabela 1).

De acordo com Takeda & Skopik (1997), Silveira et al. (2002) e Macedo et al. (2003) os
insetos sdo influenciados por varios fatores ecoldgicos, entre eles o fotoperiodo, levando a
mudancas comportamentais e podendo afetar o potencial reprodutivo atuando positiva ou
negativamente sobre o nimero de individuos de uma populacdo. Alguns autores relatam ainda
que insetos machos quando mantidos em iluminacdo constante tem capacidade de fertilidade
reduzida, sendo para algumas espécies, o ultimo instar e a fase de pupa, 0s estdgios mais
sensiveis a esse fator (Lum & Flaherty 1969, Rieman & Rudd 1974, Cymborowski &

Giebultowicz 1976, Hagan & Brady 1981, Giebultowicz et al. 1990, Bebas & Cymborowski
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1999). De acordo com os resultados obtidos ndo houve influéncia dos fotoperiodos na
maturidade sexual nos machos de C. speciosa, a qual segundo Turk & Barrera (1976) ocorre
aproximadamente 10 dias apds a ultima ecdise, pois a andlise histologica dos drgdos e
morfometria da populacdo de células dos foliculos testiculares, ndo revelaram alteracées. Isto
pode estar relacionado ao fato dos fotoperiodos 14L:10E e 10L:14E ndo terem interferido na
reducdo do ecdsénio, pois de acordo com Saunders (1976) dependendo do fotoperiodo ha uma
inibicdo da liberacdo do horménio protoracicotropico impedindo a producdo do ecdsénio pelas
glandulas protorécicas. A descrigdo histologica para esses 6rgdos, de um modo geral, esta de
acordo com as citacGes de varios autores (Uvarov 1966, Romoser 1973, Borror et al. 1989,
Snodgrass 1993, Chapman 1998, Buzzi & Miyazaki 1999). Com relacdo a presenca de tecido
conjuntivo envolvendo os testiculos, segundo Uvarov (1966), Romoser (1973) e Borror et al.
(1989) este tecido esta relacionado com a membrana peritonial. No entanto, esse resultado ndo
esta de acordo com as informagdes de Maranhdo (1978), que cita apenas a presenca de tecido
epitelial revestindo esses 6rgaos, formando assim a bainha epitelial. Ja Richards & Davies (1983)
descrevem que os foliculos testiculares sdo revestidos por uma camada de epitélio associada
externamente com a membrana basal e logo abaixo uma camada de tecido conjuntivo.

Os ductos genitais tém importancia ndo sé no transporte de espermatozdides, mas no
processo final de sua maturacdo e na garantia de sua sobrevivéncia no trato genital até o
momento da copula, além da sua transferéncia para a fémea (Fernandez & Cruz-Landim 2004).

A andlise histoquimica da secre¢do das glandulas acessorias indica natureza glicoprotéica,
uma vez que se cora pelo P.A.S. Esses resultados estdo de acordo com os relatos de varios
autores que citam as proteinas como principal componente da secrecdo (Gillott 1995, Smid 1998,

Fernandez & Cruz-Landim 2004).
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Tabela 1. Médias (+ erro padrdo) da populacdo celular dos foliculos testiculares de C.

speciosa submetido a diferentes fotoperiodos. Temperatura 30+2°C e umidade relativa 72+10%

(n=5).
Fotoperiodos
Tipos celulares 14L:10E 10L:14E 12L:12E
Espermatogénias 1460+£2,01 1160+1,94 9,80 + 0,58

Espermatdcitos (primério e secundario) 39,40+4,23  38.80+3,43 47,80 £ 4,60
Espermatides 18,40 +2,82 15,80+ 2,08 13,20 + 1,59

Espermatozoides 179,60 +9,79 174,60 £12,74  184,0+ 15,0
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Figura 1. Aspecto geral do testiculo de C. speciosa submetido ao fotoperiodo de

14L:10E. Coloracdo H.E. Aumento 42x.

Figura 2. Testiculo de C. speciosa submetido ao fotoperiodo de 12L:12E. Observar

capsula de tecido conjuntivo (seta). Coloragdo tricrémico de Mallory. Aumento 42x.
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Figura 3. Foliculo testicular de C. speciosa submetido ao fotoperiodo de 12L:12E.
Observar revestimento de tecido conjuntivo associado (seta longa) com tecido gorduroso

(seta curta). Coloracdo tricromico de Mallory. Aumento 107x.

