AVA UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

u n es p . INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO

CLARO

AVAVAVY
\ 4

Unesp

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR)

MORFOLOGIA E DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA REPRODUTOR EM TRES
ESPECIES DE ISOPTERA

LARA TEIXEIRA LARANJO

Abril - 2015

Tese apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio
Claro, Universidade Estadual
Paulista, como parte dos requisitos
para obtencéao do titulo de doutor em
Ciéncias Biologicas (Area de
Concentragado: Biologia Celular e
Molecular)



LARA TEIXEIRA LARANIJO

MORFOLOGIA E DESENVOLVIMENTO DO
SISTEMA REPRODUTOR EM TRES ESPECIES DE
ISOPTERA

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias do
Campus de Rio Claro, Universidade Estadual Paulista,
como parte dos requisitos para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias Biologicas (Area de
Concentracdo: Biologia Celular e Molecular).

Orientadora: PROF?. DR*. ANA MARIA COSTA LEONARDO

Rio Claro
2015



595.736 Laranjo, LaraTeixeira

L318m

Morfologia e desenvolvimento do sistema reprodutor em
trés espécies de Isoptera/ Lara Teixeira Laranjo. - Rio Claro,
2015

154 f.:il., gréfs,, figs., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Biociéncias de Rio Claro
Orientador: Ana Maria Costa Leonardo

1. Térmita. 2. Cryptotermes brevis. 3. Coptotermes
gestroi. 4. Silvestritermes euamignathus. 5. Aparelho
reprodutor. . Titulo.

Ficha Catal ogréfica elaborada pela STATI - Bibliotecada UNESP
Campus de Rio Claro/SP




unesp UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE RIO CLARO ;
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE RIO CLARO

F

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO: MORFOLOGIA FUNCIONAL E DINAMICAn DO APARELI—[O GENITAL EM
REPRODUTORES MACHOS DE CUPINS COM ENFASE NAS VESICULAS SEMINAIS

AUTORA: LARA TEIXEIRA LARANJO
ORIENTADORA: Profa. Dra. ANA MARIA COSTA LEONARDO

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de DOUTOR EM CIENCIAS
BIOLOGICAS (BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR) , pela Comissao Examinadora:

\é"" = Ju L CW’T::_‘.-— c@é‘ 128 C"‘-‘r{a

Profa. Dra. ANA MARIA COSTA LEONARDO
Departamento de Biologia / Instituto de Biociéncias de Rio Claro

Prof. Dr. ALgERTO JOSE ARAB OLAVARRIETA

Centro de Ciéncias Naturais e Humanas / Universidade Federal do ABC

Profa. Dra. Rum DE ABREU

Centro de Ciéncias Biolégicas e da Natureza / Universidade Federal do Acre

Profa. Dra. CARMEM SILVIA FONTANETTI CHRISTOFOLETTI
Departamento de Biologia / Instituto de Biociéncias de Rio Claro

.[JANE CARLA SOARES MOREIRA
ehto de Biologia / Instituto de Biociéncias de Rio Claro

Titulo alterado para: Morfologia e desenvolvimento do sistema reprodutor em

tres especies de Isoptera

Data da realizagao: 07 de abril de 2015.



Dedicatoria

— —_— ——



Aos meus pais Cristina e Euclides, ao meu tio
Affonso e ao meu padrinho Dr. Antdénio Holegdrio
(in memorian,)



Agradecimentos




A Deus, que me concedeu mais uma encarnagao.

A Prof*. Dr*. Ana Maria Costa Leonardo, toda orientacdo cientifica e ndo-cientifica recebida
ao longo desses 8 anos trabalhando juntas. Minha admiragdo pela pessoa e professora que ela

¢ e 0 meu muito obrigada por me guiar nos rumos da ciéncia.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP (Processo n°

2011/10590-4) que possibilitou a realiza¢ao deste trabalho apoiando-o financeiramente.
A minha mée, cujo amor transcende a vida e transborda minha alma de alegria.
Ao meu pai, que continua sendo o meu heroi!

Aos meus avos (in memorian), tios, tias, madrinha, padrinho, primos e primas, namorados ¢
namoradas agregados, agradeco os eventos em familia, as risadas e cinemas compartilhados e

0 apoio que sempre recebi.

Ao meu padrinho, Dr. Holegario, ao sr. Sete Encruzilhadas, a Maria Padilha, a Maria dos Sete
Coquinhos, ao sr. Martin Pescador, ao sr. Tupa, ao sr. Caveira (in memorian) e a todos os
guias de luz que andaram lado a lado comigo desde que iniciei minha caminhada no Nucleo

Espiritual Caboclo Tupi e V6 Chica. A minha mae e aos meus irmios de santo, obrigada!

A Princesa e a Fulana (in memorian), a Filo, a Xica e ao Espeto, meus filhos caninos que

distribuem amor e carinho em forma de lambidas e rabos abanando.

A Marise e ao Francisco, sem os quais eu ndo teria nem onde morar esses anos todos!!!

Obrigada pela confianga!

Aos meus amigos do Colégio Nossa Senhora do Carmo, que sdo pessoas que eu vou levar
comigo pro resto da vida. Fra, amo vocé em qualquer continente que vocé estiver; Celsdo, as
brejas com vocé sao sempre melhores; Pretti, vocé ¢ a minha furona preferida; Pacheco, sem

vocé meus conhecimentos em politica seriam nulos.

Cé e Jao, nem tenho como explicar o amor que vocés cultivaram em mim. Obrigada por
compartilharem a casa, os amigos, a fé, a vida, os filhos e a floresta encantada que dorme no

quintal de vocés! Amo vocés demais!



Ao Alex, moreno bonito que em tdo pouco tempo fez florescer um carinho tdo grande em meu
coragao, obrigada por me dar animo extra nesse finalzinho de doutorado e ser uma companhia

sempre serena e acolhedora!

Aos meus amigos bidlogos do CBI 2005, cada um tomando seu rumo, formando familia,
trabalhando em outros lugares, mas a experiéncia de compartilhar os 4 anos da graduagdo com

voces foi inesquecivel. “The nine” queridos, adoro vocés!

Ina e Marcelo, Rio Claro ndo seria a mesma sem vocés! Obrigada pelas séries, cervejas, bolos,

brigadeiros, conversas sérias e nao tao sérias! Amo vocés!
A Nara, vizinha querida, todas as milhares de coisas lindas compartilhadas!

A minha nova familia “marieneana”, gente de SP, do RJ, de Salvador, mas que o carinho e
amizade flui tdo facil que parece que nos conhecemos ha muito tempo. E muito bom dividir
shows, surpresas, musicas e amores com vocés! Um agradecimento especial aos marieneanos

convictos de SP, vulgo familia Castro, que rechearam meu 2014 com “colheitas” perfeitas.

A Amanda, minha irma branca de “zoio” claro que eu achei ha pouco mais de um ano, mas

que vou levar pro resto da vida!!! “Tamo junta, mano”!
A Pati, outra alegria reencontrada nessa vida! “E nois, mermao”!

A Mari, toda alegria que trouxe pra minha vida, colorindo meus dias com cangdes divinas
nessa voz encantadora. Aos meninos de ouro da Bahia que formam essa banda linda, obrigada
por embalarem meus dias com musica da melhor qualidade. A Eveline, cujo mundo

certamente seria um lugar melhor se mais pessoas como ela existissem.

Aos companheiros de cupins, Ives, Juliana, Vanelize, Silvana, Luiza, lago, Jalia, Otavio,
Carol, as coletas, ninhos e artigos compartilhados. Van e Ives, meu obrigada especial pelas

tardes de trabalho sempre divertidas que passamos juntos!

A todas essas pessoas e as que também sdo especiais pra mim mas que nao caberiam aqui e

que de alguma forma fizeram ou fazem parte da minha vida, o meu muito obrigada!!!

MUITO OBRIGADAI!!



Epgrf



Colheita
(Nelson Rufino)

A vida é um desafio
Fogo cruzado, eu sei

No rumo tragado me guio
No meu faro eu confio

Na busca do que sonhei

Porta fechada é nada

E mais uma licdo

A perseveranga me ensinou
86 conquista o que se sonhou

Com fé e determinagdo

Tem que ter, tem que ter
Coragem pra viver

Pra ser feliz

Tem que ter, tem que ter
Coragem pra viver

Pra ser tudo que se quis

Eu sou a esperanga que quer viver
O amor no momento maior
Eu sou a certeza de quem plantou

Pra ter a colheita melhor

Quem tem vontade no coragdo
Quem tem pela vida paixdo
Terd o seu dia de vencedor

Verd sua consagragdo






Resumo

RESUMO

Reis de Isoptera fornecem grandes quantidades de espermatozoides vidveis a rainha.
Contudo, o estudo do sistema reprodutor dos machos destes insetos tem sido negligenciado
quando comparado ao das fémeas. Com o objetivo de suprir essa lacuna, a presente pesquisa
visou um estudo comparativo do sistema reprodutor em diferentes idades desses machos,
incluindo ninfas e reprodutores alados. Desse modo, foram escolhidas trés espécies,
pertencentes a trés familias que ocupam posigoes evolutivas diferentes: Cryptotermes brevis,
Coptotermes gestroi e Silvestritermes euamignathus. No Capitulo I, foi dado destaque a
producao de espermatozoides e desenvolvimento das vesiculas seminais em ninfas de ultimo
instar, reprodutores alados ¢ reis com 6 meses e 1 ano de idade de C. brevis. Nas ninfas, os
espermatozoides estdo restritos aos testiculos. O Capitulo II enfoca principalmente a
histoquimica e ultraestrutura das vesiculas seminais de C. gestroi e assinala o inicio da
espermatogénese em ninfas de 3° instar, apesar de ninfas de 5° instar ainda nao estocarem
espermatozoides nas vesiculas seminais. Nesta espécie, as vesiculas seminais individualizadas
apresentam uma regido distal secretora e uma regido proximal com funcdo de armazenamento
de espermatozoides. Adicionalmente, a histoquimica evidenciou polissacarideos e proteinas na
secrecdo presente na regido distal destas estruturas. No Capitulo III, foi acompanhada a
evolugao do aparelho reprodutor em machos de S. euamignathus. Os resultados mostraram um
amadurecimento precoce do sistema reprodutor dos machos € um aumento da producao de
espermatozoides em reis de colonias maduras. Além disso, as vesiculas seminais aumentaram
muito nestes individuos e se apresentaram como porgdes especializadas dos dutos deferentes.
Adicionalmente, dados morfolégicos e histoquimicos permitem inferir que as vesiculas
seminais de reis funcionam mais como 6rgao de armazenamento de espermatozoides do que

estruturas secretoras. O Capitulo IV, é dedicado a uma analise das gonadas de reprodutores de
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substitui¢do, os quais foram coletados em trés diferentes colonias de C. brevis. As colonias A
e B eram formadas por um casal contendo um reprodutor neoténico e um reprodutor primario.
O rei primario e o rei neoténico apresentaram um desenvolvimento similar do sistema
reprodutor, sendo que ambos os machos apresentaram testiculos bem desenvolvidos e
espermatozoides nas vesiculas seminais. A rainha neoténica e a rainha primaria, também
mostraram um desenvolvimento similar do sistema reprodutor, com ovdcitos vitelogénicos e
espermatozoides na espermateca. No entanto, o casal formado exclusivamente por reprodutores
neoténicos (colonia C) tinha uma fémea, que ndo possuia ovocitos vitelogénicos e nem
espermatozoides na espermateca; enquanto o macho, era um intersexo. Este macho, ndo possuia
espermatozoides nas vesiculas seminais e apresentou um ovocito em estagio inicial de
desenvolvimento, entre os lobulos testiculares de um dos testiculos. De um modo geral, as
vesiculas seminais dos cupins desempenham um importante papel no armazenamento e na
nutricdo dos espermatozoides. A presenca de um desenvolvimento precoce do aparelho
reprodutor nos machos dos cupins, caso das ninfas, mostra a preparagdo destes individuos para
a rapida substituicdo dos reprodutores imaginais, caso de colonias orfanadas. Este fato
corrobora com dindmica de castas na sociedade destes insetos e contribui para a estabilizagao

da colonia.

Palavras-chave: Cryptotermes brevis. Coptotermes gestroi. Silvestritermes euamignathus.

Aparelho reprodutor. Isoptera.
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ABSTRACT

Kings of Isoptera supply large quantities of viable sperm to the queens. Nevertheless,
the study of the male reproductive system of these insects has been neglected when compared
to that of females. In order to fill this gap, this research aimed a comparative study of the
reproductive system in different ages of termite males, including nymphs and winged
reproductives. Thus, three species were chosen from three families that have different
evolutionary positions: Cryptotermes brevis, Coptotermes gestroi and Silvestritermes
euamignathus. Chapter I emphasized the production of sperm and development of seminal
vesicles in last instar nymphs, alates and 6-month and 1-year-old kings of C. brevis. In nymphs,
the sperm are restricted to the testicles. Chapter II focuses primarily on the histochemistry and
ultrastructure of the seminal vesicles of C. gestroi and records the beginning of spermatogenesis
in 3™ instar nymphs, even though 5% instar nymphs have not stored sperm in the seminal
vesicles. In this species, individualized seminal vesicles have a secretory distal region and a
proximal region with sperm storage function. In addition, the histochemistry showed
polysaccharides and proteins present in the secretion of these structures at the distal region. In
Chapter I11, the evolution of the reproductive system in male of S. euamignathus was followed.
The results showed an early maturation of the reproductive system of males and the increasing
sperm production in kings of mature colonies. Additionally, morphological and histochemical
data allowed us to infer that the seminal vesicles of kings function more likely as a sperm
storage organ than secretory structures. Chapter IV is dedicated to an analysis of the gonads of
replacement reproductives, which were collected in three different colonies of C. brevis.
Colonies A and B were formed by a couple containing a neotenic and a primary reproductive.
The primary king and the neotenic king showed a similar development of the reproductive

system. Both males presented well-developed testicles and sperm in the seminal vesicles. The
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neotenic queen and primary queen also showed a similar development of the reproductive
system, with vitelogenic oocytes and sperm in the spermatheca. However, the couple formed
exclusively by neotenic reproductives (colony C), the female had no vitellogenic oocytes and
no sperm in the spermatheca; while the male was an intersex. This male had no sperm in the
seminal vesicles and presented an oocyte, in early stage of development, among the testicular
lobes of one testicle. In general, the seminal vesicles of termites play an important role in
storage and nutrition of sperm. The presence of an early development of the reproductive
system in the males of the termites, as observed in nymphs shows the preparation of these
individuals for the rapid replacement of primary reproductives if the colonies became orphans.
This fact confirms the dynamics of caste in society of these insects and contributes to the

balance of the colony.

Keywords: Cryptotermes brevis. Coptotermes gestroi. Silvestritermes euamignathus.

Reproductive system. Isoptera.
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1. INTRODUCAO GERAL E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os cupins sao insetos eussociais pertencentes a classe Insecta e a infraordem Isoptera
(KRISHNA et al., 2013). Estes insetos constituem um importante grupo, com 2882 espécies de
cupins descritas até 0 momento (CONSTANTINO, 2014), sendo 562 espécies encontradas na
regido Neotropical. No Brasil ocorrem cerca de 300 espécies que estdo incluidas em quatro
familias: Kalotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitide ¢ Termitidae (CONSTANTINO,
2015).

Todas as espécies conhecidas de cupins sdo sociais e divergiram de um ancestral comum
que também originou as baratas subsociais da familia Cryptocercidae, no final do Jurassico,
cerca de 35 milhdes de anos antes do aparecimento das formigas (ENGEL; GRIMALDI;
KRISHNA, 2009). A sociedade dos cupins, semelhante aquela dos Hymenoptera eussociais, €
geralmente grande e apresenta divisdo de trabalho caracteristica, baseada na reprodugdo. Os
Isoptera constituem um clado monofilético, no qual poucos individuos das colonias se

reproduzem enquanto uma grande maioria renuncia a sua propria reproducdo (KORB, 2007).

Os cupins diferem dos outros insetos sociais por apresentarem castas de ambos os sexos,
um sistema de determinac¢ao do sexo diploide, desenvolvimento hemimetabolo e instares jovens

participando do trabalho colonial (KRISHNA, 1969).

Coptotermes gestroi e Cryptotermes brevis sdo importantes espécies pragas exoticas no
Brasil que apresentam nidificag@o distinta, j4 que a primeira constroi ninhos conspicuos e a
segunda vive dentro da propria madeira que lhe serve de alimento. Desse modo, C. brevis é um
cupim praga cosmopolita que pertence a familia Kalotermitidae, considerada mais basal em
termos evolutivos e C. gestroi ¢ também um cupim praga porém pertencente a familia

Rhinotermitidae. Ja Silvestritermes euamignathus ¢ um cupim nativo da regido Neotropical,
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construtor de ninhos em monticulos, caracteristico de regides de Cerrado e pertencente a familia

Termitidae, considerada mais derivada.

Em geral, o aparelho reprodutor masculino de insetos ¢ constituido por um par de
testiculos conectados com vesiculas seminais pareadas e um duto ejaculatéorio mediano. Na
maioria dos insetos hd também um nimero variavel de glandulas acessorias que se abrem no
vaso deferente ou no duto ejaculatorio (CHAPMAN, 1998). Em Isoptera, o aparelho reprodutor
dos machos ¢ constituido por dois testiculos, dois dutos deferentes, duas vesiculas seminais e
um duto ejaculatorio (GRASSE, 1982). Em cupins, estudos sobre aparelho reprodutor
masculino sdo restritos aos reprodutores alados, os imagos. Modificagdes do sistema reprodutor
dos reis desde o periodo da revoada até a maturidade e comparagdes deste sistema entre espécies

pertencentes a diferentes familias sdo escassas e, praticamente, restritas a cupins africanos.

1.1. Infraordem Isoptera

Atualmente os cupins sdo considerados baratas sociais e de acordo com Krishna et al.
(2013) pertencem a infraordem Isoptera, contida na ordem Blattaria. Os argumentos que
colocam cupins dentro do taxon Blattaria baseiam-se na evolugdo da eussocialidade nos
Isoptera e sdo sustentados pelas baratas do género Cryptocercus, consideradas baratas
subsociais. Adicionalmente, dados genéticos reforcam estes argumentos (INWARD;
VOGLER; EGGLETON, 2007). Além disso, os comportamentos compartilhados por baratas e
cupins dizem respeito a regulacdo das respostas ao ambiente fisico, ou seja, ambos 0s grupos
de insetos sdo fortemente tigmotateis, t€ém aversdo a luz e estdo associados a temperaturas
amenas e alta umidade (NALEPA, 2010). Outros comportamentos adicionais sdo o
canibalismo, a habilidade de transportar alimento, comportamento de agregacdo, allogrooming,
cuidado elaborado com a cria, comportamento higi€nico e a supressdo de articulos antenais

(NALEPA, 2010).

Outro fator que aproxima Isoptera de Blattaria e os afasta dos Mantodea e da maioria
dos Hymenoptera sdo as atividades didrias, incluindo forrageamento no escuro, que sdo
fortemente baseadas em mecanismos ndo-visuais de orientagdo em dire¢do aos recursos

alimentares, locomoc¢ao e comunicagdao (NALEPA, 2010).
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A Infraordem Isoptera encontra-se distribuida em nove familias: Archotermopsidae,
Hodotermitidae, Kalotermitidae, Mastotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae,
Stolotermitidae, Stylotermitidae, Termitidae (ENGEL; GRIMALDI; KRISHNA, 2009). Os
cupins podem ser classificados baseando-se em sua ecologia e particularmente nos habitos de
alimentagdo e tipos de ninho. Porém, uma classificagdo tradicional e alternativa ¢ quanto ao
tipo de simbionte presente no trato digestivo desses insetos. Assim, os térmitas podem ser
classificados em “cupins superiores”, que sao aqueles cujo trato digestivo contém apenas
bactérias como simbionte e sdo representados pela familia Termitidae; e em “cupins inferiores”,
cujos simbiontes do trato digestivo sdo em sua maioria protozoarios, € correspondem a todas as

outras familias de Isoptera com excecao de Termitidae (KORB e HARTFELDER, 2008).

A familia Kalotermitidae compreende os cupins de madeira seca e esta distribuida nas
regides Australiana, Neoartica e Neotropical. As colonias da espécie C. brevis sdo pequenas,
com cerca de 50 a 300 individuos, refletindo o tamanho da fonte alimentar que lhes serve de

ninho (KORB ¢ SCHMIDINGER, 2004).

A familia Rhinotermitidae compreende os cupins subterrdneos, os quais sio
considerados pragas por se alimentarem de madeira estrutural e causarem danos em areas
urbanas (PEARCE, 1997; SU e SCHEFFRAN, 2000). No Brasil, foram catalogadas 12 espécies
pertencentes a essa familia (CONSTANTINO, 2014), a qual ¢ subdividida em seis subfamilias:
Coptotermitinae, Heterotermitinae, Psammotermitinae, Termitoginae, Rhinotermitinae e

Prorhinotermitinae (ENGEL; GRIMALDI; KRISHNA, 2009).

A familia Termitidae constitui a maior familia de cupins existente no mundo e abrange
cerca de 75% de todas as espécies conhecidas. Todos os alados da familia possuem fontanela e
os cupins dessa familia ndo apresentam protozodrios simbiontes no intestino posterior
(COSTA-LEONARDO, 2002). A familia Termitidae ¢ a mais diversificada do ponto de vista
ecolégico e compreende as  subfmilias  Sphaerotermitinae, = Macrotermitinae,
Foraminitermitinae, Syntermitinae, Nasutitermitinae, Apicotermitinae, Cubitermitinac e
Termitinae (ENGEL, GRIMALDI; KRISHNA, 2009). A subfamilia Syntermitinae abrange 15
géneros de cupins, todos endémicos da regido Neotropical (ROCHA; CANCELLO, CARRIJO,
2012). Entre as espécies inclusas nessa subfamilia, encontra-se a espécie recém-nomeada S.

euamignathus.
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Cryptotermes brevis (Walker, 1853)

C. brevis ¢ um cupim praga cosmopolita que pertence a familia Kalotermitidae,
considerada mais basal em termos evolutivos. Esta espécie de Cryptotermes é a mais
abundantemente dispersa no mundo (GAY, 1967) e foi originalmente descrita para a Jamaica.
Scheffrahn et al. (2000) relatam a presenca desta espécie na natureza, em uma ilha do Havali,
contudo, sua origem permanece obscura e alguns autores admitem uma origem via regiao
Neotropical. Assim como todos os individuos pertencentes a familia Kalotermitidae, as espécies
do género Cryptotermes seguem um desenvolvimento central (linear), o qual se caracteriza por
sete mudas sucessivas que levam do primeiro instar larval ao alado (ROISIN, 2000). No
entanto, esse desenvolvimento ¢ altamente flexivel. Apds atingir o quarto instar larval, um
individuo pode sofrer uma combinacao de mudas progressivas, estacionarias ou regressivas €
se tornar uma ninfa, um reprodutor neoténico ou um soldado (ROISIN, 2000), em resposta as
condi¢des ambientais (KORB e LENZ, 2004) e as condigdes da propria colonia (LENZ;
MCMAHAN; WILLIAMS, 1982).