Figura 4. Foliculo testicular de C. speciosa submetido ao fotoperiodo de 12L:12E.
Observar germario (G) e zona de crescimento com varios cistos (C). Coloragdo H.E.

Aumento 428x.
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Figura 5. Foliculo testicular de C. speciosa submetido ao fotoperiodo de 14L:10E.
Observar espermatocitos na subfase paquiteno (setas) da préfase da meiose I. Coloracao

H.E. Aumento 1071x.

Figura 6. Foliculo testicular de C. speciosa submetido ao fotoperiodo de 14L:10E.
Observar espermatides em varios estagios de desenvolvimento: espermatides esféricas

(setas longas) e espermétides alongadas (setas curtas). Coloragdo H.E. Aumento 1071x.
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Figura 7. Foliculo testicular de C. speciosa submetido ao fotoperiodo de 10L:14E.

Observar espermatozéides agrupados em feixes (setas). Coloragdo H.E. Aumento 428x.

Figura 8. Corte transversal do canal eferente (seta) de C. speciosa submetido ao

fotoperiodo de 14L:10E. Coloragéo tricromico de Mallory Aumento 428x.
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Figura 9. Corte transversal do canal deferente de C. speciosa submetido ao fotoperiodo

de 14L:10E. Coloragdo H.E. Aumento 428x.

=

Figura 10. Observar delgada camada de tecido conjuntivo (setas) no corte transversal do
canal deferente de C. speciosa submetido ao fotoperiodo de 14L:10E. Coloracéo

tricromico de Mallory. Aumento 107x.
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Figura 11. Vesicula seminal de C. speciosa submetido ao fotoperiodo de 12L:12E.
Observar epitélio simples colunar (seta longa), espermatozdides na luz (*) e delgada

camada de tecido muscular estriado (seta curta). Coloracdo H.E. Aumento 428x.

Figura 12. Visdo geral do ducto ejaculador de C. speciosa submetido ao fotoperiodo de

14L:10E. Coloracéo H.E. Aumento 107x.
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Figura 13. Parede do ducto ejaculador de C. speciosa submetido ao fotoperiodo de

14L:10E. Observar epitélio estratificado (EE), intima () e tecido conjuntivo (seta).

Coloracdo tricromicro de Mallory. Aumento 428x.

Figura 14. Glandula acessoria de C. speciosa submetido ao fotoperiodo de 14L:10E.

Observar epitélio simples cubico (seta). Coloracdo H.E. Aumento 428x.
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Figura 15. Glandula acesséria de C. speciosa submetido ao fotoperiodo de 14L:10E.
Observar no interior desse 6rgdo grande quantidade de substancia P.A.S. positiva.

Coloracdo P.A.S. Aumento 428x.
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CAPITULO 3
MORFOMETRIA DOS TESTICULOS E ANALISE ULTRAESTRUTURAL DA
ESPERMIOGENESE EM Chromacris speciosa (THUNBERG, 1824) (ORTHOPTERA:

ROMALEIDAE) SUBMETIDO A TRES FOTOPERIODOS

ALEXSANDRE V.S. FERREIRA, VALERIA WANDERLEY-TEIXEIRA, FABIO A.B. SANTOS,

ANTONIO F.S.L. VEIGA E ALVARO.A.C. TEIXEIRA

1. Ferreira, A.V.S.; Wanderley-Teixeira, V.; Santos, F.A.B.; Veiga, A.F.S.L.; Teixeira,
A.A.C. Morfometria dos testiculos e andlise ultraestrutural da espermiogénese em
Chromacris speciosa (Thunberg, 1824) (Orthoptera: Romaleidae) submetido a trés
fotoperiodos. Biociéncias.
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RESUMO - A presente pesquisa teve o objetivo de realizar a morfometria dos testiculos e
analisar ultraestruralmente a espermiogénese em Chromacris speciosa (Thunberg, 1824)
(Orthoptera: Romaleidae), submetido aos fotoperiodos de 14L:10E, 10L:14E e 12L:12E, no
altimo instar. Trinta dias ap0s atingirem o estigio de adulto, 10 machos de cada tratamento
foram sedados para coleta dos testiculos, os quais foram mensurados antes da fixacao utilizando-
se uma lupa binocular adaptada com uma ocular milimétrica. As médias foram submetidas a
Andlise de Variancia (ANOVA). Para andlise em microscopia eletronica de transmissdo e
varredura os testiculos e foliculos testiculares foram fixados em Karnovsky (Glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 4% e T. cacodilato 0,1 M). Os resultados mostraram que nao houve influéncia
dos fotoperiodos sobre a morfometria dos testiculos e da espermiogénese. Os testiculos
apresentaram-se com morfologia oval. Ultraestruturalmente observaram-se espermatides em
estagios avancados de diferenciacdo e outras em estagios mais precoces. As espermatides em
estagios iniciais de desenvolvimento sdo grandes, com morfologia esférica e nucleo volumoso,
enquanto que as espermatides mais diferenciadas sdo menores, sendo possivel observar a
presenca do axénema e mitocdndrias paralelas a este. Os espermatozéides acham-se agrupados
em feixes, onde se observou o axénema e derivados mitocondriais tipicos, caracteristicos da peca
intermediaria e cauda. Na regido da cabeca o nucleo apresentou-se alongado, eliptico e bastante

eletrodenso.

PALAVRAS-CHAVE: Chromacris speciosa, morfometria, fotoperiodos, ultraestrutura, aparelho

reprodutor masculino
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MORPHOMETRY OF THE TESTICLES AND ULTRASTRCTURAL ANALYSIS OF THE
SPERMIOGENESIS IN Chromacris speciosa (THUNBERG, 1824) (ORTHOPTERA:

ROMALEIDAE) SUBMITTED TO THREE PHOTOPERIODS

ABSTRACT - The present research had the objective of performing the morphometry of the
testicles and analyzing ultrastructurally the spermiogenesis in Chromacris speciosa (Thunberg,
1824) (Orthoptera: Romaleidae), submitted to photoperiods 14L:10D, 10L:14D and 12L:12D, in
the fifth instar. Ten males 30-d old from each photoperiod were sedated for testicles collection.
Testicles were measured before fixation using an adapted binocular magnifying glass with a
milimetric ocular. For the electronic microscopy of transmission and sweeping, the testicles and
testicular follicles were fixated in Karnovsky (Glutaraldehyde 2,5%, paraformaldehyde 4% e T.
cacodylate 0,1 M). Photoperiods studied did not influence the morphometry of the testicles and
spermiogenesis. The testicles presented with an oval morphology. Ultrastructurally it has been
observed spermatids in advanced stages of differentiation and others in more precocious stages.
The spermatids in initial stages are big, with spherical morphology and a voluminous nucleus,
while the more differentiated spermatids are smaller, being possible to observe the presence of
the axoneme and parallel mitochondrias for this last one. The sperms were grouped in bunches,
in which it was observed the axoneme and typical derived mitochondrials, characteristic of the
intermediate part and tail. In the head region, the nucleus presented themselves as prolonged,

elliptical and very electro-dense.

KEY WORDS: Chromacris speciosa, morphometry, photoperiods, ultrastructure, male

reproductive system
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Introducéo

De acordo com Marchini & Nakano (1976), Roberts & Carbonell (1982) e Duranton et al.
(1987) Chromacris speciosa (Thunberg, 1824) (Orthoptera: Romaleidae) é conhecido
popularmente como "gafanhoto soldado” apresentando cor verde brilhante com manchas
amarelas e asas vermelhas alaranjadas, possuindo um tamanho médio de 20 a 30 mm para o
macho e 35 a 50mm para a fémea.

C. speciosa é considerada como devastadora ocasional endémica da América do Sul tendo
como habito alimentar as solanaceas, preferindo as seguintes plantas: Cestrum parqui, C.
strigillatum, C. loretiziana, Lycium cestoides, Solanum agentinum e S. verbacifolium, além de
compostas, leguminosas, mirtaceas e gramineas, registrando estragos em batata inglesa, arroz,
cana-de-acucar, girassol, fumo e tomateiro. Alguns autores afirmam ainda que sua presenca em
gramineas é apenas casual (Libermam, 1935; Lima, 1955; Turk & Barrera, 1976; Lara, 1992;
Hora, 1995; Gallo et al., 2002).