Coptotermes gestroi (Wasmann, 1896)

O género Coptotermes pertence a subfamilia Coptotermitinae e possui representantes
distribuidos por todo o mundo (PEARCE e WAITE, 1994). Esse género apresenta
aproximadamente 76 espécies descritas, sendo C. gestroi uma das mais importantes do ponto
de vista econdmico (CONSTANTINO, 2014). C. gestroi ¢ cupim praga exotico introduzido no
Brasil no século passado, com registros que datam de 1923 no Rio de Janeiro (RJ) e 1934 em

Santos (SP) (ARAUJO, 1958).

Silvestritermes euamignathus (Silvestri, 1901)

S. euamignathus ¢ uma espécie de cupim nativa da regido Neotropical e pertencente a
familia Termitidae. Caracteriza-se por construir ninhos em monticulos, tipico de regides de
Cerrado (MATHEWS, 1977; DOMINGOS, 1985). Este cupim forma reprodutores de
substitui¢do do tipo ninfoide na auséncia de um ou dos dois reprodutores primarios. Este
fenomeno foi observado em colonias de cupins orfanadas naturalmente (COSTA-
LEONARDO; BARSOTTI; SOARES, 1996; 1999) e reproduzido apds a retirada experimental
dos reprodutores primarios (COSTA-LEONARDO; SOARES; BARSOTTI, 1998). Costa-
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Leonardo, Barsotti ¢ Soares (1996) encontraram até 83 neoténicos em um mesmo ninho de S.

euamignathus.

1.2. A sociedade dos cupins

O ninho ¢ uma caracteristica de todos os insetos eussociais, mas entre os cupins existe
uma grande diversidade de tipos, alguns com arquitetura complexa que atingem tamanhos
enormes e outros mais simples, que consistem de tineis escavados em uma peca de madeira
(NOIROT e DARLINGTON, 2000). Uma divisao classica dos tipos de ninhos ¢é: “ninhos de
uma pega”, caracteristico de Termopsidae, Kalotermitidaec ¢ Prorhinotermes ou “ninhos de
multiplas pecas”, observados em Mastotermitidae, Hodotermitidae, Serritermitidae,

Rhinotermitidae (exceto Prorhinotermes) ¢ Termitidae (KORB e HARTFELDER, 2008).

A determinacdo e o desenvolvimento de castas ¢ mais complexo e mais plastico em
cupins do que em himenopteros; no entanto, assim como em himendpteros, as castas
reprodutivas dos cupins correspondem ao ponto final do desenvolvimento pds-embrionario
(ROISIN e KORB, 2011). Os térmitas apresentam uma organizagdo social complexa com
especializacao dos individuos em castas. A diferenciagdo das castas ocorre durante o
desenvolvimento ontogenético dos individuos e pode ser influenciada tanto por fatores
ambientais (MAO e HENDERSON, 2007) como determinada geneticamente (HAYASHI et al.,
2007; KITADE et al., 2011).

Em geral, as colonias de cupins sdo formadas por individuos pertencentes a duas
linhagens distintas, uma linhagem reprodutiva ou imaginal, composta por ninfas, individuos
alados, o rei e a rainha; e uma linhagem neutra ou aptera, da qual fazem parte os operarios € os

soldados, bem como os instares precedentes destes individuos (ROISIN, 2000).

Os individuos sexuados sdo geralmente o rei e a rainha, denominados reprodutores
primarios, derivados de alados que perderam suas asas ap6s o voo nupcial. O rei sempre
permanece ao lado da rainha e a fecundagao ocorre ao longo da vida desses reprodutores. Em
algumas espécies, a rainha torna-se fisogastrica e produz muitos ovos, como ocorre com 0
cupim subterraneo C. gestroi, no qual as colonias apresentam alta densidade populacional

(COSTA-LEONARDO e CAMARGO-DIETRICH, 1999).
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De acordo com Thorne (1996) e Roisin (2000), ninfas s@o os individuos que apresentam
brotos de asas e fazem parte da linhagem imaginal, a qual dar4 origem aos alados. Podem
apresentar olhos brancos ou levemente pigmentados. Nos Rhinotermitidae, as ninfas nao sao
individuos dependentes, como os soldados e as larvas. Experimentos realizados com ninfas de
Coptotermes formosanus mostraram que quando mantidas isoladas, elas sdo capazes de
sobreviver. Elas também foram observadas realizando “grooming” nos soldados, quando os
operarios eram retirados dos experimentos (CROSLAND e SU, 2006). Ja os reprodutores
alados sdo os adultos que ndo sofrem novas mudas; apresentam o corpo bastante pigmentado,
olhos compostos e sdo os fundadores de novas colonias. Eles sdo destinados a reprodugdo e
possuem dois pares de asas membranosas, uteis apenas durante a revoada (FONTES e
ARAUIJO, 1999). Quando os alados de uma colonia tém uma propor¢io de sexo inclinada para
um dos sexos, a exogamia ¢ promovida, porque a probabilidade de pareamento dentro da

colonia ¢ diminuida.

Além disso, em uma colonia de cupins podem aparecer reprodutores de substituicao
quando um ou ambos os reprodutores primarios morrem. Estes individuos sao denominados
reprodutores neoténicos porque amadurecem o aparelho reprodutor antes de alcangarem a idade
adulta. Reprodutores neoténicos sdo machos ou fémeas que sempre mantém caracteristicas
juvenis e substituem os reprodutores primdrios. Esse tipo de reprodutor ¢ mais frequentemente
observado em cupins inferiores (MILLER, 1969), e ndo ¢ bem conhecido nos cupins superiores
(NOIROT, 1969). Eles se desenvolvem apos a perda dos reprodutores primarios e sao
classificados em ninfoides, quando derivados das ninfas que retém as tecas alares, ou
ergatoides, quando derivados de operarios, que sdo apteros (NOIROT, 1990; ROISIN, 2000).
Korb e Hartfelder (2008) recomendam utilizar a denominagdo reprodutores braquipteros,
quando derivados de ninfas, e apteros, quando derivados de instares larvais para cupins
inferiores. Costa-Leonardo, Barsotti e Soares (1999) estudaram a morfologia dos reprodutores
de substituicdo ninfoides em trés ninhos de S. euamignathus e verificaram ovariolos com
ovocitos em diferentes estagios de desenvolvimento nas secgdes histologicas das fémeas
analisadas. Os machos analisados mostraram testiculos multilobulados e com desenvolvimento
semelhante ao dos reprodutores primarios, apresentando testiculos maduros e ativos na

espermatogénese, com espermatozoides na regido proximal do duto deferente.
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1.3. Aparelho reprodutor masculino

O sistema reprodutor de machos e fémeas passou por uma consideravel evolucao dentro
dos grupos. Nos machos, o nimero de elementos testiculares passou por um desenvolvimento
semelhante ao das fémeas, porém com um menor aumento dos elementos germinativos das
formas mais primitivas para as mais derivadas. As chamadas vesiculas seminais ou glandulas
acessorias mostraram uma grande diversidade de grupo para grupo, enquanto o0s

espermatozoides sofreram acentuadas modificagdes de forma e tamanho (WEESNER, 1969).

O aparelho reprodutor dos machos de Isoptera ¢ constituido por dois testiculos, dois
dutos ou vasos deferentes, duas vesiculas seminais ¢ um duto ejaculatorio ou ejaculador
(GRASSE, 1982). Segundo Costa-Leonardo e Barsotti (1998), o aparelho reprodutor do macho
de C. gestroi ¢ constituido por dois testiculos, dois canais deferentes, duas vesiculas seminais e
um ducto ejaculatorio situado sob o 9° esternito abdominal. Todos os constituintes do aparelho
reprodutor sao embriologicamente de origem mesodérmica, menos o duto ejaculador, que ¢

uma invaginagao da ectoderme.

Os testiculos

Nos insetos em geral, os testiculos localizam-se acima ou abaixo do intestino, no
abdomen, e estdo frequentemente proximos a linha mediana do corpo. Geralmente cada
testiculo € constituido por uma série de tubos ou foliculos arranjados em numeros que variam
de 01, no coledptero Adephaga até 100 em gafanhotos (Acrididae). Alguns Lepidoptera
apresentam foliculos ndo completamente separados um do outro e em Diptera, os testiculos sdao
sacos individuais simples, que podem ser considerados como foliculos tinicos (CHAPMAN,
1998). Em Polistes vesicolor vesicolor (Hymenoptera), cada testiculo ¢ formado por 3 foliculos
fusiformes, dos quais emergem dutos eferentes que mais tarde se unem formando o duto
deferente. Estes foliculos sdo cobertos por uma unica capsula e preenchidos inteiramente por
cistos, os quais possuem até 95 espermatozoides em média (ARAUJO; MOREIRA; LINO-
NETO, 2010).

Em abelhas os testiculos podem encontrar-se separados, ambos no interior da mesma
capsula, ou unidos medianamente por um prolongamento da cépsula envoltéria. Os foliculos

testiculares sao mantidos juntos por uma cépsula envolvente ou membrana peritoneal. Eles sao



Introdugdo Geral e Revisdo Bibliogrifica 24
estruturas alongadas, limitadas externamente por um epitélio fino de células escamosas e
envolvidos pela membrana peritoneal (CHAPMAN, 1998). A parede dos foliculos ¢ formada
por um epitélio delgado, algumas vezes constituido por duas camadas de células, que se
dispdem sobre a lamina basal. Os foliculos sdo mantidos unidos por uma bainha peritoneal,

formada por tecido conjuntivo (CHAPMAN, 1998).

Em Isoptera, os testiculos consistem em um ntimero de foliculos testiculares unidos em
um cluster apertado. Eles estdo localizados lateralmente ao sistema digestivo, na regido
posterior do abdomen, sendo que deles partem dutos deferentes que terminam no duto
ejaculatério comum (WEESNER, 1969). De acordo com o mesmo autor, os testiculos sdo
constituidos por um niimero variavel de foliculos testiculares, sendo 9 em Kalotermes flavicollis
(STELLA, 1938) e de 7 a 9 em Reticulitermes hesperus (WEESNER, 1956). Os testiculos de
C. gestroi sdo constituidos por varios foliculos agrupados e estdo localizados latero-
dorsalmente no abdomen posterior. No macho alado, os testiculos sdo pouco desenvolvidos e
ndo se distinguem bem os foliculos individualizados porque estes ficam compactamente
agrupados. Contudo, um rei primario de uma colonia de 2 anos pode ter até 7 foliculos distintos
(COSTA-LEONARDO, 2002). Segundo Weesner (1969), os testiculos dos Termitidae sdo mais

estruturados, com foliculos constituidos por tibulos espermaticos.

A por¢do terminal de cada foliculo testicular consiste de uma massa pequena e irregular,
geralmente achatada e densamente empacotada de células, entre as quais células em divisao sdo
frequentemente observadas. A aparéncia geral dessa regido ¢ comparavel ao germario das
fémeas, tanto em cupins como em abelhas (WEESNER, 1969; CRUZ-LANDIM, 2008). Em
Isoptera, aparentemente nao ha uma célula apical, como encontrado nos testiculos de alguns
insetos, como ¢ o caso da abelha Apis mellifera (CRUZ-LANDIM, 2008) e do lepidoptero
Diatraea saccharalis F. (BILHA, 2008). Abaixo do germario, as células sdo arredondadas, ou
cuboides, com nucleo redondo e estdo arranjadas em grupos ou cistos, nos quais, todas as
células de um cisto apresentam estdgios compativeis de desenvolvimento. Nos cistos
superiores, os nucleos das células apresentam arranjos difusos de cromatina. Alguns grupos
mostram células com arranjos tipicos da profase meidtica enquanto outros grupos estao
passando por outros estagios de divisao meidtica, com todas as células de um mesmo cisto,
apresentando estagios de desenvolvimento bem proximos. Na regido basal de cada tabulo

espermdtico sdo encontrados cistos contendo espermatides e espermatozoides. Os cistos
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aparentemente arrebentam e os espermatozoides sao liberados no vaso deferente (WEESNER,

1969).

Espermatogénese e espermatozoides

Em insetos, o desenvolvimento das células germinativas masculinas geralmente ocorre
em compartimentos, chamados de cistos (ARAUJO; MOREIRA; LINO-NETO, 2010). Estes
cistos sdao encontrados dentro dos tibulos seminiferos ou foliculos testiculares e sao formados
por clones de células germinativas cercadas por uma camada epitelial de células nao
germinativas (BACCETTI e BAIRATI, 1964). Durante a espermatogénese, as espermatogonias
sofrem divisdes mitdticas que geram um numero constante de células por cisto. Apds duas
divisdes meiodticas, as células se tornam espermatides (LINDSLEY e TOKUYASU, 1980;
OGUMA e KUROKAWA, 1984; CRUZ-LANDIM, 2001; LINO-NETO ARAUJO; DOLDER,
2008). Geralmente, as divisdes mitdticas dentro de um mesmo cisto sdo sincronicas, com
algumas excegdes como em Drosophila (Diptera), cujas divisdes sdo assincronicas, gerando

um numero variavel de espermatozoides por cisto (LIEBRICH, 1984).

Cada espécie tem um numero particular de espermatides/espermatozoides dentro do
cisto, que ¢ determinado pelo niimero de divisdes celulares, o qual é constante para cada
espécie, mas pode variar de espécie para espécie. Frequentemente, apos a espermiogénese, 0
espermatozoides do mesmo cisto podem permanecer juntos, como um feixe, por um periodo
variavel de tempo. De acordo com Virkki (1970, 1973), insetos mais derivados tendem a ter

menos espermatozoides por feixe do que os menos derivados.

Descrigdes da espermatogénese em Isoptera foram realizadas por Weesner (1953) em
Tenuirostritermes tenuirostris, por Banerjee (1961) em Odontotermes redemani e por Grandi
(1992) em K. flavicollis.

A espermatogénese em cupins se inicia prematuramente na fase ninfal (GRANDI, 1992;
YE; JONES; AMMAR, 2009), podendo ser comparado este desenvolvimento prematuro a
espermatogénese dos machos de abelhas, cujo inicio se dd entre o 3° e 4° estagios larvais
(CRUZ-LANDIM, 2008) e da vespa Polistes, cuja espermatogénese se inicia no estagio pupal
(ARAUJO; MOREIRA; LINO-NETO, 2010). Dean e Gold (2004) encontraram

espermatozoides maduros no duto ejaculatério de larvas de 5° instar de Reticulitermes flavipes.
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Diferentemente dos machos de formigas (BALL e VINSON, 1984), abelhas (DALLACQUA e
CRUZ-LANDIM, 2003) e vespas (ARAUJO et al., 2005), que s6 produzem espermatozoides
uma vez e cujos testiculos degeneram apos a migracao dos espermatozoides para a vesicula
seminal, os machos de cupins produzem espermatozoides ao longo de toda a vida, em maior ou

menor quantidade, de acordo com ciclos reprodutivos e apresentam um aumento do volume

testicular com o passar dos anos (HIGA, 1981; RAINA; PARK; FLORANE, 2003).

Variagdes na morfologia dos espermatozoides dos Isoptera ja foram descritas, sendo que
a maioria deles ndo ¢é flagelada (GRASSE, 1982; JAMIESON, 1987). Os espermatozoides de
cupins apresentam morfologia muito mais diversificada quando comparados com himenopteros
sociais, (CAETANO, 1980; JAMIESON, 1987; QUICKE et al., 1992). Nestes ultimos, os
espermatozoides tém a mesma estrutura basica de outros insetos, sendo uma célula alongada
sem distin¢ao entre a cabega e a cauda. O comprimento total dos espermatozoides ¢ variavel
em formigas e abelhas sociais (BAER, 2005; BAER; ARMITAGE; BOOMSMA, 2006) e uma
reducdo na variagdo do tamanho do espermatozoide em espécies polidndricas indicam que a

selecdo natural pode ter influéncia na evolucao (FITZPATRICK e BAER, 2011).

Weesner (1969) reportou um tipo de espermatozoide semelhante ao dos himenopteros
sociais para os cupins. De acordo com Baccetti, Dallai e Callaini (1981), os Rhinotermitidae e
Termitidae tém espermatozoides esféricos e aparentemente iméveis. Ja o cupim Mastotermes
darwiniensis, possui espermatozoides flagelados (BACCETTI e DALLAI, 1977). Segundo
Grassi e Sandias (1893), os espermatozoides de K. flavicollis ndo sdo flagelados e tém a forma
de uma semente de zinia. Bugnion e Popoff (1912) descreveram o espermatozoide de
Termitidae como corpos arredondados muito pequenos e ndo flagelados. Imms (1948) enfatiza
que os espermatozoides de Archotermopsis wroughtoni possuem a forma geralmente
encontrada em outros insetos, incluindo flagelo. Em Zootermopsis, o espermatozoide também
parece ser flagelado (STEVENS, 1905). De acordo com Grassé (1949), os espermatozoides de
Kalotermitidae variam de 12 a 20 um de comprimento. Em Rhinotermitidae e Termitidae, os
espermatozoides sdo menores, arredondados e possuem de 1,5 a 4 um de didmetro, tendendo a
ser maior nos Rhinotermitidae e menor nos Termitidae, além de nao flagelados e aparentemente

imoveis (Tabela 1).

Em adi¢dao ao esperma que parece ser normal para a espécie, ha geralmente presente

também um esperma abortivo, e o cisto todo pode sofrer desenvolvimento anormal (JUCCI,



Introdugdo Geral e Revisdo Bibliogrifica 27

1924; GRASSE e¢ BONNEVILLE, 1936; GRASSE, 1937; STELLA, 1938; LIGHT;
WEESNER, 1955). Tal esperma aberrante ¢ mais ou menos numeroso no duto deferente e foi
considerado por Jucci (1924) como sendo um tipo de esperma nutridor. Em outras espécies,

esse tipo de esperma também foi encontrado nas vesiculas seminais.

Tabela 1. Tipos de espermatozoides encontrados em Isoptera.

Espécies Espermatozoide Referéncia

MASTOTERMITIDAE

Mastotermes darwiniensis Multiflagelados, em forma de Bacetti & Dallai, 1977, 1978
cone

HODOTERMITIDAE Desconhecido Desconhecido

ARCHOTERMOPSIDAE

Zootermopsis nevadensis Nao flagelado, em forma de haste Bacetti et al., 1981

Jamieson et al., 1999

STOLOTERMITIDAE Desconhecido Desconhecido
KALOTERMITIDAE
Kalotermes flavicollis Nao flagelado, em forma de Grassia & Sandias, 1893;
semente de zinia (em forma de Vieau, 1973
cone)

Cryptotermes brevis Nao flagelado, em forma de

semente de zinia (em forma de Estudo atual

cone)
STYLOTERMITIDAE Desconhecido Desconhecido
RHINOTERMITIDAE Nao flagelado Bacetti et al., 1974

Reticulitermes lucifugus Esférico, nao flagelado Bacetti, 1972, 1974, 1979
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Coptotermes amanii

Coptotermes gestroi

Esférico, ndo flagelado

Esférico, ndo flagelado

Bacetti et al., 1981; Tuzet,
1977

Costa-Leonardo, 2002

SERRITERMITIDAE Esférico, ndo flagelado Costa-Leonardo
(comunicagao pessoal)
TERMITIDAE Esférico, ndo flagelado Bugnion & Popoft, 1912;

Macrotermes natalensis

Amitermes unidentaus
Macrotermes sp.
Odontotermes sp.
Odontotermes classicus

Trinevitermes dispar

Silvestritermes euamignathus

Esférico, ndo flagelado

Esférico, ndo flagelado
Esférico, nao flagelado
Esférico, nao flagelado
Esférico, nao flagelado
Esférico, ndo flagelado

Esférico, ndo flagelado

Grassé, 1982

Geyer, 1951

Bacetti et al., 1981

Jamieson et al., 1999

Laranjo & Costa-Leonardo,
2015

Os dutos deferentes

Quanto aos vasos deferentes, estes parecem ser tubos condutores de espermatozoides

dos testiculos para o duto ejaculatorio, contudo, aparentemente também servem para

armazenamento de esperma. Eles se originam a partir dos testiculos e descem verticalmente,

inserindo-se em um duto comum, o duto ejaculatério mediano (WEESNER, 1969). Na vespa

P. vesicolor, a primeira metade do duto deferente ¢ alargada e diferenciada em uma regido

especializada para o armazenamento de esperma, a vesicula seminal (ARAUJO; MOREIRA;

LINO-NETO, 2010).

Em Termitidae, os dutos deferentes podem ser considerados mais largos na base. Imms

(1919) observou que os dutos deferentes de A. wroughtoni se juntam imediatamente antes de

sua inser¢do na regido mediana-dorsal do duto ejaculatério. Em todas as outras espécies
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estudadas, os dutos deferentes aparentemente entram no duto ejaculatério independentemente.
Em M. darwiniensis, os dutos deferentes se curvam em diregdo as projegdes das glandulas
acessoOrias e se abrem na regido anterior do duto ejaculatdrio, pela regido ventral. Em
Zootermopsis angusticollis, Anacanthotermes ochraceus e K. flavicollis, os dutos deferentes se
abrem a partir da regido dorsal. Isso também ocorre na familia Rhinotermitidae, cujas espécies
estudadas foram: R. hesperus, Reticulitermes lucifugus, Psammotermes assuanensis,

Coptotermes sjostedti e Schedorhinotermes javanicus.

As vesiculas seminais

Nos cupins inferiores hd varias estruturas associadas com o sistema reprodutor
masculino que tém sido chamadas por diferentes autores de vesiculas seminais ou glandulas
acessorias. Existe uma certa confusdo no que diz respeito a distingdo entre duto ejaculatério e
glandulas acessorias. Imms, Thompson, Weesner e outros tém considerado a estrutura na qual
os dutos deferentes se abrem, como duto ejaculatério, o qual suporta em sua regido anterior as
glandulas acessodrias pareadas, ou vesiculas seminais. Jucci e outros autores italianos tém
considerado a estrutura na qual os dutos deferentes desembocam como a porgdo basal ou

comum das vesiculas seminais (WEESNER, 1969).

De acordo com Chapman (1998), em muitos insetos as vesiculas seminais sao dilatagdes
do duto deferente. Em alguns insetos, as vesiculas seminais tém origem epidermal e sua luz tem
um forro cuticular. Neste caso, as células sdo glandulares e provavelmente fornecem nutri¢ao
para o espermatozoide (CHAPMAN, 1998). Nos cupins inferiores, existem estruturas que
foram associadas com o sistema reprodutor dos machos e que foram denominadas glandulas
acessorias ou vesiculas seminais (WEESNER, 1969; GRASSE, 1982; GODOY e TORALES,
2000). Contudo, a auséncia das vesiculas seminais nos cupins superiores ou Termitidae ¢

controversa.

Em M. darwiniensis, a vesicula seminal ¢ uma estrutura elipsoidal que se mantém séssil
e possui proje¢des glandulares em forma de couve-flor no seu polo cefalico (SPRINGHETTI,
1952). Springhetti ¢ Oddone (1963), estudando machos da familia Rhinotermitidae,
descreveram as vesiculas seminais como estruturas bastante longas no seu aspecto dorsal, largas
e pareadas, com proje¢des em forma de dedo no polo cefalico. Estas proje¢des saem em pares

de um tronco curto e comum. No aspecto ventral, hd um par de troncos secundérios que surgem
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do lobo esquerdo e direito, quase que imediatamente apds a bifurcagdo inicial. Estes troncos

secundarios, também sustentam projecdes em forma de dedo em seu poélo cefalico.