De acordo com Demerec (1950), Davey (1985), Snodgrass (1993) e Chapman (1998) o
esboco basico dos érgdos do aparelho reprodutor masculino nos insetos € relativamente simples,
onde tipicamente de cada testiculo parte um ducto espermatico, o qual se dilata para formar a
vesicula seminal, terminando no ducto ejaculatério.

Em vérias espécies de insetos ha uma consideravel diferenca em relagdo ao tamanho das
diferentes partes do trato reprodutor masculino, como por exemplo, os testiculos, cujo
comprimento e largura sdo extremamente variados (Bressac, 1994; Bressac et al., 1994; Snook,
1998; Mery; Joly, 2002; Joly et al., 2003), e segundo Gage (1995) e Gage; Cook (1994) em
algumas ordens de insetos tem sido discutido que as medidas dos testiculos sdo indicativas do

nivel de espermatozoides competitivos.
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Duranton et al. (1987) sugerem ainda a morfometria para comparar espécimes em uma
mesma populacdo mesmo esta sendo fisionOmicamente homogénea, pois 0s estudos
morfométricos além da caracterizacdo de fases (polimorfismo), podem servir igualmente para
estudar a mistura de duas populacdes de origem diferentes em um mesmo local, e colocar em
evidéncia as variacdes geograficas entre populacdes. Estudando a morfometria de C. speciosa de
quatro localidades, Turk & Barreira (1976) verificaram a existéncia de diferencas entre os
individuos das diferentes regides.

Alguns autores relatam que insetos machos mantidos em iluminagcdo constante tém
capacidade de fertilidade reduzida, sendo para algumas espécies, o ultimo instar e a fase de pupa,
0s estagios mais sensiveis a esse fator (Lum & Flaherty, 1969; Rieman & Rudd, 1974;
Cymborowski & Giebultowicz, 1976; Hagan & Brady, 1981; Giebultowicz et al., 1990; Bebas &
Cymborowski, 1999). No entanto, na literatura ndo ha estudos referindo se essa reducdo na
fecundidade esté relacionada a uma possivel atrofia testicular ou alteracdo na espermiogénese.

Assim, diante do exposto, a presente pesquisa teve por objetivo analisar
morfometricamente os testiculos e investigar ultraestruturalmente a espermiogénese em C.

speciosa (Thunberg, 1824), submetido a trés fotofases (14h, 10h e 12h).

Material e Métodos
Obtencéo e criacdo de C. speciosa. Insetos adultos foram coletados no Municipio de Pombos
agreste de Pernambuco e levados para o Laboratério de Entomologia do Departamento de
Biologia da UFRPE, para criacdo dos mesmos. Esses insetos foram mantidos em gaiolas teladas,
contendo recipiente para postura e alimentados com folhas de jurubeba (Solanum paniculatum),

trocadas a cada dois dias.

35



Instalacdo do experimento. Para realizagdo do experimento foram utilizadas 60 ninfas (30
machos e 30 fémeas) no Gltimo estadio de desenvolvimento, sendo colocados 10 casais em
gaiolas separadas e submetidos aos seguintes tratamentos: Tratamento I: 14 horas com luz/10
horas sem luz; Tratamento Il: 10 horas com luz/14 horas sem luz; Tratamento Il1: 12 horas com
luz/12 horas sem luz.

A temperatura e umidade foram registradas por meio de termémetro de bulbo seco e bulbo
umido (higrometro). Foram feitas trés afericbes diarias onde as médias obtidas para a
temperatura e umidade relativa foram de 30 + 2°C e 72 + 10%, respectivamente.

Obtencdo dos fotoperiodos. Foram obtidas por meio de uma modificacdo da técnica
preconizada por Amorim & Adis (1995). Para isso, foi utilizada uma caixa de madeira, bem
dimensionada (180cm X 60cm X 120cm) e ventilada, dividida em trés compartimentos, cada um
contendo lampadas (Phillips, modelo luz do dia, 40W) que forneceram cerca de 400 Lux na
regido ocupada pelos insetos. Dentro desta caixa foram colocadas as gaiolas com os insetos, onde
foram submetidos aos respectivos tratamentos. O controle da luminosidade foi realizado por
meio de um timer. A limpeza das gaiolas e a troca da alimentacdo dos insetos foram realizadas
sempre no periodo de luz.

Coleta dos testiculos para analise morfométrica. Trinta dias apds atingirem o estagio adulto os
machos foram levados para o Laboratorio de Histologia do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da UFRPE para coleta dos testiculos. Para isso os insetos foram sedados com
éter etilico e dissecados sob estereomicroscépio (marca QUIMIS - modelo 1069). Os testiculos
foram analisados mediante a uma lupa binocular de marca OLYMPUS SZX-12, adaptada com

uma ocular milimétrica, sendo registrado o comprimento e a largura.
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Anélise da morfometria externa dos foliculos testiculares. Cinco testiculos de cada tratamento
foram fixados em Karnovsky (Glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4% e T. cacodilato 0,1 M) e
levados ao Laboratdrio de Imunopatologia Keizo Asame (LIKA) da UFPE, para processamento e
analises em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), marca Jeol JSN-T200, onde foram
registrados o comprimento total e largura das regiGes (germario, zona de crescimento, zona de
divisdo e reducao, e zona de transformacéo) dos foliculos testiculares.

Analise estatistica. Foi realizada através da Analise de Variancia (ANOVA) utilizando o Proc
ANOVA do SAS (SAS Institute 1999-2001).

Microscopia eletrdonica de transmissdo (MET). Amostras de foliculos testiculares foram
fixadas em Karnovsky (Glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4% e T. cacodilato 0,1 M) e
levadas ao Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asame (LIKA) da UFPE, onde foram
processadas e incluidas em resina Epom 812. A seguir, os blocos foram cortados em
ultramicrétomo (LEICA) ajustado para 40 nm. Os cortes ultrafinos foram analisados e

fotografados em Microscépio Eletronico de Transmissdo de marca Zeiss EM 1009.

Resultados e Discusséo
Os testiculos de C. speciosa apresentaram forma oval e constituidos por varios foliculos
testiculares de morfologia tubular ligados ao canal deferente ao longo de todo o comprimento do
testiculo (Figs. 1 e 2). Com relacdo a morfometria verificou-se que ndo houve diferencas
estatisticas significativas (P>0,05) para o comprimento (F,, 15= 2, 53; P = 0,1130) e largura (F,
15= 0, 74; P = 0,4954) dos testiculos, bem como para o comprimento total (F;, = 3,86; p=
0,0837) e largura das regides dos foliculos testiculares: Germario (F», s= 1,57; p= 0,2826), Zona

de crescimento (F2, = 0,05; p=0,9515), Zona de diviséo e reducéo (F,, s=1,07; p=0,3997) e Zona de
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transformagdo (F», 6= 2,34; p= 0,1777) em relacdo aos fotoperiodos (Tabelas 1 e 2). Os testiculos
dos gafanhotos podem ser classificados em trés tipos basicos: chafariz, intermediario e pinulado,
0s quais, segundo Laird (1943) o comprimento da disposicdo dos foliculos testiculares nos canais
deferentes estdo correlacionados ao comprimento dos testiculos, sendo verificado para C.
speciosa o tipo pinulado caracteristico dos gafanhotos da familia Romaleidae. De acordo com
Chapman (1998) os foliculos testiculares apresentam variacdes na sua forma, numero e
disposi¢do nas diferentes espécies de insetos. Porém, alguns autores correlacionam as diferencas
relativas ao comprimento dos testiculos com o comprimento dos espermatozoéides (Joly &
Bressac, 1994, Pitnick & Markow, 1994; Hihara & Kurokawa, 1987).

Segundo Uvarov (1966) em gafanhoto, a mensuragéo de diferentes partes do corpo e seus
apéndices sdo sempre explorados na descricdo taxondmica das espécies, sendo as medidas mais
comuns o comprimento do corpo, da antena, do pronoto, tergo e do fémur. Esse mesmo autor
relata ainda a necessidade de mais estudo para avaliar a importancia taxonémica dos testiculos.
Assim, os valores obtidos do estudo morfométrico dos testiculos em C. speciosa, podem ser
utilizados como parametros para comparagdo com outras espécies da familia Romaleidae.