Imms (1919), estudando machos de A. wroughtoni descreveu as vesiculas seminais
como clusters de tibulos que emergem de tubos basais maiores e pareados. O mesmo padrao ¢
observado em Z. angusticollis (THOMPSON, 1922; CHILD, 1934; SPRINGHETTI, 1953). Em
Anacanthotermes ochraceus, as vesiculas seminais consistem em dois troncos basais, cada um
sustentando numerosos tibulos em forma de dedo no polo anterior, que se bifurcam varias vezes
de maneira irregular. Posteriormente, os dois troncos se unem para formar uma camara comum

na qual o duto deferente se abre.

Em K. flavicollis, as vesiculas seminais ndo possuem os tibulos em forma de dedo no
polo cefalico e consistem de duas estruturas em forma de saco, bastante amplas. A por¢ao
terminal da vesicula seminal ¢ irregular, rasa e em forma de bolsos (JUCCI, 1924; STELLA,
1938; GELMETTI, 1958). J4 em Rhinotermitidae, as vesiculas seminais sdo simples, parcadas
e alongadas, chegando da margem anterior do duto ejaculatério ventral e imediatamente
adjacentes, as aberturas dos dutos deferentes (GRASSI e SANDIAS, 1893; THOMPSON e
SNYDER, 1920; JUCCI, 1924; WEESNER, 1956; SPRINGHETTI e GELMETTI, 1960). Em
Termitidae, aparentemente nao ha nenhuma estrutura comparavel a vesicula seminal dos cupins

inferiores.

Muitos autores concordam que as varias estruturas associadas com a porgao anterior do
duto ejaculatdrio no trato reprodutivo dos machos dos cupins inferiores tém fungdo secretora.
Se elas funcionam como areas de estocagem de espermatozoides ainda ndo foi bem resolvido.
Em Anacanthotermes (IMMS, 1919), Zootermopsis (THOMPSON, 1922) e Mastotermes
(SPRINGHETTI ¢ ODDONE, 1963) nao foram observados espermatozoides nas vesiculas
seminais. Ja para K. flavicollis e R. lucifugus, Jucci (1924) afirma que as vesiculas seminais
servem como areas de estocagem de espermatozoides. Jucci (1924) observou que as vesiculas
seminais contém varias inclusdes esféricas, chamadas de elementos degenerativos dos
testiculos ou células nutridoras de espermatozoides. Estas células podem auxiliar na
manuten¢do dos espermatozoides durante o periodo em que ele fica retido no macho. Estas
inclusdes ocorrem com uma abundancia variada nas estruturas acessorias dos outros grupos de

cupins.
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O duto ejaculatorio e o pénis

O duto basal comum, no qual os dutos deferentes se abrem ¢ considerado por alguns
como uma por¢ao comum das glandulas acessodrias e por outros, como uma estrutura distinta, o
duto ejaculatorio. Este duto pode ser definido como um tubo curto e muscular no qual
desembocam os dutos deferentes e as glandulas acessorias. Ele pode ser bastante bulboso
anteriormente e estreito posteriormente e se abre através de um poro mediano simples na

margem posterior do 9° esternito (WEESNER, 1969).

Nem as rainhas nem os reis possuem genitalia externa escletorizada (WEESNER, 1969),
com excecdo do Stolotermes ruficeps (KLASS; THORNE; LENZ, 2000) ¢ M. darwiniensis
(KLASS, 2000), nos quais os machos possuem um pequeno e simétrico lobo falico, muito
diferente da complexa, muito esclerotizada e assimétrica genitalia das baratas e mantideos
(GRANDCOLAS, 1996). Em Rotunditermes rotundiceps (HOLMGREN, 1909) e Hodotermes
mossambicus (GEYER, 1951), o gonoporo se localiza numa papila, o que pode representar um
pénis membranoso. Em T. tenuirostris (LIGHT; WEESNER, 1955) e R. hesperus (WEESNER,
1956), o gonodporo ¢ cercado por uma invaginagao dessa membrana intersegmental, o que forma
uma cobertura distinta, sugerindo que a por¢ao proximal do duto ejaculatorio é na verdade, um

pénis curto e capaz de se esconder.

A genitalia externa dos machos e fémeas ¢ assumida como sendo de central importancia
para a selecao sexual (EBERHARD, 1985; 1996) e evoluiu répido o suficiente de modo que
pode ser usada na taxonomia como uma caracteristica altamente espécie-especifica
(BELYAEVA ¢ DOVGOBROD, 2006). A auséncia dessa genitalia em cupins pode ser outro

indicador de que a selecdo sexual ¢ altamente ausente em muitas espécies destes insetos.

De um modo geral, os espermatozoides parecem ser transferidos para a fémea pela
membrana intersegmental, em volta do gondporo masculino e/ou pela por¢ao proximal do duto

ejaculatorio, que forma um aedeagus membranoso ¢ dilatavel (WEESNER, 1969).

1.4. O papel dos machos na reprodugdo

Em contraste com os himendpteros, a copula dos cupins ndo ocorre durante a revoada e
formagdo dos pares, mas sim, depois da fundacao da colonia e dentro da protecdo da cavidade

do ninho (NUTTING, 1969). A copula dos cupins ocorre em posi¢ao oposta, similar as baratas,
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e ¢ precedida por comportamentos de corte, incluindo antenacdo mutua e "grooming" (RAINA;
PARK; FLORANE, 2003). A duragao e a frequéncia das copulas em pares maduros sao
desconhecidas, porém em casais com menos de um ano de idade foram observadas copulas que
duram de 30 segundos a 10 minutos e que podem ocorrer muitas vezes durante 24 horas (HIGA,
1981; RAINA; PARK; FLORANE, 2003). Durante a cépula, o esperma ¢ transferido para a
camara genital externa das fémeas. Em fémeas recém inseminadas de R. hesperus, os

espermatozoides estavam embebidos em uma matriz dentro da camara genital (WEESNER,

1969).

O fluido seminal ¢ um meio complexo que contém uma grande variedade de moléculas,
produzidas principalmente pelas glandulas acessorias sexuais e por outras células que nio os
espermatozoides (POIANI, 2006). Esses componentes do fluido seminal podem ter varias
fungdes comparaveis aquelas conhecidas para muitos himenopteros, nos quais eles sao de

importancia central para manter os espermatozoides vivos (KING et al., 2011).

A habilidade que os reis de cupins tém de prover grande quantidade de esperma viavel
para a rainha continuamente por varias décadas ¢ tdo importante quanto a capacidade de
algumas rainhas de himenopteros sociais de armazenar o esperma do seu par falecido por uma
quantia de tempo semelhante (PAMILO, 1991; KELLER e GENOUD, 1997). A grande
fertilidade dos reis ¢ ilustrada em Reticulitermes speratus, no qual um tnico rei é capaz de
copular repetidamente e prover esperma para centenas de rainhas de substituicdo (MATSUURA

et al., 2009).

A reducao ou auséncia de vesiculas seminais nos cupins superiores (WEESNER, 1969;
GRASSE, 1982) indica que a selegdo natural pos-copulatéria nos componentes dos fluidos

seminais ¢ altamente ausente neste grupo, mas podem ocorrer nos cupins inferiores.

2. OBJETIVOS

O objetivo principal desta pesquisa foi estudar a morfologia comparativa do sistema
reprodutor dos machos dos instares (ninfas) e castas reprodutivas (alados e reis) de
Cryptotermes brevis (Kalotermitidae), Coptotermes gestroi (Rhinotermitidae) e Silvestritermes

euamignathus (Termitidae) visando entender a organizagdo desse sistema nestas espécies de
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cupins, representantes de trés diferentes familias, bem como descrever a estrutura das vesiculas

seminais em reprodutores funcionais, tanto criados em laboratorio como de coldnias naturais.

2.1. Objetivos especificos

- Qual a dindmica funcional das estruturas componentes do aparelho reprodutor?

- Existem vesiculas seminais ou apenas dilatagdes dos dutos deferentes na espécie
representante da familia Termitidae?

- O desenvolvimento do aparelho reprodutor em alados machos e reis € basicamente 0 mesmo
nos representantes das 3 familias ou ¢ diferente?

- Qual a ultraestrutura das vesiculas seminais nas diferentes espécies de cupins estudadas?



Capztu[o I
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Espermatogénese e desenvolvimento das vesiculas

seminais em machos de Cryptotermes brevis

(Isoptera, Kalotermitidae)
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RESUMO

A maioria dos estudos disponiveis sobre o sistema reprodutor dos cupins, ¢ restrito as
fémeas ou aos reprodutores alados, sendo que neste aspecto os reis foram negligenciados. O
presente estudo utiliza microscopia de luz, histoquimica, microscopia eletronica de transmissao
e de varredura, além de microscopia confocal por varredura a laser para caracterizar o sistema
reprodutor de machos de Cryptotermes brevis em diferentes fases da vida, desde ninfas de
ultimo instar até reis primarios com um ano de idade. Os resultados mostraram que em todos
os machos estudados, o aparelho reprodutor ¢ formado por um par de testiculos, dois dutos
deferentes, duas vesiculas seminais ¢ um duto ejaculatdrio, além de um pénis retratil. Contudo,
os testiculos amadurecem precocemente nos machos dessa espécie, uma vez que nas ninfas,
que sao individuos jovens precursores dos imagos ou reprodutores alados, ja existem
espermatozoides. Os testiculos apresentam-se formados por 16bulos individualizados, sendo
que em reis primarios de 1 ano de idade existem cerca de 7 lobulos por testiculo, os quais
contétm cistos com células sexuais que estdo no mesmo estigio de desenvolvimento.
Espermatozoides em forma de cone estdao presentes em machos de todas as idades examinadas,
contudo, aparecem em maior nimero nos reprodutores primarios. As vesiculas seminais se
apresentam como uma dilatacdo continua dos dutos deferentes, que aumenta nos reis funcionais
mais velhos. Elas se diferenciam dos dutos deferentes por apresentarem um epitélio mais
colunar, além de produzirem uma secrecdo nos reis funcionais, a qual ¢ constituida por uma
mistura de polissacarideos e proteinas. Esta secre¢do ndo estd presente nas vesiculas seminais
dos reprodutores alados. Ninfas ndo possuem espermatozoides nas vesiculas seminais, estando
estes restritos aos testiculos e dutos deferentes. Nos imagos e reis espermatozoides sao
observados ao longo de todo o aparelho reprodutor. A grande quantidade de secrecdo e
espermatozoides observada em reis primdarios sugere uma habilidade desses individuos em
prover esperma viavel para as fémeas, apesar da fecundidade da colonia ser limitada pela
auséncia de uma fisogastria avantajada na fémea e pela disponibilidade de alimento e espago

para o crescimento das colonias.

Palavras-chave: sistema reprodutor, vesiculas seminais, testiculos, morfologia, histoquimica.
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1. INTRODUCAO

Todos os cupins sdo eussociais e, de acordo com recente classificagao de Krishna et al.
(2013), estdo inclusos na ordem Blataria e agrupados em 9 familias dentro da infraordem
Isoptera. Estes insetos sdo derivados de um ancestral comum das baratas subsociais da familia
Cryptocercidae, familia considerada grupo-irmao dos Isoptera (ENGEL; GRIMALDI;
KRISHNA, 2009). Cerca de 70% das espécies de Isoptera existentes pertencem a familia
Termitidae, que ¢ considerada mais derivada, sendo os constituintes desta familia conhecidos
como "cupins superiores", por apresentarem bactérias como simbiontes no trato digestivo
(EGGLETON e TAYASU, 2001; INWARD; VOGLER; EGGLETON, 2007; ENGEL,;
GRIMALDI; KRISHNA, 2009). As demais espécies, pertencentes as outras 8 familias estdo
incluidas nos cupins conhecidos como "inferiores", pois seus representantes se alimentam
principalmente de madeiras e possuem protozodrios e bactérias como simbiontes no trato

digestivo (ROISIN, 2000; VARGO e HUSSENEDER, 2009).

Entre os "cupins inferiores", os representantes da familia Kalotermitidae, como
Cryptotermes brevis, sdo considerados cupins basais, com ninhos localizados dentro da madeira
que lhes serve de alimento. Atualmente, esta espécie apresenta grande distribuicdo em toda a
faixa tropical do mundo, tendo ampliado seus limites também para areas subtropicais
(EDWARDS e MILL, 1986; SCHEFFRAHN e KRECEK, 1999). C. brevis é um cupim de
madeira seca, considerado uma importante praga de madeira estrutural de edificagdes e de
acervos histdricos no Brasil (VASCONCELLOS et al., 2002), podendo uma colénia madura
sobreviver em um pedago de madeira por alguns anos (MCMAHAN, 1962; EDWARD e MILL,
1986).

Os cupins de madeira seca sdo caracterizados por apresentarem um desenvolvimento

flexivel, com uma combinacdo de mudas progressivas, estacionarias e regressivas, em que
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falsos operarios (“pseudergates”) totipotentes podem originar todas as outras castas
constituintes da colonia (KORB, 2008). Na maioria dos Isoptera, em uma colonia madura, a
producdo de imagos ¢ anual e a producdo da linhagem éaptera (operarios e soldados) ¢ mais ou
menos continua durante o ano. Como nos demais térmitas, a linhagem reprodutiva dos cupins
de madeira seca ¢ constituida por uma série de instares ninfais que culminam no aparecimento
dos imagos ou reprodutores alados, individuos responsaveis pela dispersdao da espécie. Além
disso, estes cupins tém a capacidade de avaliar a disponibilidade de alimento para a coldnia por
meio de vibragdes acusticas, geradas durante a "mastigacdo" da madeira, o que os leva a prever
a longevidade da colonia e assim ajustar seu potencial reprodutivo ou ndo, investindo em
reprodutores alados que irdo colonizar novas fontes alimentares (INTA; EVANS; LAI, 2009;
COSTA-LEONARDO e CASARIN, 2013). Colonias de Cryptotermes apresentam além dos
falsos operarios, muitas ninfas (CROSSLAND; TRANIELLO; SCHEFFRAHN, 2004). De
acordo com Neoh e Lee (2011), o género Cryptotermes apresenta um desenvolvimento linear
desde larva até alado, porém este desenvolvimento ¢ altamente flexivel, sendo influenciado
pelas condi¢des ambientais. Em geral, os kalotermitideos apresentam 4 instares larvais e 3
instares ninfais durante o periodo pds-embrionario (LUYKX, 1986; ROISIN e PASTEELS,
1991; MAISTRELLO; OCETE; LOPEZ, 2010; NEOH e LEE, 2011).

Apesar de sua importancia econdmica, a biologia reprodutiva dos kalotermitideos tem
sido negligenciada. Dados da literatura estdo restritos a uma unica descricdo do aparelho
reprodutor do macho na espécie Kalotermes flavicollis (STELLA, 1938; GELMETTI, 1958).
Mesmo para outras espécies de cupins, as pesquisas desenvolvidas nesta area sdao superficiais e
algumas vezes os dados disponiveis sdo conflitantes para uma mesma espécie. Contudo, torna-
se evidente que o aparelho reprodutor, tanto do macho quanto da fémea, sofreu uma evolugao

dentro dos varios grupos de cupins.

Com o objetivo de suprir essa lacuna a respeito da biologia reprodutiva de uma
importante espécie praga, a presente pesquisa visou um estudo comparativo do sistema
reprodutor dos machos de C. brevis em diferentes fases da vida, dando énfase para a produgao

de espermatozoides e morfologia das vesiculas seminais.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cupins: ninfas ¢ reprodutores de Cryptotermes brevis (Walker, 1853) com diferentes
idades foram utilizados no presente estudo. Ninfas e imagos machos (reprodutores alados)
foram coletados diretamente de coldnias provenientes de madeiras infestadas obtidas em
revoadas na cidade de Rio Claro, SP. As ninfas utilizadas tinham olho marrom e broto alar
conspicuo, provavelmente correspondendo a ninfas de ultimo instar. Reis de 6 meses e de 1 ano
de idade foram coletados de colonias de laboratério, originadas a partir de um par de

reprodutores alados (imagos), de acordo com a metodologia descrita abaixo:

Colb6nias de laboratério: reprodutores alados coletados em revoada a partir de madeira
infestada foram sexados e cada casal foi colocado em dois pedagos de Pinus sp. (10 x 5 x 1
cm), previamente perfurados com prego e desgastados na parte interna, com formao, para criar
uma depressao ao redor do furo. Os blocos de madeira foram mantidos unidos por um eléastico
e este "sanduiche" de madeira foi colocado em um recipiente plastico de 500 mL. Setenta e
duas novas coldnias foram iniciadas dessa maneira, € mais tarde (ap6s 6 meses e apos 1 ano)

abertas para coleta dos reis.

2.2. Morfologia e morfometria do aparelho reprodutor: 20 reprodutores alados e 10 reis de
1 ano de C. brevis foram dissecados sob esterecomicroscopio e o aparelho reprodutor isolado. A
seguir, este aparelho reprodutor foi colocado individualmente em lamina histologica, corado
com azul de metileno 1% e feita a montagem total deste 6rgdo. Apos a montagem total, estas
laminas foram fotografadas sob estereomicroscopio, com auxilio do software Optikaview. Apos
este procedimento, foram realizadas medidas do comprimento e largura das vesiculas seminais

e ductos deferentes, bem como avaliada a area das vesiculas seminais e dos testiculos.

2.3. Histologia e histoquimica: ninfas, reprodutores alados e reis primarios com 6 meses e 1

ano de idade foram fixados em FAA (4alcool absoluto, acido acético glacial, formoldeido 40%,
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na propor¢ao 3:1:1) por 24 horas e desidratados em uma bateria de etanol (70, 80, 90 e 95%)
tendo, cada banho, duracdo de 60 minutos. Em seguida, as amostras foram transferidas para
uma solugdo de historesina Leica® de infiltragdo onde foram mantidas por 7 dias em geladeira.
Ap0s essa etapa, os insetos foram incluidos lateralmente em moldes especiais, preenchidos com
historesina Leica® mais catalisador, para polimerizacio em estufa a 37° C. Depois de
polimerizados, os blocos foram seccionados com 3 um de espessura com navalhas de
tungsténio, em microtomo (Leica RM 2245). As sec¢des histologicas foram submetidas as
técnicas descritas abaixo e, posteriormente, examinadas e documentadas em fotomicroscopio
(Leica DM500/Leica ICC50), com o auxilio do software LAS v4.0 (Leica Application Suite
v4).

- Coloracao com hematoxilina-eosina (HE) (JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983): as sec¢des
histologicas foram lavadas em agua destilada por 1 minuto e posteriormente coradas com
hematoxilina por 10 minutos. Em seguida, estas sec¢des foram colocadas para reagir em agua
parada por 4 minutos e posteriormente coradas com eosina por 5 minutos e posteriormente
lavadas. Apos este procedimento, as laminas foram mantidas a temperatura ambiente até a
secagem completa. Apos secagem, as laminas foram montadas em balsamo e fotografadas em
fotomicroscopio. Ninfas, reprodutores alados e reis primarios de coldnias de 6 meses e 1 ano

criadas em laboratorio tiveram seu aparelho reprodutor submetido a esta técnica..

- Identificacdo de polissacarideos neutros com a coloracio de acido periodico de Shiff
(PAS) (PEARSE, 1960; MELLO e VIDAL, 1980): as secc¢des histologicas foram banhadas em
acido periodico 0,4% por 10 minutos. Em seguida, foram lavadas em agua destilada por cerca
de 1 minuto e, posteriormente, coradas com reativo de Schiff por 60 minutos em local escuro.
Apo6s esse procedimento, as sec¢des histologicas foram submetidas a trés banhos de dgua
sulfurosa por cerca de 3 minutos cada. Em seguida, foram lavados em agua corrente por 20
minutos e as laminas secas a temperatura ambiente. Depois de secas, as [aminas foram montadas
em balsamo e documentadas em fotomicroscopio. Reprodutores alados e reis primarios de
coldnias de 6 meses e 1 ano criadas em laboratorio tiveram seu aparelho reprodutor submetido

a esta técnica.
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- Deteccio de proteinas totais (acidas e basicas) com a colorac¢io de xylidine-Ponceau (XP)
(MELLO e VIDAL, 1980): as seccdes histoldgicas foram coradas com xylidine-Ponceau por
30 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, foram passadas em tampao acetato de
sodio (pH = 2,6) por 1 minuto, lavadas em 4gua destilada e secas a temperatura ambiente. Em
seguida, as laminas foram montadas em balsamo e posteriormente analisadas e documentadas
em fotomicroscopio. Reprodutores alados e reis primarios de colonias de 6 meses e 1 ano

criadas em laboratorio tiveram seu aparelho reprodutor submetido a esta técnica.

2.4. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET): os abdomens dos alados machos e dos
reis com um ano de idade foram fixados em glutaraldeido 2,5%, p6s-fixados em OsO4 1% e
embebidos em resina epon Araldite. Os materiais foram incluidos em resina Epon pura e
polimerizados a 60°C por 72 horas. Secc¢des ultrafinas foram contrastadas com acetato de
uranila e citrato de chumbo, observadas e fotografadas em microscopio eletronico de

transmissdo Philips CM100.

2.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV): 5 alados machos foram fixados em
solugdo de FAA (4lcool absoluto, acido acético glacial, formoldeido 40%, na proporcao 3:1:1)
e, posteriormente desidratados em uma série crescente de solugdes de acetona (50, 70, 90 e
95%), passando em seguida por 2 banhos de acetona pura (100%), com duragio de 5 minutos
cada banho. Em seguida, o material foi levado ao ponto critico, para completa secagem em
aparelho Balzers CPD/030. Posteriormente, este material foi colado em suportes de aluminio
com fita dupla face na posicao desejada. Apos a cobertura com ouro em aparelho vaporizador
Balzers CPD/050, as amostras foram examinadas e fotografadas em microscopio eletronico de

varredura de baixo vacuo, HITACHI TM3000.

2.6. Microscopia confocal por varredura a laser: foram utilizados 03 reprodutores alados de
C. brevis para esta técnica. Foram utilizadas técnicas de imunocitoquimica para marcagdo de

membrana plasmatica (vermelho), citoesqueleto (verde) e nucleo (azul).

- Imunocitoquimica para marcacao de membrana plasmatica e ndcleo: O aparelho reprodutor
destes individuos foi dissecado em paraformaldeido 4%, isolado e lavado 2 vezes em solugao
tampao fosfato-salino (PBS). Em seguida, estes materiais foram incubados em Alexa 633 para
marcacdo de membrana plasmatica por 1h, lavados 2 vezes em PBS, 5 minutos cada. Apds esta
etapa, foram incubados em SYTO 11 por 20 minutos para marcac¢do de niicleo e, novamente,

lavados por 2 vezes em PBS, 5 minutos cada. Por fim, os materiais foram montados em laminas
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e observados no microscopio confocal por varredura a laser (Leica TCSSP5-II) e as imagens

obtidas com o auxilio do software LAS AF2.3.6 (Leica Application Suite af2.3).

- Imunocitoquimica para marcacdo de citoesqueleto e nicleo: O aparelho reprodutor destes
individuos foi dissecado em paraformaldeido 4%, isolado e lavado 2 vezes em solugdo tampao
fosfato-salino (PBS). Em seguida, estes materiais foram colocados em Triton X-100 0,1% por
30 minutos e novamente lavados 2 vezes em PBS com albumina por 5 minutos cada. Estes
materiais foram incubadas overnight em uma mistura de anticorpos monoclonais anti alpha- ¢
beta-tubulina (Sigma-Aldrich) (1:100) em camara umida e, em seguida, lavadas em PBS, 2
vezes 5 minutos cada. Posteriormente, foram incubados em Alexa 405 por 1h, lavados 2 vezes
em PBS com albumina, 5 minutos cada, incubados e SYTO 11 por 30 minutos e, novamente,
lavados 2 vezes em PBS com albumina, 5 minutos cada banho. Por fim, os materiais foram
montados em laminas e observados no microscopio confocal por varredura a laser (Leica
TCSSP5-1I) e as imagens obtidas com o auxilio do software LAS AF2.3.6 (Leica Application
Suite af2.3).



Capitulo I - Resultados 42

3. RESULTADOS

Apos disseccdo observou-se que o sistema reprodutor de imagos machos de
Cryptotermes brevis ¢é constituido por dois testiculos, dois canais deferentes com dilatagdes na
regido basal, que foram interpretadas como vesiculas seminais e um duto ejaculatério (Figura
1). Adicionalmente, os imagos também possuem um pénis retratil que s6 foi observado nas

secgoes histologicas.

Os testiculos sdo formados por conjuntos de ldbulos testiculares. Nos imagos ou
reprodutores alados (Figura 1A), ndo foi possivel identificar com precisdo cada lobulo testicular
individualmente, pois os testiculos estavam em um estdgio inicial de desenvolvimento. J& nos
reis primarios (Figura 1B), esses 16bulos apresentaram-se maiores e individualizados e, nos reis
primarios com 1 ano de idade de C. brevis, foram observados até 7 lobulos por testiculo. Nos
reprodutores alados, os ldbulos sdo bastante delgados e apresentam uma area testicular média
de 34,21 pm?, enquanto em reis primarios, eles se apresentam mais robustos e atingem uma
4rea testicular de 51,45 pm?. Do 4pice a base de um l6bulo testicular é possivel visualizar as
células germinativas que estdo em estagios progressivos de desenvolvimento, desde

espermatogonias até espermatozoides (Figura 2).

Os tubulos seminiferos sdo mantidos juntos por uma cépsula envolvente de tecido
conjuntivo, a bainha peritoneal (Figuras 2 e 3). Em cada cisto todas as células estdo no mesmo
estagio de desenvolvimento. Na regido apical dos lobulos testiculares sdo observadas células
com nucleos arredondados, as espermatogdnias, € na regido basal, células cuja cromatina
apresentou arranjos tipicos de divisdo meiotica, que caracterizam os espermatdcitos, além de
espermatides e espermatozoides (Figura 2). A forma do nucleo nos diferentes estagios pode ser
observada com detalhe por imunofluorescéncia em azul (Figura 3). Com esta marcagdo, a

bainha peritoneal que envolve os 16bulos testiculares aparece corada em vermelho, delimitando
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a area de cada lobulo (Figura 3). Células sexuais degenerativas, com nucleos fortemente
picnoéticos também estao presentes na luz testicular, de reprodutores alados e reis primarios, por

entre os espermatozoides, e elas podem ser observadas individualizadas ou agrupadas (Figura

2).

Os dutos deferentes sdao formados por uma camada interna de tecido epitelial simples
escamoso, circundada por uma camada delgada de musculatura, em todos os machos de C.
brevis. Em secgdes histologicas coradas com hematoxilina e eosina podem ser observados

espermatozoides na luz dos dutos deferentes (Figura 4).

A vesicula seminal dos machos estudados nao variou quanto a organizacao, sendo
formada por uma parede constituida por um epitélio interno simples envolvido por uma camada
delgada de musculatura circular. Todos os individuos analisados apresentaram vesiculas
seminais constituidas por um epitélio colunar com nucleos ovais caracteristicos. O didmetro da
vesicula seminal aumentou consideravelmente do instar ninfal em comparagdo com aquele de

um rei primario funcional (Figura 5).

O lumen das vesiculas seminais de ninfas de ultimo instar ndo contém secrecao nem
espermatozoides, apesar destes ultimos terem sido encontrados nos testiculos e dutos deferentes
(Figura 5A). Contudo, foram observados espermatozoides nas vesiculas seminais de imagos e
reprodutores funcionais, bem como uma secrecdo caracteristica no limen destas estruturas
(Figuras 5B-D). As células das vesiculas seminais dos imagos machos (reprodutores alados)
sdo polarizadas e na superficie voltada para a luz existem microvilosidades que sdo observadas
frequentemente em contato com os espermatozoides (Figura 6). Estas células epiteliais da
vesicula apresentam nucleos caracteristicos de células com alta atividade secretora, pois o
nucleo apresenta pouca heterocromatina, membrana nuclear com uma superficie irregular e
nucléolos conspicuos (Figuras 6A e 6B). Em C. brevis os espermatozoides sdo alongados, ndo
flagelados e apresentam forma de cabeca de seta arredondada. Estes espermatozoides medem
em média 9 pm de comprimento, variando entre 7 € 12 um, e tém em média 1 pm de largura
(Figura 6C). Espermatozoides foram observados em todos os individuos estudados tanto nos
testiculos como nas vesiculas seminais, com exce¢do das ninfas, nas quais foram observados

espermatozoides apenas nos testiculos e dutos deferentes, mas ndo nas vesiculas seminais.

A histologia do canal ejaculatdorio em C. brevis mostrou uma camada simples de células

epiteliais envolta externamente por uma camada muscular. Além disso, também foi observada
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uma fina camada de cuticula recobrindo o epitélio. Este referido canal é formado pela jungao
dos dois dutos deferentes em um duto mediano e sua parte terminal se apresenta como um pénis
membranoso. O pénis dessa espécie € um 6rgao retratil, de tamanho reduzido e formado pela
porcdo final do canal ejaculatorio. Ele foi observado em todos os reprodutores estudados e até
em ninfas de ultimo instar, nas quais mostra um tamanho menor em relagao aqueles dos imagos
e reis primarios (Figura 7). Nao existe uma diferenciacao externa do aparelho reprodutor de C.
brevis. Exteriormente, ¢ possivel observar um poro genital na regido mediana do 9° esternito,
localizado entre o0 9° e 0 10° esternitos, por onde este pénis € externado por ocasido da copula
(Figuras 6D-E). Contudo, os machos sdao reconhecidos por ndo apresentarem aumento do 7°

esternito e apresentarem estilos.

Os testes histoquimicos aplicados nas secgdes histoldgicas das vesiculas seminais de
reprodutores alados e reis primarios (Figura 8 e Tabela 1) evidenciaram o papel secretor destas
estruturas nestes reprodutores. Apds o teste histoquimico do PAS, foi possivel observar uma
secrecao heterogénea no lumen das vesiculas seminais constituida por polissacarideos neutros,
e esta secrecdo ja pode ser observada em reis primarios de 6 meses de idade (Figuras 8A, 8B e
tabela 1). O teste histoquimico de xylidine-Ponceau evidenciou que em reis de C. brevis, a
secre¢do presente no limen das vesiculas também tem carater proteico e um aspecto floculado
(Figura 8D). Em imagos machos (reprodutores alados) esta secre¢do proteica nao estd presente
no lumen das vesiculas seminais, que apresentam somente espermatozoides e células sexuais
degenerativas dos testiculos, as quais apresentaram nucleos picnoéticos e citoplasma fracamente
corado (Figura 8C). Estas células degenerativas estdo presentes nos imagos € reis primarios,
embora nestes ultimos a grande quantidade de secre¢dao, muitas vezes presente nas vesiculas
seminais, atrapalhe a visualizacdo das mesmas. Adicionalmente, também foi constatada a
ocorréncia diferencial de espermatozoides no lumen vesicular dos diversos individuos

analisados.
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Tabela 1. Resultados dos testes histoquimicos em vesiculas seminais de machos de C. brevis.

Rei primario Rei primario
Coloracao Imago
6 meses 1 ano
PAS* - + +
XPp* - + +

*PAS, acido periddico de Shiff; **XP, xylidine-Ponceau; +, corados; -, ndo corados.

Figura 1. Montagem total do sistema reprodutor do macho de Cryptotermes brevis. Coloragao:
azul de metileno. A. Imago. B. Rei de 1 ano de idade. dd, duto deferente; de, duto ejaculatorio;
t, testiculo; vs, vesicula seminal.
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Figura 2. Sec¢do histologica dos lobulos testiculares de machos de Cryptotermes brevis,
evidenciando as diferentes fases da espermatogénese. Coloracdo: hematoxilina-eosina. A.
Detalhe dos tubulos seminiferos de uma ninfa de ultimo instar com espermatides (spt) e
espermatozoides (spz). B. Detalhe dos lobulos testiculares de um reprodutor alado com
espermatocitos I (spel) e espermatocitos 11 (spell). C. Vista geral dos tabulos seminiferos com
espermatogonias (spg) em reis primarios de 6 meses de idade. D. Detalhe dos cistos testiculares
contendo células sexuais de mesmo estagio de desenvolvimento em reis primarios de 6 meses
de idade. E. Tubulos seminiferos em rei primario com 1 ano de idade. F. Detalhe de um cisto
contendo muitos espermatozoides (spz) e células sexuais degenerativas (csd) em rei primario
com 1 ano de idade.
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Figura 3. Tubulos seminiferos de imago macho de Cryptotermes brevis com marcacdo por
imunocitoquimica do nucleo (azul), membrana plasmatica (vermelho) e citoesqueleto (verde).
A. Notar as diferentes fases da espermatogénese, caracterizada pela forma dos nucleos. B.
Observar a marcagdo da bainha peritoneal (bp) em vermelho, que delimita os cistos com as
células sexuais. spcl, espermatocito I; spg, espermatogdnia; spt, espermatide.
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@ 100um

Figura 4. A. Esquema do sistema reprodutor de um imago macho de Cryptotermes brevis. B.
Detalhe do duto deferente com véarios espermatozoides (epz). Coloracao: hematoxilina-eosina.
dd, duto deferente; de, duto ejaculatorio; ep, epitélio do duto; m, musculatura; t, testiculo; vs,
vesicula seminal.
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Figura 5. Vesiculas seminais de machos de Cryptotermes brevis. Coloragdo: hematoxilina-
eosina. A. Ninfa de Ultimo instar. B. Imago macho. Observar a presenca de espermatozoides
(epz) e de células sexuais degenerativas do testiculo (esd). C., D. Reis com 6 meses e 1 ano de
idade, respectivamente. Notar o limen das vesiculas repleto de secrecdo (s) € o aumento do
epitélio vesicular (ep).
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Figura 6. Ultraestrutura da vesicula seminal de um imago macho de Cryptotermes brevis, A.
Epitélio da vesicula seminal com microvilosidades (mv) na por¢ao apical, voltada para a luz do
orgdo. B. Detalhe dos nucleos das células epiteliais com superficies irregulares. C. Detalhe de
seccoes de espermatozoides (epz) na luz da vesicula seminal. D. Fotomicrografia eletronica de
varredura da regido ventral do abdomen posterior de um alado macho. A seta indica o poro
genital. E. Detalhe da regido mediana do 9° esternito (IX) do abdomen de um alado macho. F.
Detalhe do poro genital de um alado macho. e, estilo; m, musculatura; n, nicleo.
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Figura 7. Seccdo histoldgica longitudinal do canal ejaculatério em machos de Cryptotermes
brevis. Coloragdo: hematoxilina-eosina. A. Detalhe da vesicula seminal e da formagao do pénis
retratil (p) entre o nono (IX) e o décimo (X) esternito em ninfas de Gltimo instar. B. Detalhe da
vesicula seminal (vs) e do canal ejaculatorio (ce) de um reprodutor imago macho. Notar na luz
vesicular secre¢do (s) entremeada com espermatozoides (spz) e células sexuais degenerativas
do testiculo (csd). C. Rei primario de 6 meses de idade. Espermatozoides e células sexuais
degenerativas do testiculo também estdo presentes na luz vesicular. D. Rei primario de 1 ano
de idade. Notar que a secre¢do globular apresenta grande variagdo em tamanho. ep, epitélio
vesicular.
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Figura 8. Vesiculas seminais dos reprodutores machos de Cryptotermes brevis, submetidas a
técnicas histoquimicas. A. Rei primario com 6 meses de idade. B. Rei com 1 ano de idade.
Coloragao: acido periodico de Shiff (PAS). C. Imago macho. D. Rei primario com 6 meses de
idade. Coloracao: xylidine-Ponceau. ep, epitélio vesicular, s, secrecao.
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4. DISCUSSAO

A morfologia do sistema reprodutor de Cryptotermes brevis ¢ similar aquela descrita
para o cupim Reticulitermes hesperus, em que os testiculos do reprodutor primario macho sao
constituidos por varios lobulos testiculares. Cada lobulo tem uma érea terminal em forma de

dedo, com células em divisdio e uma area basal, contendo espermatozoides maduros

(WEESNER, 1969).

Em C. brevis, os foliculos testiculares e a area terminal de cada lobulo testicular
aumentam em comprimento a medida que as ninfas macho de tltimo instar se desenvolvem
para imagos e estes, em reis primarios. O numero de lobulos testiculares ¢ variavel entre as
espécies e nos cupins inferiores geralmente ocorrem de 7 a 10 ldbulos por testiculo
(WEESNER, 1969), sendo de 8 a 10 em Archotermopsis (IMMS, 1919), 9 em Kalotermes
flavicollis (STELLA, 1938), 8 ou 9 em Reticulitermes lucifugus (JUCCI, 1924; STELLA,
1938), e de 7 a 9 em R. hesperus (WESNEER, 1956). Nos Termitidae ocorre um aumento no
numero de elementos testiculares. Cada lobulo testicular € uma estrutura composta por 6 tubulos
espermaticos, sendo que o 16bulo se abre numa pequena camara acessoria, o vaso eferente, e,
subsequentemente, no vaso deferente (GEYER, 1951; WEESNER, 1955). Para cada testiculo,
jé& foram descritos em Isoptera até 50 tubulos espermaticos sendo que existe uma tendéncia das
partes finais destes tubulos se apresentarem fortemente recurvadas (BONNEVILLE, 1936;
GEYER, 1951; WEESNER, 1955). Como relatado no presente trabalho, foram observados 7
l6bulos testiculares em reis primarios de 1 ano de idade, além de uma curvatura caracteristica

da por¢ao final destes 16bulos.

Espermatozoides foram observados em todos os reprodutores e até nas ninfas de C.
brevis estudadas, sugerindo que os testiculos iniciam a maturacdo dos espermatozoides

precocemente, ou seja, no estagio ninfal. De acordo com Dean e Gold (2004), o inicio da
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maturagdo dos espermatozoides ¢ anterior aquele em que os ovarios das fémeas comegam a
maturar os ovocitos, uma vez que nao existe registro de ovocitos maduros em ninfas. Além
disso, uma quantidade maior de espermatozoides foi observada nas secgdes histologicas de
testiculos de reis mais velhos, sugerindo que estes produzem espermatozoides a uma taxa muito
mais rapida do que ninfas e reprodutores alados. Adicionalmente, ao contrario do que ocorre na
maioria dos himendpteros, cujos testiculos se degeneram apos a copula (BOOMSMA; BAER;
HEINZE, 2005), em C. brevis ¢ nos cupins em geral, estes 6rgdos tendem a aumentar de
tamanho de acordo com a faixa etdria do rei, tamanho da colonia e dos ciclos reprodutivos do

casal real.

Dados da literatura mostram que a maioria dos espermatozoides de Isoptera ¢ aflagelada,
mas existem variagdes morfologicas entre as diferentes familias (JAMIESON, 1987). Grassi e
Sandias (1893) verificaram que o espermatozoide de K. flavicollis apresentava a forma de cone
e ndo era flagelado. Grassé (1949) relatou que os espermatozoides dos Isoptera sdo aflagelados
e imoveis, sendo a unica excegdo a espécie Mastotermes darwiniensis que possui
espermatozoides flagelados (BACCETTI e DALLAIL, 1978; DALLAI, 2014). Os
espermatozoides de C. brevis sdo idénticos aos descritos para K. flavicollis (VIEAU, 1973;
BACCETTI e DALLALI, 1974), evidenciando uma uniformidade dentro da familia. No entanto,
eles sdo diferentes dos espermatozoides multiflagelados dos Mastotermitidae (BACCETTI e
DALLAI 1978), daqueles em forma de haste de Archotermopsidac (BACCETTI; DALLALI;
GALLAINI, 1981) e dos esféricos dos Termitidae (GRASSE, 1982) e Rhinotermitidae
(BACCETTI, 1979; JAMIESON, 1987; COSTA-LEONARDO, 2002).

Os dutos deferentes parecem exercer a fungdo de condutores de espermatozoides até o
duto ejaculatorio. Espermatozoides foram observados no lumen dos dutos deferentes de todos
os reprodutores estudados, assim como nas ninfas. Os dutos deferentes dos machos de C. brevis
apresentaram uma camada delgada de musculatura ao seu redor, semelhante aquela observada
por Grimm (1985) em espécies de efemerdptera da familia Leptophlebiidae. De acordo com
Brito, Salles e Dolder (2012), esta musculatura ¢ importante para movimentar o0s
espermatozoides destes insetos, uma vez que eles sdo aflagelados, assim como aqueles
presentes nos machos de C. brevis. Portanto, a parede muscular deve atuar na condugdo dos

espermatozoides destes insetos até as vesiculas seminais.
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A vesicula seminal mostrou o mesmo padrao histoldgico nas diferentes fases da vida
dos reprodutores machos de C. brevis, que foi caracterizada por um epitélio espesso envolto
por musculatura. Na vespa Polistes vesicolor, a por¢ao mediana do duto deferente ¢ alargada e
diferenciada em uma regido especializada para o armazenamento de esperma e, por isso, esta
regido foi considerada como correspondente a vesicula seminal (ARAUJO; MOREIRA; LINO-
NETO, 2010). A vesicula seminal dos machos de C. brevis também se mostrou como uma
estrutura diferenciada, formada por um alargamento do duto deferente, que aumenta muito nos
reis funcionais, porém apresenta caracteristicas morfologicas distintas daquelas encontradas no
referido duto. Nesta espécie de cupim, a regido considerada como vesicula seminal também
parece contribuir para a estocagem dos espermatozoides, além de ser responsavel por uma
secrecdo com aspectos e fungdes distintas nas diferentes fases da vida destes machos, sugerindo

uma participacdo ativa na manutenc¢ao da vida util e nutricdo dos espermatozoides.

No limen vesicular também foram observadas células sexuais degenerativas,
provenientes dos testiculos. Jucci (1924) sugeriu que estas células atuam como células
nutridoras de espermatozoides, auxiliando na manutengdo dos mesmo durante o
armazenamento na vesicula. Contudo, esta hipotese ndo parece plausivel, uma vez que elas
apresentam caracteristicas degenerativas, tais como nucleos picndticos e citoplasmas
fracamente corados. O niimero e a ocorréncia das células sexuais degenerativas variam entre as
vesiculas seminais dos térmitas e os pesquisadores concordam que estas células tem origem
testicular. Material semelhante foi encontrado nas vesiculas seminais de machos de gafanhotos
e foi interpretado por Odhiambo (1969) como material em processo de eliminacdo e nao

nutri¢do, fato compativel com os resultados encontrados no presente estudo.

Os resultados mostram que as vesiculas seminais dos imagos analisados ndo produzem
secre¢do, porém, as vesiculas seminais dos reis funcionais produzem uma secre¢do que ¢
constituida tanto por proteinas quanto por polissacarideos, evidenciando que esta estrutura tem
importante fungao na manutengao e nutri¢ao dos espermatozoides ou que estas proteinas ligadas
a carboidratos facam parte do fluido seminal. As proteinas do fluido seminal modificam a
fisiologia e o comportamento das fémeas em insetos (POIANI, 2006; SPIEGEL et al., 2013)
As secregoes produzidas pelas vesiculas seminais variam sua composicao quimica e fungdo
entre os diferentes grupos de insetos. Em abelhas, as secre¢des consistem basicamente de
proteinas, mas também podem incluir aglicares e lipidios. Essas substancias sdo adicionadas

aos espermatozoides e afetam todas as fases da biologia reprodutiva das fémeas acasaladas,
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incluindo protecdo, estocagem e ativacdo dos espermatozoides, competicdo entre
espermatozoides, inibi¢do da receptividade e aumento da fecundidade (BLUM et al., 1962;

BLUM et al., 1967; BAER et al., 2005; BOOMSMA; BAER; HEINZE, 2005).

A habilidade que os reis de cupins t€ém de prover grande quantidade de esperma viavel
para a rainha continuamente por varias décadas ¢ tdo importante quanto a capacidade de
algumas rainhas de himenopteros sociais de armazenarem o esperma do seu par falecido por
uma quantia de tempo semelhante (PAMILO, 1991; KELLER e GENOUD, 1997). Esta
capacidade parece estar ligada de um modo geral as vesiculas seminais, que sdo as estruturas
que auxiliam no armazenamento de esperma e espermatozoides. A grande fertilidade dos reis ¢
ilustrada em Reticulitermes speratus, no qual um unico rei primario é capaz de copular
repetidamente com centenas de rainhas partenogenéticas, e prover esperma para todas estas
rainhas de substituigdo (MATSUURA, et al., 2009). Em C. brevis, a grande quantidade de
secrecdo observada na vesicula seminal dos reis primdrios, bem como a presenga de muitos
espermatozoides nestes 6rgaos sugere uma grande capacidade reprodutiva. No entanto, o
crescimento lento dessas coldnias se deve provavelmente a biologia da espécie, cujas fémeas
ndo apresentam uma fisogastria avantajada. Este fato limita a fecundidade da coldnia, que por
sua vez, também tem um crescimento limitado pelo espago e quantidade de alimento disponivel,

Ja qie estes cupins tém ninho no proprio alimento que € finito.
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RESUMO

Coptotermes gestroi ¢ um cupim subterraneo introduzido no Brasil. As colonias desta
espécie de cupim sdo lideradas por um par de reprodutores primdrios, porém, reprodutores
neoténicos ndo funcionais também podem ocorrer, mesmo na presenca do par real. O aparelho
reprodutor de ninfas, imagos, reprodutores neoténicos ndo funcionais e reis primarios de C.
gestroi foi analisado e estudado comparativamente em diferentes fases da vida destes
reprodutores, com enfoque nas modifica¢cdes ao longo do amadurecimento destes individuos.
O sistema reprodutor destes machos foi investigado por meio de histoquimica, microscopia de
luz e de transmissao, com destaque para a secre¢do das vesiculas seminais. A estrutura geral do
aparelho reprodutor em ninfas, imagos, neoténicos e reis obedeceu ao padrao descrito para
insetos em geral, porém, estes individuos ndo apresentaram um pénis conspicuo, nem glandulas
acessorias diferenciadas. Nos reis, cada testiculo apresentou cerca de 7 lobulos, os quais
mostraram um aumento significativo de tamanho em relacdo aos presentes em reprodutores
alados, neoténicos e ninfas. A espermatogénese tem inicio em ninfas a partir do 3° instar, sendo
possivel observar espermatozoides nos testiculos destes individuos. Vesiculas seminais de
ninfas de 5° instar ndo apresentaram espermatozoides no seu lumen, apesar destes terem sido
observados nos testiculos. As vesiculas seminais mostraram uma parte distal secretora e uma
parte proximal com fun¢do de armazenamento de espermatozoides. A ultraestrutura revelou
que as células do epitélio da vesicula seminal possuem jungdes do tipo septadas,
microvilosidades apicais, perfis de reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi. A
histoquimica mostrou que a secrecdo das vesiculas seminais de imagos e reis apresentou uma
reacao fortemente positiva ao PAS, enquanto o teste de xylidine-Ponceau evidenciou proteinas
que aumentaram em quantidade com a idade dos machos. Este € o primeiro relato da ocorréncia
de glicoproteinas no limen das vesiculas seminais de Isoptera e futuros estudos deverao
esclarecer como estas glicoproteinas produzidas no aparelho reprodutor do macho interagem

na fisiologia e no comportamento das fémeas de cupins.