Os fotoperiodos também ndo interferiram na espermiogénese, pois analisando
ultraestruturalmente as espermatides e espermatozdides, verificou-se que essas células
apresentaram o mesmo padrdo morfolégico em todos os tratamentos. Foram observadas
espermatides em estagios avancados de diferenciacdo e outras em estagios mais precoces. As
espermatides em estagios iniciais de desenvolvimento sdo grandes, com morfologia esférica e
nucleo volumoso, enquanto que as espermatides mais diferenciadas sdo menores, sendo possivel
observar a presenca do axdbnema e mitocondrias paralelas a este (Figs. 3 e 4). Segundo Fontanetti

(1999), Jamieson et al. (1999) e Kubo-Irie et al. (2003) as espermatides em estagios iniciais de
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desenvolvimento apresentam 0 didmetro nuclear 1,5 vezes maior do que as espermatides mais
diferenciadas. Alguns autores relatam ainda que as espermatides sofrem modificacfes especificas
durante a espermiogénese. Essas modificages funcionais estdo envolvidas na formacgédo de
varios tipos de espermatozéides (polimorfismo) (Beatty & Burgoyne, 1971; Kurokawa et al.,
1974; Takamori & Kurokawa, 1986; Hihara & Kurokawa, 1987; Bressac et al., 1991; Pasini et
al., 1996; Fernandez & Cruz-Landim, 2003). Os espermatozodides acham-se agrupados em feixes,
onde se observou o axbnema e derivados mitocondriais tipicos, caracteristicos da peca
intermediaria e cauda. Na regido da cabeca 0 nlcleo apresentou-se alongado, eliptico e bastante
elétron-denso (Figs. 5 e 6). Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Folliot & Maillet
(1970), Caetano (1980), Wheeler et al. (1990), Lino-Neto; Dolder (2002), Fernandez & Cruz-
Landim (2003), Mancini & Dolder (2004), Zama et al. (2004), Aradjo et al. (2005), os quais
analisando ultraestruturalmente espermatozéides de insetos, verificaram que eles estdo agrupados
em feixes e que na regido da cabega o nucleo apresentou-se alongado, eliptico e bastante elétron-

denso, e que no flagelo foi observado a presenca de axonema e derivados mitocondriais.
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Tabela 1. Médias (+ EP) do comprimento e largura dos testiculos de C. speciosa submetido

a diferentes fotoperiodos. Temp. 30 +2 °C e UR de 72 + 10% (n = 6).

Fotoperiodos Comprimento (mm) Largura (mm)
10L/14E 6,75+0,17 4,48 + 0,20
12L/12E 6,03 £ 0,32 438+0,14
14L/10E 6,55+0,18 4,75+0,29
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Tabela 2. Médias (+ EP) do comprimento e largura (um) dos foliculos testiculares de C.

speciosa submetido a diferentes fotoperiodos. Temp. 30 + 2°C e UR de 72 + 10% (n = 3).

Fotoperiodos

10L:14E 12L:12E 14L:10E
Comprimento total 1099,33 = 58,15 1366,67 + 93,59 1272,67 + 46,48
Germério 140,66 + 9,24 143,0 + 6,65 126,0 = 5,69
Zona de crescimento 199,67 + 21,61 203,0+ 21,94 207,66 + 4,33
Zona de divisdo e reducédo 205,67 + 8,25 215,33 + 6,36 228,0 £ 15,57
Zona de transfomacao 159,0 + 2,52 177,0 + 8,50 175,0 + 6,81
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Figura 1: Microscopia eletrnica de varredura do testiculo de C. speciosa. Aumento 25X.

Figura 2: Vista geral da morfologia e disposicdo dos foliculos testiculares de C. speciosa.

Aumento 20X.
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Figura 3: Microscopia eletronica de transmissdo mostrando espermatides de C. speciosa

em estagio inicial de diferenciacdo (E). Aumento 3.000X.

Figura 4: Microscopia eletronica de transmissdo mostrando espermatides de C. speciosa
em estagio mais avancado de diferenciacdo. Notar axnema (setas) e mitocondrias (M)

Aumento 12.000X.
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Figura 5: Microscopia eletronica de transmissdao mostrando peca intermediaria de
espermatozdides de C. speciosa. Notar ax6nema (setas longas) e derivados

mitocondriais (setas curtas) Aumento 20.000X.
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Figura 6: Microscopia eletronica de transmissdo mostrando cabeca de

espermatozdides de C. speciosa. Notar ndcleo alongado, eliptico e eletrodenso (setas)

Aumento 7.000X.
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