Palavras-chave: sistema reprodutor, vesiculas seminais, testiculos, morfologia, histoquimica.
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1. INTRODUCAO

Coptotermes gestroi ¢ um cupim endémico do sudeste asiatico, nativo da regiao indo-
malaia (TAKEMATSU et al., 2006), que pertence a subfamilia Coptotermitinae, a qual possui
representantes em todo o mundo (GRASSE, 1986). Esta subfamilia faz parte da familia
Rhinotermitidae, que compreende os cupins subterraneos; sendo que a maioria dessas espécies
¢ considerada praga pelo fato de se alimentarem de madeiras estruturais e provocarem danos
em areas urbanas (SU e SCHEFFRAN, 2000).

De acordo com Costa-Leonardo (2002), a populagido de uma colonia de C. gestroi atinge
mais de um milhao de individuos e esta coldnia esta distribuida em ninhos policalicos (multiplas
pecas), que podem ser subterraneos e aéreos. Portanto, este cupim constroi um ninho principal
que abriga o casal real e, mais tarde com o crescimento da colonia, sdo formadas novas
constru¢des conhecidas como ninhos satélites. Quando os reprodutores primarios morrem ou
ficam enfraquecidos, ou durante a divisdo da colonia, quando um ninho satélite se separa do
principal, podem aparecer reprodutores de substituicdo ou neoténicos. Geralmente estes
individuos sdo neoténicos braquipteros porque possuem broto alar e se originam de ninfas.
Neoténicos imaturos aparecem mesmo em colonias que possuem ambos os reprodutores
primarios (COSTA-LEONARDO e ARAB, 2004).

As castas de cupim sao determinadas durante o seu desenvolvimento pds-embrionario e
o desenvolvimento hemimetabolo de ovo até imago € caracterizado por estagios larvais e ninfais
(NOIROT, 1969; 1990). Barsotti ¢ Costa-Leonardo (2005) encontraram 6 instares ninfais em
C. gestroi, o que parece ser comum a familia Rhinotermitidae, ja que também foram
encontrados 6 instares ninfais em Reticulitermes speratus (TAKEMATSU, 1992) e
Coptotermes lacteus (ROISIN e LENZ, 1999). No entanto, apenas ninfas de 3°, 4° ¢ 5° instar
saem para forragear junto aos operarios e soldados, sendo mais comum a presenga das ninfas

de 4° e 5° instar entre os grupos de forrageiros (ALBINO e COSTA-LEONARDO, 2011).
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Costa-Leonardo e Barsotti (1998) verificaram que o aparelho reprodutor do macho de
C. gestroi ¢ constituido por dois testiculos, dois canais deferentes, duas vesiculas seminais e
um duto ejaculatodrio situado sob o 9° esternito abdominal. Os testiculos sdo constituidos por
varios lobulos agrupados e estdo localizados latero-dorsalmente no abdomen posterior. No
macho alado, os testiculos sdo pouco desenvolvidos e ndo se distinguem bem os lobulos
individualizados porque estes ficam compactamente agrupados (COSTA-LEONARDO, 2002).
Contudo, em um rei primario de uma coldnia incipiente de 2 anos, a autora descreveu até 7
l6bulos testiculares distintos. A mesma autora também observou que os espermatozoides
presentes nos testiculos dos machos de C. gestroi tinham uma forma esférica peculiar.

Para aprofundar o conhecimento acerca da morfologia e caracterizar a secrecao presente
nas vesiculas seminais do cupim C. gestroi foi desenvolvido um estudo histologico,
ultraestrutural e histoquimico em machos desta espécie, desde ninfas até reis primarios com 6

anos de idade.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cupins: alados machos de Coptotermes gestroi (Wasmann, 1896) coletados em revoada,
reis primarios com 6 meses, 1, 2 e 4 anos de idade obtidos a partir de colonias previamente
formadas em laboratorio e reprodutores neoténicos coletados na natureza, de um ninho que
possuia rei e rainha primarios foram utilizados. Ninfas forrageiras desta espécie foram coletadas
em armadilhas colocadas na natureza e foram classificadas em 3 instares, de acordo com
analises morfométricas realizadas no laboratdrio de cupins (UNESP/Rio Claro). No minimo 3

individuos de cada idade foram utilizados para a histologia e para cada coloracao histoquimica.

2.2. Formacao de colonias no laboratoério: reprodutores alados de C. gestroi foram coletados
em revoada, sexados e pareados para formagdo de colonias. Um total de 256 colonias foram

iniciadas e mantidas em laboratorio para obtengdo dos reis primarios de diferentes idades.

2.3. Morfologia do aparelho reprodutor: reprodutores alados e reis de C. gestroi de diferentes
idades foram dissecados sob estereomicroscopio, em solugdo fisioldgica para insetos e os
orgaos genitais isolados. A seguir, cada 6rgao genital foi colocado individualmente em lamina
histoldégica, corado com uma solugdo aquosa de azul de metileno 1% e fotografado sob

estereomicroscopio, com o auxilio do software Motic Image Plus 2.0 ML.

2.4. Histologia e histoquimica: as porcdes finais dos abdomens de ninfas, alados machos, reis
de colonias laboratoriais com diferentes idades e reis neoténicos de C. gestroi foram fixadas
inteiras em FAA (4lcool absoluto, 4cido acético glacial, formoldeido 40%, na propor¢do 3:1:1)
por aproximadamente 24 horas. Posteriormente, foram colocadas em élcool e desidratadas em
uma bateria crescente de etanol (70 a 95%) tendo, cada banho, duragdo de 60 minutos. Em

seguida, as amostras foram transferidas para uma solucdo de resina (Leica) de infiltracdo e
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mantidas por 7 dias em geladeira. Apos essa etapa, os abdomens foram incluidos lateralmente
em moldes especiais e preenchidos com historesina Leica® mais catalisador, para polimerizacio
em estufa a 37° C. Depois de polimerizados, os blocos foram seccionados com 3 pum de
espessura com navalhas de tungsténio em micrétomo (Leica RM2245). As seccdes histoldgicas
depois de coradas foram analisadas e documentadas em fotomicroscopio (Leica DM500/Leica
ICC50), com o auxilio do software LAS v4.0 (Leica Application Suite v4). A tabela a seguir

indica as técnicas de coloracao utilizadas para os diferentes machos analisados:

Tabela 1. Coloragdes utilizadas para observacao do sistema reprodutor em Coptotermes gestroi.

Reprodutores machos Coloragoes™
HE | PAS | XP | PAS/Alcian

Ninfas X

Reprodutor alado X X

Rei 6 meses X X

Rei 1 ano X X

Rei 2 anos X

Rei 4 anos X X X
Reprodutor neoténico X X

*HE, hematoxilina-eosina; PAS, acido periodico de Schiff; XP, xylidine-Ponceau; x, coloragdo desenvolvida.

- Coloraciio com hematoxilina-eosina (HE): as sec¢des histologicas foram lavadas em agua
destilada por 1 minuto e posteriormente coradas com hematoxilina por 10 minutos. Em seguida,
estas secgdes foram colocadas para reagir em agua parada por 4 minutos e posteriormente
coradas com eosina por 5 minutos (JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983). Apds este
procedimento, as ladminas foram mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa.

Ap0s secagem, as laminas foram montadas em balsamo e fotografadas em fotomicroscopio.

- Identificacido de polissacarideos neutros com a coloraciao de acido periodico de Schiff
(PAS): as seccdes histologicas foram banhadas em acido periodico 0,4% por 10 minutos. Em
seguida, foram lavadas em 4gua destilada por cerca de 1 minuto e, posteriormente, coradas com
reativo de Schiff por 60 minutos em local escuro. Apos esse procedimento, os cortes foram
submetidos a trés banhos de agua sulfurosa por cerca de 3 minutos cada. Em seguida, foram
lavados em 4gua corrente por 20 minutos e as laminas secas a temperatura ambiente. Depois de

secas, as laminas foram montadas em balsamo e documentadas em fotomicroscopio. Este
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método evidencia os polissacarideos neutros e as glicoproteinas, os quais se coram
intensamente de vermelho-magenta e as glicosaminoglicanas, que aparecem coradas em

purpura (PEARSE, 1960; MELLO e VIDAL, 1980).

- Deteccao de proteinas totais (acidas e basicas) com a coloracao de xylidine-Ponceau
(XP): as secgOes histoldgicas foram coradas com xylidine-Ponceau por 30 minutos em
temperatura ambiente. Posteriormente, foram passadas em tampao acetato de sodio (pH = 2,6)
por 1 minuto, lavadas em dgua destilada e secas a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas
foram montadas em balsamo e posteriormente analisadas e documentadas em fotomicroscopio.

Por este método, as proteinas coram-se em vermelho alaranjado (MELLO e VIDAL, 1980).

- Identificacdo dos polissacarideos neutros e acidos com a coloracio de PAS-Alcian Blue:
as seccgoOes histologicas foram hidratadas em 4agua destilada, coradas com o azul de alcian
pH=2,5 por 30 minutos, novamente lavadas em 4gua destilada e, em seguida, coradas com o
acido periodico de Schiff 1% durante 5 minutos. Apds outra lavagem em agua destilada, estas
seccoes foram colocadas no reativo de Schiff por 30 minutos no escuro, lavadas em agua
sulfurosa por 1 minuto, em 4gua corrente durante 10 minutos e foram secas a temperatura
ambiente. Por este método os polissacarideos acidos coram-se em azul celeste e polissacarideos

neutros com agrupamento 1-2 glicol, em vermelho (JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983).

2.5. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET): abdomens de reprodutores alados
machos e de reis funcionais de C. gestroi com um ano de idade foram fixados em glutaraldeido
2,5%, pos-fixados em OsO4 1% e embebidos em resina epon Araldite. Os materiais foram
incluidos em resina Epon pura e polimerizados a 60°C por 72 horas. Secgdes ultrafinas foram
contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas em microscopio

eletronico de transmissao Philips CM100.
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3. RESULTADOS

O aparelho reprodutor das ninfas ¢ dos reprodutores machos de Coptotermes gestroi
mostrou ser constituido por dois testiculos, dois dutos deferentes, duas vesiculas seminais bem
evidentes e um duto ejaculatorio comum (Figuras 1 e 2A). Em reprodutores alados machos de
C. gestroi (Figura 1A) foram observadas vesiculas seminais conspicuas enquanto os lobulos
testiculares apareceram como estruturas pequenas e agrupadas. J& em um rei primario com 6
anos de idade (Figura 1B), além das vesiculas seminais conspicuas e aumentadas, foram
observados os lobulos testiculares em formato de flor, muito alargados e evidentes, sendo
possivel distinguir um I6bulo do outro. Esse aumento dos l6bulos testiculares foi bem visivel
no desenvolvimento dos reprodutores de C. gestroi (Figura 2).

Nas ninfas e nos reprodutores alados ndo foi possivel distinguir cada lobulo testicular
independentemente, pois eles além de se apresentarem ainda delgados, também encontram-se
agrupados (Figuras 2B-D). Em reis primarios com 6 meses, 1, 2 € 4 anos de idade, os testiculos
aumentaram consideravelmente de tamanho e foi possivel observar os lobulos testiculares
individualizados, bem como as células germinativas em diferenciagdo nos cistos (Figuras 2E-
H). Nos reprodutores neoténicos nao funcionais, os lobulos testiculares ndo estavam tao
individualizados como nos reis primarios e pareciam ter um desenvolvimento intermediario
entre os imagos e os reis funcionais (Figura 2I). Em reis primarios com 4 e 6 anos de idade foi
possivel visualizar de 5 a 9 16bulos testiculares (Figuras 1B e 2A). Estes l6bulos testiculares
sdo formados por cistos de espermatides/espermatozoides, envolvidos por uma parede propria
e separados um do outro por uma bainha de aparéncia fibrosa, a bainha peritoneal. Além disso,
em cada cisto pode-se notar que todas as células estio no mesmo estagio de desenvolvimento.
Na regido apical dos lobulos testiculares foram observadas células com nticleos arredondados

e na regido basal, células cuja cromatina apresentou arranjos tipicos de divisdo meidtica, além
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de espermatozoides (Figura 2). Em C. gestroi os espermatozoides sdao arredondados,

aflagelados e medem cerca de 2 pm de diametro.

Os dutos deferentes observados sdo pares e partem dos testiculos lateralmente no sentido
dorso-ventral até a base do nono esternito. Estes dutos sdo formados por uma camada de tecido
epitelial simples, circundada por uma camada de musculatura. No interior destes dutos
deferentes, foram observados espermatozoides em transito até a vesicula seminal, onde serdo

estocados (Figura 2A).

As vesiculas seminais de C. gestroi sdo pares e individualizadas nos reprodutores
examinados (Figura 1). Nas ninfas de 3° 4° e 5° instar, estas estruturas, apesar de
individualizadas apresentaram-se bem menores e ndo mostraram espermatozoides no seu
limen. Contudo, a partir de ninfas de 3° instar ja exibiram espermatozoides na luz dos tubulos
seminiferos. As vesiculas seminais desembocam na porc¢ao final dos dutos deferentes e tém a
aparéncia de dois tubos retorcidos (Figura 1). Nos reprodutores machos, estas vesiculas sao
formadas, na sua por¢ao mais distal, por um epitélio simples colunar envolvido por musculatura
€ na sua por¢ao proximal, por um epitélio simples ctibico, também circundado por musculatura.
Estas regides sdo facilmente distintas pela grande quantidade de espermatozoides presente no
limen da porcao proximal (Figura 3). Além disso, a musculatura visceral da parte proximal €
mais espessa do que a presente na por¢ado distal (Figura 3A).

O canal ejaculatdorio em machos de C. gestroi apresentou uma camada simples de células
epiteliais envolta por uma camada muscular visceral (Figura 2A). Ele é formado pela jungao
dos dois dutos deferentes em um duto mediano e sua por¢do final termina em um pénis
membranoso.

O limen das vesiculas seminais mostrou uma secrecdo fortemente positiva ao teste
histoquimico de PAS em reprodutores alados, reprodutores neoténicos e reis primarios com 1
e 4 anos de idade (Figuras 4A-B). Contudo, o teste histoquimico de PAS/Azul de Alcian foi
negativo para polissacarideos acidos nos mesmos individuos, confirmando a presenca de
polissacarideos neutros na secrecdo das vesiculas seminais (Figura 4C). A regido basal do
epitélio das vesiculas seminais também mostrou positividade ao PAS em todos os individuos
examinados, enquanto o citoplasma destas células epiteliais mostrou uma reagao negativa
(Figuras 4A-C).

O teste histoquimico de xylidine-Ponceau praticamente ndo evidenciou proteinas na

secrecao da vesicula seminal de reprodutores alados (Figura 4D). Reis primarios com 6 meses
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possuem uma grande quantidade de proteina, a qual aumenta muito em reis primarios com 4
anos de idade (Figuras 4E-F). Portanto, os resultados mostraram uma secrec¢ao proteica na luz
das vesiculas seminais que ¢ acumulada na forma de uma secre¢do esférica, cuja quantidade
varia de acordo com a maturidade e funcionalidade dos reprodutores.

Secgoes semifinas das vesiculas seminais evidenciaram melhor a musculatura visceral
que envolve o epitélio secretor destes oOrgdos em reprodutores alados (Figura 5A). A
ultraestrutura da vesicula seminal em reprodutores alados e reis mostrou muitas
microvilosidades na regido apical das células epiteliais da vesicula seminal (Figuras 5B e 5C).
Nos reprodutores alados também se observou uma secre¢do floculada no lumen das vesiculas
seminais (Figura 5C), enquanto perfis de reticulo endoplasmatico rugoso foram observados no
citoplasma das células epiteliais destas estruturas (Figura 5D). Além disso, em ambos os
reprodutores, foi observada uma lamina basal espessa envolta por células musculares viscerais
(Figura 5E). Outra caracteristica das cé¢lulas epiteliais das vesiculas seminais nestes
reprodutores ¢ a unido das células por meio de juncgdes septadas (Figuras 5F e 5G). Em reis
funcionais, o citoplasma das células epiteliais apresentou reticulo endoplasmatico rugoso,
polirribossomos, complexo de Golgi e poucas mitocondrias. Na regido proximal da vesicula
seminal de reis funcionais é possivel observar muitos espermatozoides esféricos fortemente
eletrondensos no lamen, proximo a células sexuais degenerativas (Figura SH). Detalhe de um
espermatozoide, com aproximadamente 2um de didmetro, evidenciou o nucleo esférico
eletrondenso, que neste caso contém uma area eletronliicida (Figura 51). Os espermatozoides
mostram em um dos seus polos, uma pequena regido que abriga dois centriolos e duas

mitocondrias. Microtiibulos ndo foram observados nos espermatozoides e nas espermatides.
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Figura 1. Aparelho reprodutor do macho de Coptotermes gestroi. Coloragdo: azul de metileno.
A. Imago. B. Rei de 6 anos de idade. dd, duto deferente; de, duto ejaculatorio; t, testiculo; vs,
vesicula seminal.
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Figura 2. Seccdo histologica do aparelho reprodutor em machos de Coptotermes gestroi,
evidenciando as diferentes fases da espermatogénese. Coloragdo: hematoxilina-eosina. A. Vista
geral do aparelho reprodutor de um rei com 4 anos de idade, mostrando os foliculos testiculares
(t), o duto deferente (dd), a vesicula seminal (vs), o canal ejaculatério (ce) e um pénis (p). B.
Detalhe dos tubulos seminiferos de uma ninfa de 3° instar com espermatogdnias (spg) e
espermatozoides (spz). C. Detalhe dos l6bulos testiculares de uma ninfa de 5° instar mostrando
um aumento no tamanho do testiculo. D. Reprodutor alado. E. Rei com 6 meses de idade. F.
Rei com 1 ano de idade. G. Rei com 2 anos de idade. H. Detalhe de dois lobulos testiculares
em reis com 4 anos de idade, evidenciando todas as fases da espermatogénese:
espermatogonias, (spg); espermatocitos I, (spel); espermatocitos 11, (spell); espermatides,
(spt); espermatozoides, (epz). I. Detalhe dos lobulos testiculares em um reprodutor neoténico.
IX, 9° esternito; X, 10° esternito.
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Figura 3. Detalhe das vesiculas seminais de machos de Coptotermes gestroi. Coloragao:
hematoxilina-eosina. A. Por¢ao proximal (vsp) contendo espermatozoides (epz) ¢ distal (vsd)
da vesicula seminal de um imago. B. Rei com 6 meses de idade. C. Rei com 1 ano de idade.
D. Rei com 2 anos de idade. E. Rei com 4 anos de idade. F. Reprodutor neoténico. ep,
epitélio vesicular; m, musculatura; s, secrecao vesicular.
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Figura 4. Seccdes das vesiculas seminais dos reprodutores machos de Coptotermes gestroi. A.
Imago. B. Rei com 4 anos de idade. C. Rei com 6 meses de idade. D. Imago. E. Rei com 6
meses de idade. F. Rei com 1 ano de idade. Coloragoes: PAS (A-B); PAS/Alcian Blue (C);
xylidine-Ponceau (D-F).
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Figura 5. A. Secc¢do ultrafina da regido distal da vesicula seminal em imagos de Coptotermes
gestroi. Coloragdo: Azul de metileno B. Ultraestrutura da vesicula seminal de um imago de C.
gestroi, evidenciando os nucleos (n) e nucléolos (nu) das células epiteliais ¢ as
microvilosidades (mi) na regido apical destas células. C. Detalhe da regido apical do epitélio
mostrando as microvilosidades (mi) e secrecao (s) floculada na luz (1) da vesicula seminal de
uma imago. D. Perfis de reticulo endoplasmatico rugoso (rer) no citoplasma de uma célula
epitelial. E. Detalhe da regido basal da por¢ao proximal vesicula seminal de rei, mostrando a
musculatura (m) envolvente. F. Por¢ao proximal da vesicula seminal de reis. Observar a jungdo
septada (js) entre duas células epiteliais vizinhas. G. Detalhe da juncao septada. H. Vista geral
do limen da porcdo proximal da vesicula seminal de rei. Observar os espermatozoides (epz)
entre as células sexuais degenerativas (esg). I. Detalhe de um espermatozoide com duas regides
de diferentes eletrondensidades no ntcleo (n). ep, epitélio vesicular; Ib, 1amina basal; *, regido
dos centriolos.
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4. DISCUSSAO

A morfologia do sistema reprodutor dos machos de Coptotermes gestroi foi similar
aquela descrita por Weesner (1969) para o cupim Reticulitermes hesperus. O rei primario de R.
hesperus possui dois testiculos, cada um constituido por varios 16bulos testiculares com formato
digitiforme, sendo que a regido apical destes l16bulos ¢ formada por células em divisdo e a regido
basal contém espermatozoides maduros. Em C. gestroi, os 16bulos testiculares apresentaram
um crescimento em tamanho desde os instares de ninfas analisados até reprodutores primarios
com 4 anos de idade, atingindo um 4&pice nestes ultimos. Ye, Jones e Ammar (2009)
encontraram o mesmo padrdo de desenvolvimento para machos de R. flavipes, sendo os 6rgéos

reprodutores de reis com 5 anos de idade muito maiores do que os dos reprodutores alados.

Em C. gestroi, os lobulos testiculares de reis primarios parecem estar completamente
separados uns dos outros, assim como ocorre em diptera e em alguns ortopteros, nos quais os
testiculos consistem em estruturas individuais, conectadas ao duto deferente (CHAPMAN,
1998). Ninfas, reprodutores alados e reprodutores neoténicos nao mostraram uma nitida
separacao dos lobulos testiculares e esta evidéncia morfoldgica ¢ que parece diferenciar
reprodutores funcionais de ndo funcionais em uma colonia de C. gestroi. Ja a histologia dos
tubulos  seminiferos mostrou que eles sdo constituidos por cistos de
espermatides/espermatozoides, envolvidos por uma parede propria e separados um do outro por
uma bainha de aparéncia fibrosa. Além disso, pode-se notar que em cada cisto todas as células
germinativas encontram-se dispostas em arranjos e estadgios de desenvolvimento que diferem

de acordo com a fase de vida dos machos e também da regido apical para a basal.

No presente trabalho, reis primarios de 6 anos de C. gestroi apresentaram até 9 lobulos
por testiculo. O nimero de tubos seminiferos € variavel entre as espécies e nos cupins inferiores,

sendo que, geralmente, ocorrem de 7 a 10 por testiculo (WEESNER, 1969). Nos reprodutores



Capitulo 11 - Discussdo 80
alados estudados, o nimero de l6bulos testiculares foi de dificil identificacdo, uma vez que os
testiculos estavam pouco desenvolvidos nestes reprodutores, com os referidos tubos
compactamente agrupados. Contudo, nos reis de C. gestroi, os lobulos encontravam-se
perfeitamente separados, em forma de dedos, semelhante aqueles descritos por Springhetti e

Oddone (1963) para machos da familia Rhinotermitidae.

As vesiculas seminais de C. gestroi sdo o6rgdos individualizados com diferenciagdes
morfologicas e provavelmente funcionais em suas diferentes partes (proximal e distal). De
acordo com Chapman (1998), as vesiculas seminais sao dilatagdes dos dutos deferentes em
muitos insetos, mas em alguns himendpteros elas sdo apenas dilatagdes do duto ejaculatorio.
Nos insetos ortopteroides, elas ndo sdo simples expansdes dos dutos, e sim estruturas
individualizadas, como foi verificado em C. gestroi. Contudo, nos cupins superiores, como
Cubitermes fungifaber, elas sdo dilatagdes dos dutos deferentes (N’DIAYE, 1977), assim como
em machos de alguns cupins inferiores, como Cryptotermes brevis (Capitulo I). As vesiculas
seminais de C. gestroi apresentaram o lumen preenchido por uma secre¢do na sua porgao distal
além de espermatozoides em sua porcao mais proximal. Weesner (1955) também encontrou
vesiculas seminais bem desenvolvidas e com o limen preenchido por uma secrecao clara,
contendo algumas inclusdes e poucos espermatozoides em R. hesperus. O espermatozoide de
C. gestroi ¢ muito semelhante ao observado por Baccetti (1979) em cupins do género
Reticulitermes, ou seja, é esférico e desprovido de microtibulos. Contudo, Mastotermes
darwiniensis, Kalotermes flavicollis e Zootermopsis nevadensis possuem estas estruturas

microtubulares (JAMIESON, 1987).

De acordo com Chapman (1998), as células das vesiculas seminais sdo glandulares e
provavelmente fornecem nutri¢do para os espermatozoides. As vesiculas seminais também
foram descritas para outras espécies de cupins inferiores, como por exemplo, em Hodotermes
mossambicus, no qual o autor considera um epitélio secretor, formado por células providas de
canais e envolvido por uma camada muscular, que também se apresentou mais espessa no
segmento proximal. Contudo, como estes canais sdo cuticulares, o teste do PAS aplicado as
vesiculas seminais de C. gestroi deveria ter corado de magenta os referidos canais, o que nio
ocorreu, evidenciando que as células epiteliais destas estruturas ndo sao providas de canais neste

cupim.
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Todos os reprodutores machos, imagos e reis de diferentes idades, mostraram uma
secrecao fortemente positiva ao PAS na luz das vesiculas seminais. Esta positividade ao PAS
corrobora com a ideia de que a secrecdo das vesiculas seminais seja constituida por
glicoproteinas, uma vez que em muitos insetos estes 0rgaos produzem proteinas ou peptideos
(SPIEGEL et al., 2013). Os resultados do teste histoquimico de PAS ndo mostraram
polissacarideos no citoplasma das células epiteliais das vesiculas seminais dos reprodutores
estudados. Contudo, a positividade observada na regido basal do epitélio vesicular foi devido
as glicoproteinas presentes na membrana basal. O teste histoquimico de xylidine-Ponceau
confirma essa teoria, ja que a secre¢do foi positiva ao teste, aumentando em quantidade com a
maturidade dos machos.

A ultraestrutura da vesicula seminal também mostrou uma grande quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso no citoplasma das células epiteliais da vesicula seminal dos
reprodutores de C. gestroi, outro indicativo de uma alta produgdo proteica nestas células. De
acordo com Avila et al. (2011), proteinas encontradas nas vesiculas seminais e nas glandulas
anexas dos insetos apresentam uma variedade de fung¢des que, em conjunto, servem para
melhorar o sucesso reprodutivo do macho. Elas também podem ser produzidas em outras
regides do aparelho reprodutor do macho, tal como os dutos ejaculatorios e, por isso, sdo
conhecidas nos insetos em geral como proteinas do fluido seminal (seminal fluid proteins -
SFP). Estas proteinas agem em todas as fases da biologia reprodutiva da fémea inseminada e
possuem diferentes fungdes, tais como: fungdo antimicrobiana, diminui¢do da receptividade das
fémeas ou da atratividade das mesmas; melhoria na protecao, estocagem, ativacao e competi¢ao
dos espermatozoides além de induzirem um aumento na ovogénese e oviposi¢ao das fémeas
(WOLFNER; 1997; GILLOTT, 2003; AVILA et al., 2011). No caso de C. gestroi, é possivel
que as SFP atuem em todas essas func¢des; contudo, este € o primeiro relato da ocorréncia de
proteinas, provavelmente um complexo proteina-polissacarideo, ou seja, glicoproteinas, em
vesiculas seminais de Isoptera. Futuros estudos utilizando ferramentas moleculares deverao
esclarecer como estas glicoproteinas produzidas no aparelho reprodutor do macho afetam a

fisiologia e o comportamento das fémeas de cupins.
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RESUMO

A evolugdo do sistema reprodutor de machos de Silvestritermes euamignathus foi
acompanhada em ninfas de 1° a 5° instar e em reprodutores alados ou imagos. Adicionalmente,
também foram analisadas sob microscopia de luz as gonadas e vesiculas seminais de reis
primarios e reis neoténicos de coldnias naturais, assim como de reis com 4 meses de idade,
provenientes de colonias de laboratdrio. Os testiculos, ja presentes nas ninfas de 1° instar,
mostram um desenvolvimento progressivo até atingir um &pice em reis de colOnias naturais,
caracterizado, tanto pelo tamanho como pela producdo de espermatozoides. Apesar da
espermatogénese ja ter sido observada em ninfas de 3° instar, apenas em ninfas de 5° instar foi
verificada a presenca de espermatozoides nos testiculos e nas vesiculas seminais. Os reis
primarios apresentaram de 7 a 10 16bulos testiculares completamente separados uns dos outros,
contendo espermatozoides arredondados e aflagelados de aproximadamente 2-3 pm de
diametro. Os testiculos dos reprodutores neoténicos sao semelhantes ao dos alados e ninfas, nos
quais ndo se observa ainda a individualiza¢do dos lobulos testiculares. Apos a fundacdo das
novas colonias e amadurecimento dos reis, ocorre um aumento significativo do aparelho
reprodutor, sendo muito evidente que em reis de colonias naturais, os 16bulos testiculares
ocupam praticamente todo o abdomen posterior destes individuos. Os resultados mostram um
amadurecimento precoce do sistema reprodutor dos machos € um aumento da producdo de
espermatozoides em colonias maduras. As vesiculas seminais em todos os machos de S.
euamignathus se apresentam como porgdes especializadas e ndo apenas uma continua¢do dos
dutos deferentes, sendo mais desenvolvidas em reis de colonias naturais do que em reprodutores
alados, além de servirem para o armazenamento de espermatozoides a partir de ninfas de 5°

instar, nas quais ja sdo encontrados espermatozoides no limen das vesiculas seminais.

Palavras-chave: sistema reprodutor, vesiculas seminais, testiculos, morfologia, histologia.
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1. INTRODUCAO

A infraordem Isoptera ¢ composta por insetos eussociais e retine mais de 2900 espécies
descritas no mundo, abrangendo 9 familias dentro da Ordem Blattaria, segundo a recente
classificagdo de Krishna et al. (2013). Os cupins sdo mais conhecidos pelo seu potencial como
pragas e por causarem danos expressivos principalmente em centros urbanos
(CONSTANTINO, 2002), porém eles apresentam uma enorme importancia ecologica, uma vez
que conseguem degradar celulose, substancia que compde a maior parte da biomassa do planeta,

€ que poucos seres vivos sdo capazes de metabolizar (HIGASHI e ABE, 1997).

Os cupins apresentam uma organizagdo social complexa com especializacdo dos
individuos em castas. A diferenciagdo das castas ocorre durante o desenvolvimento
ontogenético dos individuos e pode ser influenciada tanto por fatores ambientais (MAO e
HENDERSON, 2007) como por determinagdo genética (HAYASHI et al., 2007; KITADE et
al., 2011). As castas dos cupins incluem duas linhagens distintas, a linhagem &ptera, composta
por operarios, soldados e seus precursores, € a linhagem imaginal, que compreende o casal real,
rei e rainha, que sdo os reprodutores primdrios, os individuos alados (imagos) e seus
precursores, as ninfas (ROISIN, 2000). Além destes individuos, uma colonia de cupins pode
apresentar reprodutores de substitui¢do, que sdo os individuos que iniciam suas vidas
reprodutivas associados aos companheiros de ninho natal (MYLES, 1999). Reprodutores de
substituicdo sdo individuos que amadureceram o aparelho reprodutor antes de alcancarem a
idade adulta e sdo denominados reprodutores neoténicos. Estes reprodutores podem ser
derivados de instares ninfais ou de operarios. Nos Termitidae, quando eles sdo derivados de
ninfas, s3o denominados neoténicos ninfoides e quando derivam de operarios recebem o nome

de neoténicos ergatoides (KORB e HARTFELDER, 2008).
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A regido Neotropical abriga mais de 540 espécies de cupins (CONSTANTINO, 2014),
distribuidas em 5 familias. A familia Termitidae compde a maior parte das espécies existentes
e ¢ dominante em regides tropicais (EGGLETON, 2011). Esta familia ¢ constituida por 7
subfamilias: Macrotermitinae, Sphaerotermitinae, Foraminitermitinae, Apicotermitinae,
Syntermitinae, Termitinae e Nasutitermitinae. Silvestritermes euamignathus é uma espécie
pertencente a subfamilia Syntermitinae, que abrange 18 géneros de cupins, dos quais 15
ocorrem no cerrado e sdo comumente denominados de “nasutos mandibulados” (ROCHA;
CANCELLO; CARRIJO, 2012; CONSTANTINO, 2015). S. euamignathus se caracteriza por
construir ninhos em monticulo, comuns em areas de Cerrado (MATHEWS, 1977,
DOMINGOS, 1985). Este cupim forma reprodutores neoténicos do tipo ninfoides, como
reprodutores de substituicao. Reprodutores deste tipo foram observados em ninhos coletados
no campo (NOIROT, 1956; ARAUJO, 1958; NOIROT, 1969; GRASSE, 1982; COSTA-
LEONARDO; BARSOTTI, SOARES, 1996; 1999) e apos a retirada experimental da rainha
(COSTA-LEONARDO; SOARES; BARSOTTI, 1998).

Os cupins da familia Termitidae apresentam um padrdo de desenvolvimento pos-
embrionario do tipo bifurcado, no qual a partir do ovo emerge uma larva de 1° instar que ao
sofrer muda pode originar uma larva de 2° instar que ira se desenvolver em um operario ou em
um pré-soldado e posteriormente em soldado (linhagem aptera); ou pode originar uma ninfa de
1° instar que posteriormente ird sofre mudas sucessivas e originar um reprodutor alado
(linhagem imaginal) (MOURA et al., 2011; BARBOSA et al., 2012). De acordo com Haifig
(comunicacdo pessoal), a espécie S. euamignathus apresenta 5 instares ninfais e 2 instares
larvais, o0 mesmo padrdo observado em Silvestritermes holmgreni (BARBOSA et al., 2012) e
Constrictotermes cyphergaster (MOURA et al., 2011), ambos da familia Termitidae.

A biologia reprodutiva dos insetos sociais tem sido muito estudada ao longo dos ultimos
anos, pois 0 modo de reproducao ¢ um dos fatores que define as relagdes entre as castas dentro
de uma mesma colonia (HARTKE e BAER, 2011). Contudo, os detalhes fisiologicos que
envolvem a producao, transferéncia e estocagem de espermatozoides nos cupins tém recebido
pouca atengdo (DEAN e GOLD, 2004; RAINA et al., 2007; YE; JONES; AMMAR, 2009). Nas
colonias de Isoptera os reis permanecem com a rainha € a copula ocorre intermitentemente,
sendo que em algumas espécies ocorrem ciclos de oviposi¢do. A habilidade que os reis desses
cupins t€ém em fornecer grandes quantidades de espermatozoides viaveis a rainha, ao longo de

décadas ¢ tdo importante quanto o fato das fémeas de alguns himendpteros serem capazes de
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estocar espermatozoides do seu falecido par por um periodo de tempo similar (HARTKE e
BAER, 2011). Contudo, apesar disso, o sistema reprodutor dos machos tem sido negligenciado

quando comparado com aquele das rainhas.

Em vista do exposto, e visando compreender a participagdo dos diferentes machos na
reprodug@o de S. euamignathus este estudo focou em uma detalhada analise morfologica e
histoquimica das gonadas em machos reprodutores e seus precursores, a fim de elucidar o

desenvolvimento do sistema reprodutor nesses insetos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cupins: neste estudo foram utilizados reprodutores alados (imagos), coletados em revoada,
reis primarios com 4 meses de idade obtidos de colonias de laboratdrio; reis primarios e reis
neoténicos ninfoides coletados de ninhos naturais de Silvestritermes euamignathus (Silvestri,
1901). Ninfas desta espécie foram coletadas de ninhos na natureza e classificadas em 5 instares,
de acordo com anélises morfométricas realizadas no laboratério de cupins (UNESP/Rio Claro).
Estes reis neoténicos foram provenientes de um ninho desprovido de casal real primdrio e

liderado por 31 fémeas e 30 machos.

2.2. Formacio de colonias no laboratorio: reprodutores alados de S. euamignathus foram
obtidos a partir de revoada de ninhos coletados na natureza e mantidos em laboratorio. Estes
individuos foram sexados sob estereomicroscopio e pareados para formagao de colonias. Um
total de 862 colonias foram iniciadas e mantidas em laboratdrio para obtengdo de reis

funcionais.

2.3. Morfologia do aparelho reprodutor: reprodutores alados de S. euamignathus foram
dissecados em solucdo fisiologica para insetos e tiveram os Orgdos genitais isolados sob
estereomicroscopio. A seguir, cada 6rgdo genital foi colocado individualmente em ldmina
histolégica, corado com uma solugdo aquosa de azul de metileno 1% e fotografado sob

estereomicroscopio, com o auxilio do software Motic Image Plus 2.0 ML.

2.4. Histologia e histoquimica: as porcdes finais dos abdomens dos cinco diferentes instares
de ninfas (N1-N5), dos reprodutores alados machos, dos reis de colonias laboratoriais com 4
meses de idade, dos reis primarios de colonias naturais e dos reis neoténicos de S. euamignathus

foram fixadas inteiras em FAA (4&lcool absoluto, 4cido acético glacial, formoldeido 40%, na
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proporg¢do 3:1:1) por aproximadamente 24 horas. Posteriormente, todos os materiais foram
colocados em alcool e desidratados em uma bateria crescente de etanol (70 a 95%) tendo, cada
banho, duragdo de 60 minutos. Em seguida, as amostras foram transferidas para uma solugao
de resina (Leica) de infiltracdo e mantidas por 7 dias em geladeira. Apos essa etapa, os
abdomens foram incluidos lateralmente em moldes especiais e preenchidos com historesina
Leica® mais catalisador, para polimerizacdo em estufa a 37° C. Depois de polimerizados, os
blocos foram seccionados com 3 um de espessura com navalhas de tungsténio em micrétomo
(Leica RM2245). As secgdes histoldgicas depois de coradas foram analisadas e documentadas
em fotomicroscopio (Leica DM500/Leica ICC50), com o auxilio do software LAS v4.0 (Leica
Application Suite v4). A tabela a seguir mostra as técnicas de coloracdo histologica e

histoquimicas utilizadas para os diferentes machos analisados:

Tabela 1. Coloragoes utilizadas para observagao do sistema reprodutor em S. euamignathus.

Reprodutores Coloracoes
machos HE PAS XP

Ninfas
Reprodutor alado

Rei 4 meses

Rei colonia natural

LR x|
SRR N

Rei neoténico X

*HE, hematoxilina-eosina; PAS, acido periddico de Shiff; XP, xylidine-Ponceau; x, técnica desenvolvida.

- Coloracao com hematoxilina-eosina (HE): as seccdes histologicas foram lavadas em agua
destilada por 1 minuto e posteriormente coradas com hematoxilina por 10 minutos. Em seguida,
estas secgOes foram colocadas para reagir em agua parada por 4 minutos e posteriormente
coradas com eosina por 5 minutos (JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983). Apos este
procedimento, as laminas foram mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa.

Ap0s secagem, as laminas foram montadas em balsamo e fotografadas em fotomicroscdpio.

- Identificacdo de polissacarideos neutros com a coloracio de acido periodico de Shiff
(PAS): as seccdes histoldgicas foram banhadas em acido periddico 0,4% por 10 minutos. Em
seguida, foram lavadas em 4gua destilada por cerca de 1 minuto e, posteriormente, coradas com
reativo de Schiff por 60 minutos em local escuro. Apods esse procedimento, as secgdes

histologicas foram submetidas a trés banhos de dgua sulfurosa por cerca de 3 minutos cada. Em
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seguida, foram lavadas em agua corrente por 20 minutos ¢ as laminas secas a temperatura
ambiente. Depois de secas, as laminas foram montadas em balsamo e documentadas em
fotomicroscopio. Este método evidencia os polissacarideos neutros e as glicoproteinas, os quais
se coram intensamente de vermelho-magenta e as glicosaminoglicanas, que aparecem coradas

em purpura (PEARSE, 1960; MELLO e VIDAL, 1980).

- Detecciao de proteinas totais (acidas e basicas) com a coloracdo de xylidine-Ponceau
(XP): as seccOes histologicas foram coradas com xylidine-Ponceau por 30 minutos em
temperatura ambiente. Posteriormente, foram colocadas em tampao acetato de sddio (pH = 2,6)
por 1 minuto, lavadas em agua destilada e secas a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas
foram montadas em balsamo e posteriormente analisadas. Por este método, as proteinas coram-

se em vermelho alaranjado (MELLO e VIDAL, 1980).

2.5. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET): os abdomens dos alados machos foram
fixados em glutaraldeido 2,5%, pds-fixados em OsOa4 1% e embebidos em resina epon Araldite.
Os materiais foram incluidos em resina Epon pura e polimerizados a 60°C por 72 horas. Secgdes
ultrafinas foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas em

microscopio eletronico de transmissdao Philips CM100.
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3. RESULTADOS

O aparelho reprodutor em imagos machos de Silvestritermes euamignathus ¢é constituido
por dois testiculos, dos quais partem dutos deferentes que, por sua vez, desembocam em um
duto ejaculatorio tnico (Figura 1). Os dutos deferentes, antes de alcangarem o canal
ejaculatorio, apresentam uma dilatagdo discreta que constitui as vesiculas seminais (Figura 1B).
O canal ejaculatorio termina em um 6rgao copulador rudimentar, o pénis, que € projetado para
o exterior pelo poro genital ou gondporo. Este poro estd localizado na membrana intersegmentar
ventral, que fica entre 0 9° e 0 10° segmento abdominal.

Em todos os instares de ninfas, bem como nos alados e reis foi observado um par de
testiculos lobulados, localizados lateralmente ao tubo digestorio na regido dorsal do abdomen
(Figura 2). Nas ninfas de 5° instar e nos reprodutores alados, os 16bulos testiculares, dutos
deferentes e vesiculas seminais sdo muito semelhantes em tamanho e desenvolvimento (Figuras
2A e 2B). Ja nos reis neoténicos e nos reis primarios de colonias naturais, o desenvolvimento
dos testiculos € bem mais evidente, ocupando praticamente todo o abdomen nestes ultimos
(Figuras 2C e 2D). Tanto nas ninfas, como em reprodutores alados e reis, os lobulos testiculares
sdo constituidos por um conjunto de tubulos seminiferos, os quais sdo mantidos juntos por uma
capsula envolvente, a bainha peritoneal (Figura 3).

Nos reprodutores alados, assim como nas ninfas de todos os instares, foi dificil a
contagem do numero de lobulos testiculares, uma vez que os testiculos estavam pouco
desenvolvidos e os tibulos compactamente agrupados (Figuras 3A-F). Apesar disso, pode-se
observar que gradativamente os tubulos vao se descompactando com a evolugao dos instares
ninfais (Figuras 3A-E). Os trés reprodutores funcionais de S. euamignathus mostraram
diferengas no desenvolvimento do aparelho reprodutor quando foram comparados entre si, ou
seja, reis primarios provenientes de colonias de laboratorio em relagdo aos reis primarios e reis

neoténicos, ambos coletados na natureza (Figuras 3G-I). Nos reis de 4 meses, os 16bulos ainda
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se assemelham aos dos reprodutores alados, ndo sendo possivel distinguir o nimero de l6bulos
em cada testiculo, ja que ainda se apresentaram muito compactados (Figura 3G). Contudo, nos
reis primarios de colOnias naturais (Figura 3H) e nos reis neoténicos, também de coldnias
naturais (Figura 31), os lobulos estavam perfeitamente separados, maiores € em forma de dedos,
sendo possivel observar de 7 a 10 l6bulos nas sec¢des histologicas dos primeiros.

Cada lobulo testicular, do apice a base, ¢ formado por uma série de zonas nas quais, as
células germinativas arranjadas em grupos ou cistos estdo em estagios progressivos de
desenvolvimento, de espermatogdnia a espermatozoide e separados um do outro pela bainha
peritoneal. Além disso, pode-se notar que em cada cisto todas as células germinativas
encontram-se num mesmo estagio de desenvolvimento e que diferem de acordo com a fase de
vida dos machos (Figura 3). Nos cistos de reprodutores alados machos e reis primarios, bem
como de ninfas a partir do 3° instar, pode-se observar diferentes fases da espermatogénese
(Figuras 3C-I). Nos reis primarios e neoténicos (Figura 3H e 3I), os ldbulos de tamanho
avantajado permitiram uma boa visualizacao das fases da espermatogénese.

Na regido apical dos tubulos seminiferos dos reprodutores machos pode ser vista uma
massa de células pequenas, irregulares, geralmente achatadas, entre as quais podem ser
observadas células se dividindo com frequéncia (Figura 3F). A aparéncia geral dessa regido
pode ser comparada ao germario das fémeas e abaixo da referida regido podem ser observadas
células arredondadas com nticleos também redondos, que estdo arranjadas em grupos ou cistos
e apresentam um estagio de desenvolvimento semelhante, como pode ser observado com
facilidade nos reprodutores neoténicos (Figura 3I). Ja na regido basal, sdo observadas células
cuja cromatina apresentou arranjos tipicos de divisdo meidtica, além de espermatozoides
(Figura 3H). Em S. euamignathus, os espermatozoides sao arredondados, ndo flagelados e
apresentam um didmetro médio de 2-3 um.

Nos cupins ocorre um significativo aumento dos testiculos apos a maturidade, fato este
que pode ser observado acompanhando o desenvolvimento dos testiculos nas ninfas de
diferentes instares (Figuras 3A-E) e quando se observam os testiculos de reprodutores alados e
reis (Figuras 3F-I).

Além do aumento dos testiculos, o aparelho reprodutor de S. euamignathus como um
todo sofre um aumento de tamanho desde a ninfa de 1° instar até a de 5° instar (Figuras 3A-E).
A diferenciacdo dos tibulos seminiferos comeca a acontecer a partir da ninfa de 3° instar, a qual
jé apresenta um inicio de diferenciagao das células dentro dos cistos, enquanto nas ninfas de 1°

e 2° instar, sdo observadas apenas espermatogonias (Figuras 3A e 3B). Nos testiculos das ninfas
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de 4° e 5° instar puderam ser observados muitos cistos com células em diferentes fases da
espermatogénese em seu interior, especialmente nas ninfas de 5° instar (Figuras 3D e 3E). Além
disso, estas ninfas de 5° instar ja apresentavam a espermatogénese completa, podendo ser
observados espermatozoides no interior de alguns cistos, ainda que em pequena quantidade
(Figura 3E).

Partindo dos testiculos em dire¢do ao duto ejaculatério, encontram-se os dutos
deferentes, que em reprodutores alados de S. euamignathus apresentaram-se curtos e calibrosos,
tendo em média 0,57 mm de comprimento e 0,07 mm de largura. Os dutos deferentes de
reprodutores alados de S. euamignathus correspondem a tubos formados por um tecido epitelial
colunar simples, circundados por uma camada externa de musculatura. Os dutos deferentes sdo
pares e partem dos testiculos lateralmente no sentido dorso-ventral até a base do 9° esternito.

Continuando em dire¢do ao duto ejaculatorio observam-se as vesiculas seminais, que
nesta espécie correspondem a dilatagcdes da porcdo final dos dutos deferentes (Figura 4).
Internamente, as vesiculas sdo revestidas por um epitélio simples colunar com bordo em escova
e, externamente, também sdo estruturas revestidas por musculatura. Este ¢ o padrao histologico
encontrado nas vesiculas seminais desde ninfas até reis mais velhos, contudo, o que muda ¢ a
quantidade de espermatozoides encontrada no interior destas estruturas, que em reis de colonias
naturais era abundante, enquanto apenas uns poucos espermatozoides podem ser observados
em ninfas de 5° instar. Nas ninfas de 1° a 4° instar (Figuras 4A e 4B), as vesiculas seminais
estdo num estdgio inicial de desenvolvimento, com uma luz muito diminuta ou quase
inexistente. Ja as ninfas de 5° instar, apesar de apresentaram uma luz vesicular ainda pequena
em comparacao aos reprodutores, ja mostram alguns espermatozoides dispersos no limen
(Figura 4C). Contudo, reis provenientes de colonias naturais apresentaram uma quantidade
imensa de espermatozoides no limen de suas vesiculas seminais (Figuras 4F), enquanto nos
alados e reis de laboratdrio essa quantidade foi um pouco menor (Figuras 4D e 4E) e nos reis
neoténicos, menor ainda (Figura 4G).

A andlise das secgOes histoldgicas apos o teste histoquimico de PAS nao mostrou
marcagdo no limen das vesiculas seminais em nenhum dos reprodutores analisados, o que
sugere que a secre¢do dessa estrutura ndo contém polissacarideos neutros (Figuras 5A-D).
Adicionalmente, o teste histoquimico de xylidine-Ponceau mostrou uma secrecdo proteica
presente em vesiculas seminais de reprodutores alados, enquanto em reis de 4 meses de idade,

foram observados apenas espermatozoides no limen das vesiculas (Figuras SE-F).
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Nos reprodutores estudados de S. euamignathus, o canal ejaculatorio apresentou uma
camada simples de células epiteliais envolta por uma camada muscular (Figura 6). O canal
ejaculatorio ¢ formado pela juncdo dos dois dutos deferentes em um duto mediano e sua parte
terminal forma um pénis membranoso. O pénis dos reprodutores de S. euamignathus estudados
¢ um o6rgdo retratil, de tamanho reduzido e formado, como ja relatado, pela por¢do final do
canal ejaculatorio (Figura 6A).

A ultraestrutura do testiculo mostrou um cisto contendo espermatocitos I (Figura 7A).
Estes espermatdcitos mostraram numerosas mitocondrias localizadas no pdlo apical e muitos
ribossomos livres dispersos no citoplasma, bem como estruturas multilamelares similares a
lisossomos (Figura 7B). Uma visdo geral da vesicula seminal mostrou o epitélio simples
envolvido por uma musculatura visceral espessa (Figura 7C). Além disso, as células epiteliais
apresentaram envoltorio nuclear com superficie irregular, bem como juncdes septadas aderindo
células vizinhas (Figuras 7D e 7E). No lumen da vesicula seminal dos reprodutores alados
podem ser observados espermatozoides e células sexuais degenerativas, provenientes dos
testiculos (Figura 7F). Os espermatozoides sdo esféricos, fortemente eletrondensos e podem
apresentar regides eletronlticidas no nucleo, o qual também ¢ esférico (Figura 7F). As células
sexuais degenerativas s3o maiores em tamanho do que os espermatozoides e sempre apresentam

um nucleo eletrondenso circundado por regides eletronlucidas (Figura 7F).
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Figura 1. A. Imago macho (reprodutor alado) de Silvestritermes euamignathus. B. Aparelho
reprodutor de um imago macho de S. euamignathus. Coloragdo: azul de metileno. ce, canal
ejaculatério; dd, ducto deferente; t, I6bulos testiculares; vs, vesicula seminal.
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T~y

Figura 2. Vista geral do aparelho reprodutor em machos de Silvestritermes euamignathus em
seccdo longitudinal lateral. A. Ninfa macho de 5° instar. B. Reprodutor alado (imago). C. Rei
neoténico. D. Rei primario proveniente de uma coldnia natural. Coloragdo: hematoxilina-
eosina. dd, duto deferente; t, 10bulos testiculares; vs, vesicula seminal.
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Figura 3. Lobulos testiculares em machos de Silvestritermes euamignathus. A. Ninfa de 1°
instar. B. Ninfa de 2° instar. C. Ninfa de 3° instar. D. Ninfa de 4° instar. E. Ninfa de 5° instar.
F. Reprodutor alado (imago). G. Rei primario com 4 meses de idade (colonia de laboratorio).
H. Rei primario de colonia natural. I. Rei neoténico de colonia natural. Coloracao:
hematoxilina-eosina. bp, bainha peritoneal; csd, células sexuais degenerativas; ct, cAmara
terminal; spg, espermatogonias; spcl, espermatécito I; spell, espermatédcito II; spt,
espermatide; spz, espermatozoides.
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Figura 4. Vista geral da vesicula seminal em machos de Silvestritermes euamignathus. A. Ninfa
de 2° instar. B. Ninfa de 3° instar. C. Ninfa de 5° instar. D. Reprodutor alado (imago). E. Rei
primdrio com 4 meses de idade (colonia de laboratério). F. Rei primario de colonia natural. G.
Rei neoténico de colonia natural. Colorag@o: hematoxilina-eosina. ep, epitélio vesicular; epz,
espermatozoides.
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Figura 5. Vesiculas seminais em machos de Silvestritermes euamignathus. A. Reprodutor
alado (imago). B. Rei primario de colonia natural. C. Rei neoténico de colonia natural.
Coloragao: PAS. D. Reprodutor alado. E. Rei primario com 4 meses de idade (colonia de
laboratério). F. Rei neoténico de colonia natural. Coloragdo: XP. esd, células sexuais
degenerativas; ep, epitélio vesicular; epz, espermatozoides; s, secrecao vesicular.
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Figura 6. Vista geral do canal ejaculatorio em machos de Silvestritermes euamignathus. A.
Reprodutor alado (imago); B. Rei primdrio de coldnia natural. Coloragdo: hematoxilina-eosina.
ep, epitélio do canal ejaculatdrio; epz, espermatozoides; p, pénis.
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Figura 7. Ultraestrutura dos testiculos e vesicula seminal de Silvestritermes euamignathus. A.
Espermatdécitos I envolvidos por bainha peritoneal (seta). B. Observar muitas mitocondrias (mi)
dispersas no citoplasma de um espermatécito I e uma estrutura multilamelar (*) similar a um
lisossomo. C. Vesicula seminal evidenciando um epitélio simples envolvido por musculatura
(m) visceral espessa. D. Nucleos (n) de duas células epiteliais. Observar o envoltorio nuclear
com uma superficie irregular. E. Jungdes septadas (setas) entre duas células epiteliais. F.

Lumen da vesicula seminal contendo céluas sexuais degenerativas (csd) e espermatozoides

(epz).



Capitulo 111 - Discussdo 105

4. DISCUSSAO

De uma maneira geral, o sistema reprodutor do macho de um reprodutor funcional de
cupim é comparavel aquele dos himendpteros (ALFORD, 1975; HOLLDOBLER e BARTZ,
1985; HOLLDOBLER e WILSON, 1990; DUVOISIN; BAER; SCHMID-HEMPEL, 1999;
BAER, 2005) e de outros insetos sociais (SIMMONS, 2001). As principais fun¢des do aparelho
reprodutor do macho sao a produgdo e estocagem de espermatozoides e o transporte destes em
um estado viavel para o aparelho reprodutor feminino. Em reis de Silvestritermes euamignathus
foram observados de 7 a 10 16bulos por testiculos, nimero correspondente ao encontrado por
outros autores para espécies da familia Termitidae. Godoy e Torales (2000) encontraram de 6
a 10 16bulos testiculares em machos de Termes saltans, enquanto Weesner (1955) contou de 6
a 8 lobulos para os machos de Tenuirostritermes tenuirostris e N’Diaye (1977) reportou ter
observado de 4 a 12 l6bulos nos machos de Cubitermes fungifaber. Além disso, S.
euamignathus segue um padrdo de formagdo do duto ejaculatorio e pénis, semelhante ao
descrito para o cupim C. fungifaber, sendo que ninfas de 3° instar ja mostram células
diferenciadas nos lobulos testiculares. Porém, diferentemente do que acontece com a maioria
dos machos de Hymenoptera cujos testiculos atrofiam apos atingirem a idade adulta
(HOLLDOBLER e BARTZ, 1985), nos machos de cupins o aparelho reprodutor apresenta um
desenvolvimento progressivo em tamanho e nimero de espermatozoides produzidos (SIEBER
e LEUTHOLD, 1982), atingindo seu apice em reis de S. euamignathus de coldnias naturais com
idade avancgada.

Sieber e Leuthold (1982), com base na anélise do contetudo intestinal, sugeriram que
durante a transformac¢do dos reis, os machos passam por uma mudanca na alimentagdo que
influenciaria o crescimento dos testiculos, até a sua hipertrofia, no caso de colonias maduras.
Isto porque no inicio da coldnia, os reprodutores se alimentam sozinhos e em colonias maduras

recebem apenas saliva dos operarios. Além disso, de acordo com a idade da colonia, a
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quantidade de esperma necessaria para a fertilizagao dos ovos que sdo depositados pelas rainhas
pode variar.

Em S. euamignathus, os 16bulos testiculares tanto de ninfas, como de reprodutores
alados ou reis, parecem estar completamente separados uns dos outros, assim como ocorre em
diptera e em alguns ortopteros, nos quais os testiculos consistem de estruturas individuais,
conectadas ao duto deferente (CHAPMAN, 1998). De acordo com Weesner (1969), na por¢ao
apical dos lobulos testiculares podem ser observadas as espermatogonias, células geralmente
achatadas que estdo em divisdo. Logo abaixo dessa regido, também sdo observadas células
arredondadas, com material genético comegando a se condensar, que sdo conhecidas como
espermatocitos I e, na regido basal, estdo as células com nucleos tipicos de divisao celular, os
espermatocitos II. Na ultraestrutura, os espermatdcitos I sdo caracterizados pela grande
quantidade de corpos multivesiculares e multilamelares eletrondenso, além de muitos
agrupamentos mitocondriais. Estas caracteristicas também foram observadas por Grandi (1992)
em Kalotermes flavicollis. Os espermatdcitos II originam as espermatides, que por sua vez, vao
originar os espermatozoides. Em S. euamignathus, os espermatozoides sdo arredondados e ndo
sdo flagelados. A ocorréncia de espermatozoides ndo flagelados ¢ comum na maioria dos
cupins, como por exemplo na espécie K. flavicollis e Reticulitermes lucifugus (BACCETTI et
al., 1974), enquanto nos cupins mais basais como Mastotermes darwiniensis, ocorrem
espermatozoides moveis e com flagelo unico (BACCETTI e DALLAI 1978; DALLALI 2014).

A vesicula seminal de S. euamignathus ¢ de fato uma vesicula seminal e ndo apenas
uma por¢do do duto deferente, como questionado. Ela emerge da regido final dos dutos
deferentes, mas se caracteriza como uma estrutura que em reis de colonias naturais € mais
desenvolvida do que nos reprodutores alados, além de possuir uma quantidade muito superior
de espermatozoides em seu lumen. Os resultados obtidos para S. euamignathus mostraram que
a secrecdo das vesiculas seminais ndo contém polissacarideos neutros em nenhum dos
reprodutores avaliados, mas mostraram uma secrecdo proteica em reprodutores alados que
desapareceu em reprodutores primarios e reis neoténicos. Provavelmente esta mudancga na
secrecdo vesicular esteja relacionada a produgdo de espermatozoides pelos reis funcionais,
mostrando a importancia das vesiculas seminais durante o periodo que antecede a reprodugao
na coldnia, ou seja, nos imagos (ARAUJO et al., 2005). A ultraestrutura da vesicula mostrou
um epitélio com alta atividade secretora uma vez que os nucleos apresentaram muitas
invaginagdes e uma luz preenchida por espermatozoides esféricos, similares aos encontrados

em Reticulitermes (BACCETTI, 1979) e Coptotermes gestroi (Capitulo II). Baccetti et al.
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(1981) examinou varias espécies de Termitidae, entre elas: Macroteres sp. e Trinervitermes
dispar. Estes dados mostram que as familias Rhinotermitidae e Termitidae apresentam a mesma
estrutura de espermatozoide, como sugerido por Baccetti et al. (1981).

Em geral, as descri¢des do sistema reprodutor do macho em Termitidae sdo limitadas
aos imagos. Godoy ¢ Torales (2000) descreveram para os reis de T. saltans um notavel
alargamento dos 0rgdos reprodutivos, fato observado também nos reis de S. euamignathus. Esta
constitui¢do basica do aparelho reprodutor masculino em S. euamignathus ¢ a mesma dos
insetos em geral, com exce¢do, que para a maioria deles, ocorrem ainda glandulas acessorias
que variam em numero € que se abrem nos dutos deferentes ou no duto ejaculatorio
(CHAPMAN, 1998). Em Apis mellifera essas glandulas correspondem as glandulas de muco,
originadas por diverticulos dos dutos deferentes, tendo a funcdo de obliterar o trato genital
feminino, impedindo o refluxo de sémen (CRUZ-LANDIM, 2008). Assim como na maioria dos
himenopteros, a fundagio da coldnia nos cupins ocorre apds a dispersao dos reprodutores alados
(NUTTING, 1969). Contudo, enquanto na maioria dos himendpteros sociais recém
inseminados as fémeas fundam novas colonias sozinhas, os cupins iniciam uma nova colonia
com um casal real, o rei e a rainha, conhecidos como reprodutores primarios. Estes reprodutores
permanecem juntos dentro da coldnia e se acasalam varias vezes no decorrer da vida destes
individuos (NUTTING, 1969; SIEBER ¢ LEUTHOLD, 1982). Durante este periodo, a rainha
sofre fisogastria, passando por uma série de transformagdes importantes, das quais uma das
principais modificagdes € o crescimento do sistema reprodutor (BORDEREAU 1982; GODOY
e TORALES, 1994).

As modificacdes sofridas pelos machos desde a revoada até a maturidade sao menos
notaveis e os estudos atualmente disponiveis sao escassos e incompletos, principalmente no que
diz respeito aos reis neoténicos. Os dados morfologicos e histoquimicos permitem inferir que
as vesiculas seminais de reis de S. euamignathus funcionam mais como orgdo de

armazenamento de espermatozoides do que estruturas secretoras.
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RESUMO

Os cupins da familia Kalotermitidae sdo conhecidos como cupins de madeira seca e sdo
caracterizados por formarem pequenas colonias no interior de madeiras que lhes servem de
alimento e abrigo. Estes cupins apresentam um desenvolvimento muito flexivel, no qual os
falsos operarios sdo totipotentes e podem originar reprodutores. O desenvolvimento pos-
embriondrio da linhagem imaginal dos Kalotermitidae geralmente € linear com 4 instares larvais
e 3 ninfais. Neste estudo foram utilizadas trés colonias de Cryptotermes brevis que
apresentaram reprodutores neoténicos: colonia A com rei primario e rainha neoténica; Colonia
B com rainha primaria e rei neoténico; e colonia C, com rei e rainha neoténicos. Tanto o rei
primdrio da colonia A e como o rei neoténico da col6nia B, apresentaram um aparelho
reprodutor bem desenvolvido, com ldbulos testiculares conspicuos e com cistos contendo
espermatozoides, os quais também foram observados nas vesiculas seminais de ambos os
reprodutores. A rainha neoténica da colonia A e a rainha primaria da colonia B possuiam
ovarios com ovdcitos em varios estagios de desenvolvimento iniciais e alguns ja vitelogénicos
terminais. Os ovocitos vitelogénicos sugerem atividade poedeira, contudo o nimero e o
tamanho dos ovoécitos terminais na rainha neoténica foram superiores aqueles observados na
rainha primaria. No entanto, ambas apresentaram espermateca com luz repleta de
espermatozoides e de tamanho similar. J4 na colonia C, a rainha apresentou ovocitos
vitelogénicos, porém ndo terminais e, na luz da espermateca, ndo foram observados
espermatozoides e nem qualquer tipo de secrecdo. Ja o rei neoténico, apesar de apresentar um
aparelho reprodutor semelhante ao do rei neoténico da colonia B, ndo foram observados
espermatozoides nas vesiculas seminais e entre os testiculos foi observado um ovdcito em
estagio II de desenvolvimento; mostrando que este individuo era um intersexo. Feminizag¢ao
em artropodos pode ser explicada pela infestagao de bactérias do género Wolbachia. Futuros
estudos envolvendo técnicas moleculares poderdo confirmar se a feminizacao ocorrida nestes
kalotermitideos podem ser resultantes da presenca de Wolbachia conforme hipotetizado no

presente estudo.

Palavras-chave: reprodutores neoténicos, intersexo, espermateca, vesicula seminal,

Wolbachia.
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1. INTRODUCAO

Na dispersao das espécies, as colonias maduras de cupins liberam reprodutores alados
que vao fundar novas colonias. Estes novos ninhos sdo estabelecidos por um par de reprodutores
alados que, apds encontrarem um local adequado, ddo inicio ao desenvolvimento da nova
colonia. Estes reprodutores, ex-alados, que fundam esta nova coldnia sdo conhecidos como
reprodutores primarios (NUTTING, 1969; COSTA-LEONARDO; BARSOTTI; SOARES,
1999).

Em Isoptera existe uma linhagem imaginal e uma linhagem é&ptera. A linhagem imaginal
origina os reprodutores alados ou imagos e a linhagem éptera os operarios e soldados. Dados
da literatura disponiveis para a familia Kalotermitidae mostram que o desenvolvimento pos-
embrionario ¢ linear, sendo que geralmente 3 instares ninfais sdo precedidos por 4 instares
larvais em Cryptotermes dudleyi (NEOH e LEE, 2011); Kalotermes flavicollis
(MAISTRELLO, OCETE, LOPEZ, 2010); Neotermes papua (ROISIN e PASTEELS, 1991) e
Incisitermes schwarzi (LUYKX, 1986).

Muitas espécies de cupins formam reprodutores de substitui¢do apds a morte ou
senescéncia dos reprodutores primarios. Os novos reprodutores se desenvolvem a partir de
individuos que apresentam potenciais de desenvolvimento dentro de uma colonia, fato este, que
garante a longevidade da colonia e aumenta o tempo de vida destes individuos (THORNE,
1984; 1985; ROISIN, 1990; LENZ e RUNKO, 1993). Estes reprodutores de substitui¢do sao
denominados reprodutores neoténicos, pois chegam a fase reprodutiva sem passar pelo estagio

de adulto alado (imago) e este fendmeno é conhecido como neotenia (GRASSE, 1982).
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Nos “cupins superiores”, que incluem todos os representantes da familia Termitidae,
quando os neoténicos sao derivados de ninfas, recebem o nome de ninfoides e, quando derivam
de operarios, sdo chamados de ergatoides. Ja nos “cupins inferiores”, que englobam as demais
familias de Isoptera, os neoténicos sdo conhecidos como braquipteros quando se originam de
instares ninfais, ou apteros, quando derivados de instares larvais (KORB ¢ HARTFELDER,
2008). Essa denominagao de cupins “inferiores” ou “superiores” ¢ uma classificagdo tradicional
alternativa que se baseia no tipo de simbionte associado ao trato digestorio desses insetos. Os
cupins ditos superiores apresentam apenas bactérias como simbiontes e constituem a familia
Termitidae, enquanto os cupins inferiores possuem bactérias e protozoarios associados ao seu
trato digestorio e estdo distribuidos nas outras oito familias de Isoptera (THORNE, 1996;

KORB e HARTFELDER, 2008).

Enquanto algumas colonias de Isoptera produzem apenas reprodutores de substituicao
no caso da morte da rainha e do rei primdrios, outras produzem grande quantidade de
reprodutores suplementares, que também sdo neoténicos ¢ complementam as atividades de
reproducado do casal primdrio. Estes reprodutores suplementares sdo neoténicos que coabitam o
ninho junto com o casal primdrio e geralmente assumem a reproducdo nas estruturas conhecidas
como ninhos satélites que estdo ligados ao ninho principal. Desta forma, os neoténicos
constituem um passo intermedidrio na substituicdo dos reprodutores (ROISIN, 2000). Roisin
(1990) discute que os reprodutores de reposi¢ao correspondem a um sistema disponivel mas
com garantias de funcionalidade desconhecidas em rela¢do aquelas dos reprodutores primarios.
Isto porque faltam avalia¢des das potencialidades e do “status reprodutivo” destes individuos,

nas colonias para a maioria das espécies de Isoptera.

De acordo com Myles (1999), reprodutores neoténicos que estdo sexualmente ativos
dentro do ninho parental sdo encontrados em cerca de 62,7% dos géneros de "cupins inferiores"
enquanto nos "cupins superiores" esta porcentagem cai para 13,4%. Segundo Roisin e Pasteels
(1990), apesar do potencial de vantagens, a ocorréncia de neotenia ¢ altamente variavel entre
os Isoptera e esta complexidade pode ser explicada em parte pela diversidade das estratégias
para dispersao e reproducdo das colonias e em parte pela delimitacdo evolutiva da neotenia em

cupins “inferiores” e “superiores”.

Nos Kalotermitideos nao ocorrem operarios verdadeiros e sim falsos operarios ou

“pseudergates”, que sdo um desvio no padrdo de desenvolvimento linear ovo-imago, por meio
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de mudas sucessivas, estaciondarias ou regressivas, sendo este ultimo tipo de muda exclusivo
dos Isopetra (KORB ¢ HARTFELDER, 2008). De acordo com Thorne (1996), ninfas de
Kalotermitidae podem ser bastante flexiveis no seu desenvolvimento, mesmo os instares tardios
e se diferenciam dos falsos operarios por apresentarem broto alar, cujo tamanho varia de acordo
com o instar ninfal. Em Termopsidae ¢ Kalotermitidae, as ninfas realizam tarefas na colonia,
enquanto em grupos que apresentam operarios verdadeiros, elas trabalham pouco ou ndo

trabalham (NOIROT e PASTEELS, 1987).

Espécies de Kalotermitidae possuem um desenvolvimento altamente flexivel em
respostas as condi¢des ambientais e condi¢des da colonia (ROISIN, 2000; KORB e LENZ,
2004; NEOH e LEE, 2011). Estudos experimentais com cupins desta familia revelaram que a
fusdo de coldnias vizinhas causa a morte dos reprodutores primarios (rei e rainha) permitindo
aos falsos operarios a oportunidade de herdarem o ninho por meio do seu desenvolvimento em
reprodutores de substituicio neoténicos (KORB, 2011; LUCHETTI et al.,, 2013a). No
kalotermitideo K. flavicollis, Luchetti et al. (2013a) encontraram uma mistura genética extrema
indicando que nesta espécie as familias sdo mistas e constituidas por uma descendéncia de
multiplas rainhas neoténicas. Estes achados originam importantes questdoes sobre o modo de

formagao destas familias mistas e do potencial reprodutivo dos diversos tipos de reprodutores.

De acordo com o niimero ¢ a origem dos reprodutores presentes nas colonias de cupins,
elas podem ser classificadas em trés tipos: (1) familias simples que apresentam um unico par
de reprodutores monogamicos; (2) familias estendidas, que possuem multiplos neoténicos se
reproduzindo, sendo que todos descendem do mesmo par real que iniciou a coldnia e (3)
familias mistas, formadas por multiplos neoténicos nao aparentados, oriundos de mais de dois

reprodutores primarios diferentes (BULMER; ADAMS; TRANIELLO, 2001).

Como estudos sobre reprodutores neoténicos sdo escassos na literatura de Isoptera e
com o intuito de suprir esta lacuna, o presente estudo objetivou comparar trés diferentes
coldnias lideradas por pelo menos um reprodutor de substitui¢do neoténico no kalotermitideo

Cryptotermes brevis, dando énfase a morfologia do aparelho reprodutor.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Colonias de laboratdério: apos a retirada de um dos reprodutores primarios, as colonias de
Cryptotermes brevis (Walker, 1853) coletadas em moveis infestados foram colocadas em
cilindros (3,5 cm de diametro e 0,8 cm de altura) escavados em placas de madeira compensada
de Pinus sp (11 x 11 x 0,4 cm). Apds 3 meses, trés colonias com reprodutores neoténicos foram
escolhidas para o presente estudo (Tabela 1). Assim, estas coldnias tiveram suas populagdes

fixadas em FAA e, posteriormente, os reprodutores foram processados para histologia.

2.2. Histologia: os trés casais de reprodutores de C. brevis foram fixados em FAA (alcool
absoluto, acido acético glacial, formoldeido 40%, na propor¢cdo 3:1:1) por 24 horas e
desidratados em uma bateria de etanol (70, 80, 90 e 95%) tendo, cada banho, dura¢ao de 60
minutos. Em seguida, as amostras foram transferidas para uma solugdo de historesina Leica®
de infiltracdo onde foram mantidas por 7 dias em geladeira. Apds essa etapa, os abdomens
destes insetos foram incluidos lateralmente em moldes especiais, preenchidos com historesina
Leica® mais catalisador, para polimerizagdo em estufa a 37° C. Depois de polimerizados, os
blocos foram seccionados com 3 um de espessura com navalhas de tungsténio, em micrétomo
(Leica RM 2245) e as secgdes histologicas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE). De

acordo com a descri¢do a seguir:

- Colorag¢ao com hematoxilina-eosina (HE): As seccdes histoloégicas do abdomen dos
reprodutores foram lavadas em agua destilada por 1 minuto e posteriormente coradas com
hematoxilina por 10 minutos. Em seguida, estas sec¢des foram colocadas para reagir em agua
parada por 4 minutos e posteriormente coradas com eosina por 5 minutos (JUNQUEIRA e

JUNQUEIRA, 1983). Apos este procedimento, as 1dminas foram lavadas em agua corrente e
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mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa. Apos secagem, as laminas foram
montadas em balsamo e as secgdes histologicas examinadas e fotografadas em fotomicroscopio
(Leica DM500/Leica ICC50), com o auxilio do software LAS v4.0 (Leica Application Suite
v4).
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3. RESULTADOS

Os resultados do censo populacional das trés colonias de Cryptotermes brevis (A, B e
C) lideradas por pelo menos um reprodutor neoténico estdo dispostos na tabela 1. As colonias
A e B conservaram um dos reprodutores primarios originais e produziram um unico reprodutor
de substituicdo. Estes reprodutores eram neoténicos braquipteros com sexo diferente do
reprodutor original que foi conservado. Contudo, na colonia C, ambos os reprodutores de
substitui¢do eram neoténicos braquipteros. Estes reprodutores neoténicos braquipteros,
derivados de ninfas, caracterizam-se externamente por apresentarem brotos alares e
pigmentacdo diferenciada. Enquanto ninfas sdo individuos esbranquicados, os reprodutores
neoténicos de C. brevis sdo identificados por apresentarem o corpo amarelado e mandibulas
esclerotizadas (Figura 1). Adicionalmente, a andlise do censo populacional das coldonias
mostrou que tanto a colonia A quanto a colonia B continham mais falsos operarios do que
ninfas, além de larvas e ovos, enquanto a colénia C, apesar de apresentar um numero
ligeiramente maior de ninfas, ndo possuia larvas e ovos, demonstrando que estes reprodutores

estavam inativos na reproducao (Tabela 1).

Tabela 1. Censo populacional das colonias de Cryptotermes brevis lideradas por pelo menos
um reprodutor neoténico.

Reprodutor Rei/Rainha

.. .. Reprodutores Falsos
Colonia  Meoténico primarios Soldados operirios Ninfas Larvas Ovos
N°/sexo N°/sexo alados
A 01/9Q 01/8 0 01 50 04 03 04
B 01/38 01/? 0 01 44 02 02 01
C 02/9/3 0 0 0 27 06 0 0




Capitulo IV - Resultados 121

Ap6s a histologia do abdomen dos diferentes reprodutores foi constatado que tanto o rei
primario da colonia A, como o rei neoténico da colonia B, tinham um aparelho reprodutor bem
desenvolvido (Figuras 2A e 2B). Em ambos os reprodutores, os 16bulos testiculares estavam
conspicuos e continham cistos com espermatozoides (Figuras 2C e 2D), os quais também
estavam presentes nas vesiculas seminais de ambos os reprodutores (Figuras 2E e 2F). Além
dos espermatozoides, também foi observada na luz das vesiculas seminais desses machos uma
secrecdo de carater basico e células sexuais degenerativas. Estas células se caracterizam por
apresentarem um nucleo picndtico fortemente corado pela hematoxilina e um citoplasma com

coloragdo levemente rosada, bastante clara.

A rainha neoténica da colonia A e a primaria da colonia B tinham ovérios com ovdcitos
em varios estagios de desenvolvimento iniciais e alguns ja vitelogénicos (Figuras 3A, 3B, 3C e
3D). Em ambas as rainhas foi possivel observar ovoécitos terminais, sugerindo atividade
poedeira das mesmas nas respectivas colonias (Figuras 3C e 3D). Porém, na rainha neoténica,
o numero de ovariolos e o tamanho dos ovdcitos terminais foram superiores aqueles observados
na rainha primaria. No entanto, as espermatecas de ambas as rainhas apresentaram um tamanho
semelhante e sua luz estava repleta de espermatozoides e de uma secre¢do com aparéncia

similar (Figuras 3E e 3F).

Na colonia C, que possuia dois reprodutores neoténicos, a rainha neoténica apresentou
ovocitos vitelogénicos porém ainda ndo terminais (Figuras 4A e 4C). Na luz da espermateca
desta fémea ndo foram encontrados espermatozoides e nem observado qualquer tipo secregao
(Figura 4E). O rei neoténico da colonia C apresentou um aparelho reprodutor com tamanho
semelhante aquele do rei neoténico da colonia B (Figura 4B), com lobulos testiculares bem
desenvolvidos e contendo espermatozoides (Figura 4D). Contudo, por entre os lobulos
testiculares do rei neoténico da colonia C foi observada a presenca da um ovdcito no estagio 11
de desenvolvimento (Figura 5). Além disso, as vesiculas seminais deste rei neoténico ndo

continham espermatozoides (Figura 4F). Este individuo portanto foi considerado intersexo.
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Figura 1. Instares e castas reprodutivas de Cryptotermes brevis. A. Rei primario e rainha
neoténica da colonia A. B. Rainha primaria e rei neoténico da colonia B. C. Rei e rainha
neoténicos da colonia C. D. Ninfa macho de uma coldnia coletada de madeira infestada.
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Figura 2. Seccdo histologica longitudinal-lateral do abdomen de machos de Cryptotermes
brevis. Coloragao: hematoxilina-eoasina. A. Vista geral do sistema reprodutor do rei primario
da coldnia A. B. Vista geral do sistema reprodutor do rei neoténico da colonia B. C. Detalhe
dos lobulos testiculares do rei primario. D. Detalhe dos 16bulos testiculares do rei neoténico. E.
Detalhe da vesicula seminal do rei primario. F. Detalhe da vesicula seminal do rei neoténico.
As setas indicam os 16bulos testiculares e as cabecas de seta, as vesiculas seminais. esd, células
sexuais degenerativas do testiculo; ep, epitélio da vesicula; epz, espermatozoide; s, secrecao.
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Figura 3. Sec¢do histologica longitudinal-lateral do abdomen de fémeas de Cryptotermes
brevis. Coloragdo: hematoxilina-eoasina. A. Vista geral do sistema reprodutor da rainha
primaria da colonia B. B. Vista geral do sistema reprodutor da rainha neoténica da colonia A.
C. Detalhe dos ovécitos da rainha primaria. D. Detalhe dos ovocitos da rainha neoténica. E.
Detalhe da espermateca da rainha primdria. F. Detalhe da espermateca da rainha neoténica. As

setas indicam os ovdcitos e as cabecas de seta, as espermatecas. ep, epitélio da espermateca;
epz, espermatozoide; ov, ovocito.
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Figura 4. Sec¢ao histologica longitudinal-lateral do abdémen de reprodutores neoténicos de
Cryptotermes brevis da colonia C. Coloragdo: hematoxilina-eoasina. A. Vista geral do sistema
reprodutor da rainha neoténica. B. Vista geral do sistema reprodutor do rei neoténico. C.
Detalhe dos ovocitos da rainha neoténica. D. Detalhe dos 16bulos testiculares do rei neoténico.
E. Detalhe da espermateca da rainha neoténica. F. Detalhe da vesicula seminal do rei neoténico.

epz, espermatozoide; ov, ovocito; t, lobulos testiculares.
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Figura 5. Seccdo histologica longitudinal-lateral do abdomen do rei neoténico da colonia C.
Coloragdo: hematoxilina-eoasina. A. Vista geral do sistema reprodutor. B. Detalhe dos lobulos
testiculares contendo um ovocito. ov, ovocito; t, lobulos testiculares; vs, vesicula seminal.
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4. DISCUSSAO

Reprodutores neoténicos podem ser apteros, quando se desenvolvem a partir de
um instar larval, ou braquipteros, quando se desenvolvem a partir de ninfas. Todos os
reprodutores encontrados no presente estudo eram braquipteros e, portanto, tinham brotos
alares. Estes brotos estavam menos desenvolvidos que os presentes em ninfas de ultimo instar,
fato também observado por Costa-Leonardo, Barsotti e Soares (1999) no termitideo
Silvestritermes euamignathus. De acordo com Hayashi et al. (2007), a diferenciacdo de castas
nos cupins ¢ um dos exemplos mais conspicuos de polifenismo facultativo em animais, no qual

individuos mostram varios fenotipos apesar de possuirem a mesma bagagem genética.

Cryptotermes brevis ¢ um cupim que apresenta um desenvolvimento muito plastico no
qual os falsos operarios sao totipotentes € podem se desenvolver em todas as castas (ROISIN,
2000; ROISIN e KORB, 2011). Um falso operario pode permanecer como falso operario apos
uma muda estacionaria ou pode sofrer muda e originar um soldado; ou ainda, por meio de um
desenvolvimento progressivo via varios instares ninfais, originar em um reprodutor alado
(imago) que vai se dispersar e fundar novas coldnias como reprodutor primario. Outra opg¢ao
de desenvolvimento para estes falsos operarios ¢ sofrer muda e originar reprodutores
neoténicos, que vao permanecer no ninho e dar origem a uma prole endogdmica (LUCHETTI
et al, 2013a). A formagdo de reprodutores neoténicos ja foi estudada em C. brevis e parece
sofrer influéncia da composi¢do do grupo, da origem geografica dos cupins e condigdes de
manutengdao em laboratorio (LENZ; MCMAHAN; WILLIANS, 1982). Outra diferenciagao
observada por estes autores foi no tempo requerido de resposta a orfandade. Portanto, parece
que fatores externos e internos da colonia controlam o aparecimento dos reprodutores
neoténicos. No presente caso, a retirada dos reprodutores primarios ocasionou o aparecimento

desses reprodutores de substituicao.
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Estudos recentes de Luchetti et al. (2013a) mostraram que no kalotermitideo K.
flavicollis, a fusdo de colonias vizinhas causa, frequentemente, a morte dos reprodutores
primarios. Este fato d4 aos falsos operdrios a possibilidade de herdarem o ninho ao se
desenvolverem em reprodutores neoténicos. Estes mesmos autores, encontraram que das onze
familias de K. flavicollis analisadas, nove eram mistas enquanto as outras duas eram estendidas.
Familias mistas também ja foram encontradas tanto em cupins inferiores (DEHEER e VARGO,
2004, 2008; HAYASHI et al., 2005; PERDEREAU et al., 2010; GOODISMAN e CROZIER,
2002; ALDRICH e KAMBHAMPATI, 2007; BOOTH et al., 2012; LUCHETTI et al., 2013b)
como em cupins superiores (ATKINSON e ADAMS, 1997; HACKER et al., 2005; ADAMS;
ATKINSON; BULMER, 2007). Provavelmente em col6nias de C. brevis também ocorra este
fendmeno, devido a proximidade das coldnias e ocorréncia da mesma plasticidade de

desenvolvimento que existe em K. flavicollis.

Consideragdes teoricas desenvolvidas inicialmente para entender a formacdo de
“reproducdo cooperativa” em grupos de vertebrados (BROWN, 1987) foram aplicadas aos
cupins (THORNE, 1997; SHELLMAN-REEVE, 1997; ROISIN, 1999). De acordo com essa
teoria, um individuo pode ter um potencial reprodutivo maior ao permanecer no ninho natal do
que ao se dispersar quando as condi¢des ecologicas diminuem a probabilidade de sucesso
reprodutivo independente (LUCHETTTI et al., 2013a). Além disso, um individuo que permanece
no ninho pode aumentar indiretamente o seu potencial reprodutivo ao assistir os companheiros

da colOnia natal.

Os resultados da analise do aparelho reprodutor da fémea neoténica da coldnia A e do
macho neoténico da colonia B mostraram que o aparelho reprodutor destes individuos estava
em fase ativa de reproducdo, o que foi confirmado pela postura de ovos nestas colonias.
Adicionalmente, a fémea neoténica da colonia A mostrou um maior nimero de ovariolos
funcionais e isso corrobora com o nimero de ovos encontrados na colonia A, que foi superior

ao observado na colonia B (Tabela 1).

Na colonia C, liderada pelo casal de reprodutores neoténicos, nao foram encontrados
ovos e nem larvas. Além disso, ficou claro que o rei era um individuo intersexual e portanto
estéril. Uma revisdo detalhada da literatura do aparelho reprodutor na familia Kalotermitidae
mostrou que na espécie Neotermes zuluensis também foi observada a presenga de ovdcitos entre

os lobulos testiculares de alguns machos de reprodutores alados e de reprodutores neoténicos.
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Neste caso, esta ocorréncia foi interpretada erroneamente como hermafroditismo (GEYER,
1951). De acordo com Narita et al. (2010), intersexos sdo individuos caracterizados por
possuirem uma genética uniforme, ou seja, um gendtipo tipicamente masculino ou feminino,
mas com algumas partes do corpo apresentando um fendtipo oposto ao sexo genético do
individuo, como resultado de um erro durante o processo de determinacdo e diferenciagdo
sexual. Portanto, este ¢ o primeiro relato de intersexo entre os Isoptera, apesar do fenomeno ter
sido verificado anteriormente no cupim N. zuluensis. Contudo, ainda ndo esta claro o fator

responsavel pela ocorréncia do referido fendmeno em Isoptera.

Uma explicagdo para a ocorréncia de intersexos em Isoptera seria a infestacdo por
Wolbachia. Em varios insetos, intersexos sao causados pela presenca de bactérias
endossimbidnticas do género Wolbachia. Estas bactérias ja foram descritas em muitas espécies
de cupins e parecem abranger varias linhagens (LO e EVANS, 2007). Adicionalmente, os
mesmos autores demonstraram a ocorréncia de Wolbachia em Cryptotermes secundus,
Neotermes luykxi, Neotermes jouteli e K. flavicollis, quatro espécies pertencentes a familia
Kalotermitidae. Dados atuais da literatura mostram que bactérias do género Wolbachia tém a
capacidade de causar feminizagao nos seus insetos hospedeiros (NARITA et al., 2010). A
determinagdo de sexo no isépodo Armadillidium vulgare é genética, porém ¢ sabido que os
machos sofrem feminizagdo pela ocorréncia de Wolbachia (RIGAUD, 1997). Os machos da
borboleta Eurema madarina infectados por Wolbachia resultam em intersexos (NARITA et al.,
2007). Por outro lado, na mariposa Ostrinia scapularis e Ostrinia furnacalis, a ocorréncia de
Wolbachia mata todos os machos (KAGEYAMA ¢ TRAUT, 2004; SAKAMOTO et al., 2008).
Nio ¢ sabido como a Wolbachia interfere com o sistema de determinagao de sexo dos insetos,
no entanto, € sugerido que a modificagdo epigenética tem um importante papel na cigarrinha
Zyginidia pullula, na qual a ocorréncia natural de Wolbachia causa feminizagdo parcial dos
individuos geneticamente machos (NEGRI et al., 2006; 2009). De acordo com Stouthamer,
Breeuner e Hurst (1999), a Wolbachia ¢ uma bactéria intracelular transmitida via citoplasma
apenas pelas fémeas dos insetos e outros artrépodos, de modo que da perspectiva do simbionte,
o macho ¢ um “desperdicio”, podendo ser eliminado ou feminizado. Resumindo, uma
infestagdo por Wolbachia em artropodes pode resultar em morte de machos, feminizagdo de
machos genéticos, partenogénese e incompatibilidade citoplasmatica (BANDI; TREES;

BRATTIG, 2001), o que explicaria os presentes resultados.
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Estudos futuros envolvendo técnicas moleculares poderdo confirmar se a feminizacao
presente nestes representantes de Kalotermitidae podem ser resultantes da presenca de

Wolbachia conforme hipdtese sugerida no presente artigo.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

e Nas trés espécies estudadas, Cryptotermes brevis, Coptotermes gestroi e Silvestritermes
euamignathus ocorreu um aumento significativo dos testiculos apds a maturidade, fato

facilmente observado quando se compara ninfas, alados e reis.

e A largura dos dutos deferentes em reprodutores alados de C. brevis, C. gestroi ¢ S.
euamignathus foi inversamente proporcional ao seu comprimento, sendo maior nos

alados de C. brevis e mais larga nos alados de S. euamignathus (ver Apéndice A).

e Espermatozoides foram observados nos testiculos, dutos deferentes e vesiculas seminais
dos reprodutores alados e reis funcionais de todas as espécies estudadas, dado ainda ndo
registrado na literatura de Isoptera. Nos reprodutores alados e reis analisados também
foi encontrada uma grande quantidade de espermatozoides ao longo de toda a extensdo
do canal ejaculatdrio e na por¢ao terminal da vesicula seminal. Nas ninfas de 5° instar
de C. gestroi e de S. euamignathus e, nas ninfas de tltimo instar de C. brevis, ja existem

espermatozoides nos tubulos seminiferos.

e As vesiculas seminais de C. brevis sdo dilatagdes da por¢ao final dos dutos deferentes.
Estas estruturas se apresentam em par ¢ sao formadas por um epitélio simples colunar

envolto por uma espessa camada de musculatura visceral.

e As vesiculas seminais de C. gestroi sdo pares e individualizadas. Nesta espécie, as
vesiculas seminais se projetam a partir da por¢ao final dos dutos deferentes e aparecem
como tubos retorcidos. As vesiculas seminais em C. gestroi sao formadas, na sua porgao

mais distal, por uma regido secretora, constituida por um epitélio simples colunar
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envolvido por musculatura visceral e na sua por¢do proximal, area de estocagem de
espermatozoides, por um epitélio simples cubico, também circundado por musculatura.

A musculatura da parte proximal ¢ mais espessa do que a presente na porcao distal.

As vesiculas seminais de S. euamignathus sao estruturas pares, formadas por dilatagdes
na por¢ao final dos dutos deferentes. Internamente, as vesiculas seminais sdo revestidas
por um epitélio simples colunar com bordo em escova e, externamente, também sdo
estruturas revestidas por musculatura visceral. Além disso, nesta espécie, os resultados
indicam que ela funciona mais como um 6rgao de armazenamento ¢ espermatozoides

do que como um 6rgao secretor.

De um modo geral, as vesiculas seminais dos cupins desempenham um importante papel
no armazenamento € na nutricdo dos espermatozoides. A presenga de um
desenvolvimento precoce do aparelho nos machos dos cupins, caso das ninfas, mostra
a preparacao destes individuos para a rapida substitui¢do dos reprodutores imaginais,
caso de colonias orfanadas. Este fato corrobora com dindmica de castas na sociedade

destes insetos e contribui para a estabilizagdo da colonia.

A secregdo das vesiculas dos reis primarios funcionais respondeu diferentemente ao
teste histoquimico de PAS (Acido periddico de Schiff) e de XP (xylidine-Ponceau) nos
cupins inferiores e superiores. A secrecdo das vesiculas seminais de C. brevis e C.
gestroi detectou a presenga de polissacarideos e proteinas, enquanto em S.
euamignathus nao foi possivel identificar estes compostos. Estes resultados indicam
uma divergéncia funcional no sistema reprodutor de cupins mais basais (cupins

inferiores) e cupins mais derivados (cupins superiores) (ver Apéndice B).

Nas trés espécies estudadas, o canal ejaculatério apresenta uma camada simples de
células epiteliais envolta por uma camada muscular e ¢ formado pela jungdo dos dois
dutos deferentes em um duto mediano e sua parte terminal se transforma em um pénis

membranoso.
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Apéndice A —- RELACAO DAS AREAS VESICULARES E TESTICULAR ENTRE OS
REPRODUTORES ALADOS DAS ESPECIES ESTUDADAS

0,0070000
0,0060000
0,0050000
0,0040000
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area testicular (mm?2) area vesicular (mm?2)

0,0000000
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Apéndice B

Apéndice B

SRR e



Apéndice B

154

Apéndice B—- RESULTADO GERAL DOS TESTES HISTOQUIMICOS PARA AS

ESPECIES ESTUDADAS
Reprodutores C. brevis C. gestroi S. euamignathus
machos/ Técnicas Ad RSE Ad RS Ad RS
PAS - ++ ++ ++ - -
XP - ++ + ++ + -

AJd = alado macho; R&' = rei primério; - = negativo; + = moderadamente positivo; ++ =
fortemente positivo; PAS = acido periddico de Schiff; XP = xylidine-Ponceau.
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