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RESUMO

O objetivo da pesquisa foi descrever a histologia dos 6rgdos do aparelho reprodutor
masculino, e realizar a morfometria da populagéo celular dos foliculos testiculares de Chromacris
speciosa (Thunberg, 1824) (Orthoptera: Romaleidae), submetido a trés fotoperiodos. Os 6rgaos
foram analisados através da microscopia 6ptica de luz. Para morfometria utilizou-se uma ocular
de 10X, contendo no seu interior um reticulo micrométrico square (U-OCMSQ10/10). Foram
contados 0s pontos que incidiram sobre as seguintes células: espermatogdnias, espermatoécitos,
espermatides e espermatozoéides. Os resultados mostraram que ndo houve influéncia dos
fotoperiodos sobre a histologia dos 6rgdos bem como sobre a morfometria da populagédo dessas
células. Os testiculos sdo revestidos por uma capsula de tecido conjuntivo que emite septos
separando cada foliculo testicular. Os canais eferentes, deferentes e vesiculas seminais sdo
revestidos internamente por uma camada de tecido epitelial simples cUbico, exceto nas vesiculas
onde oepitélio é colunar, apoiado em tecido conjuntivo e externamente tecido muscular estriado,
que esta ausente no canal eferente. O ducto ejaculador é constituido por epitélio do tipo
estratificado colunar coberto por uma intima na sua porcao final. Abaixo desse epitélio observa-
se tecido conjuntivo. As glandulas acessorias secretam substancias ricas em carboidratos e sdo
constituidas por tecido epitelial, conjuntivo e muscular.
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ABSTRACT

HISTOLOGY OF THE MALE REPRODUCTIVE SYSTEM AND MORPHOMETRY OF CELL
POPULATION OF THE TESTICULAR FOLLICLES OF CHROMACRIS SPECIOSA (THUNBERG,
1824) (ORTHOPTERA: ROMALEIDAE) SUBMITTED TO THREE PHOTOPERIODS. The objective of
this study was to describe the histology of the organs of the male reproductive system, and to
perform the morphometry of the cell population of testicular follicles of Chromacris speciosa
(Thunberg, 1824) (Orthoptera: Romaleidae), submitted to three photoperiods. The organs were
analyzed by light microscopy. The morphometry was carried outusinga 10X ocular equipped with
asquare micrometric reticule (U-OCMSQ10/10). Counting was made of the points that coincided
with spermatogonia, spermatocyte, spermatid and sperm cells. The results showed that there was
no influence of the photoperiods on the histology of the organs nor on the morphometry of the
populations of these cells. The testicles are covered by a capsule of connective tissue that emits
septa, separating each testicular follicle. The efferent and deferent canals as well as the seminal
vesicles are covered internally by a simple cubic epithelial layer, except in the vesicles in which
theepitheliumiscolumnar, sustained in connective tissue; externally, they are covered by grooved
muscular tissue, which is absent in the efferent canal. The ejaculator duct is constituted by an
epithelium of a columnar stratified type, covered by an intima in its final part. Beneath this
epithelium there is connective tissue. The accessory glands secrete substances which are rich in
carbohydrates, and are constituted by epithelial, connective and muscular tissue.

KEY WORDS: Grasshopper, morphology, reproduction, spermatogenesis, photoperiods.
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INTRODUCAO

De acordo com RoeerTs & CaRrsoNELL (1982) e
DuranToON etal. (1987) Chromacris speciosa (Thunberg,
1824) (Orthoptera: Romaleidae) é conhecido popular-
mente como “gafanhoto soldado” apresentando cor
verde brilhante com manchas amarelase asas verme-
Ihas alaranjadas, possuindo um tamanho médio de
20 a 30 mm para o macho e 35a50 mm para a fémea.

C. speciosa € considerada como devastadora ocasi-
onal endémica da América do Sul tendo como hébito
alimentarassolanéaceas, preferindo as seguintes plan-
tas: Cestrum parqui, C. strigillatum, C. loretiziana, Lycium
cestoides, Solanum agentinum e S. verbacifolium, além de
compostas, leguminosas, mirtacease gramineas, regis-
trando estragos em batata inglesa, arroz, cana-de-
acUcar, girassol, fumo e tomateiro. Alguns autores
afirmam ainda que sua presenga em gramineas é ape-
nas casual (LArA, 1992; Hora, 1995; GALLo etal., 2002).

O aparelho reprodutor masculino dos insetos
apresenta grande diversidade quanto a morfologia.
Geralmente é constituido porum par detesticulos dos
quais partem os vasos deferentes, que desembocam
navesiculaseminal e depois desta rellnem-se em um
ducto Unico mediano, o ducto ejaculador (CHAPMAN,
1998).

E relatado paraC.speciosaque amaturidade sexual
se verifica aproximadamente 10 dias apos a ultima
ecdise, ocorrendo assim a primeira copula (Turk &
BARRERA, 1976). Na cOpula, o gafanhoto macho adere
aodorsodafémeaintroduzindo-lheapecacopuladora
na vagina, descarregando os espermatozdides (Aze-
VEDO & HENNING, 1983).

Varios estudos sobre a morfologia do aparelho
reprodutor masculino e dos espermatozéides de al-
guns insetos tém contribuido para compreendermos
arelagdo de afinidades entre os grupos(Cruz-LANDIM
et al., 1980; Cruz-LaNDIM & MoRraEes, 1980; BaccerTy,
1987; Carcupino etal., 1995). Quicke etal. (1992) suge-
rem que em algumas ordens de insetos as variagdes
morfoldgicas nas estruturas reprodutivas dos ma-
chos sdo suficientes para promover um estudo
filogenético e taxonémico.

Segundo Uvarov (1966), as condigbes externas
afetam a longevidade e o periodo de reproducao nos
ortépteros. De acordo com Beck (1968), o fotoperiodo
éumfatorexternoqueinduzouinterrompeadiapausa
nos insetos. J& Amorim & Abis (1995) citaram que o
fotoperiodo pode atuar como fator de controle
(ecofator) no numero de estadios ninfais de gafanho-
tosem ecossistemas tropicais, mesmo sendo situados
perto do equador, devido a mudancas sazonais de
insolacdo e/ou intensidade de luz durante o ano.

Estudando o efeito do fotoperiodo em gafanhotos
adultos, TANAKA & Soboyama (1997) observaram que
osinsetos submetidos afotoperiodo curto realizaram

posturas tardias contendo ovos inférteis. Pesquisas
indicaramainda que gafanhotos adultos submetidos
a essa condicdo mostram inativacdo das células
neurossecretoras do cérebro interferindo na dindmi-
ca hormonal, afetando a mudanca de instares € 0
amadurecimento do aparelho reprodutor (SAUNDERs,
1976; OkubpA & TANAKA, 1996; ERGEN, 2001; SAUNDERS et
al., 2004).

Assim, diante doexposto, a presente pesquisateve
por objetivo descrever histologicamente os 6rgdos do
aparelho reprodutor masculino de C. speciosa
(Thunberg, 1824), submetido atrésfotoperiodos, além
de realizar a morfometria da populagao celular dos
foliculos testiculares.

MATERIAL E METODOS

Insetos adultos foram coletados no Municipio de
Pombos, agreste de Pernambuco e levados para o La-
boratério de Entomologia do Departamento de Biolo-
gia da UFRPE, paraa sua criagdo. Esses insetos foram
mantidosemgaiolasteladas,contendorecipientepara
posturaealimentadoscomfolhasde jurubeba(Solanum
paniculatum), trocadas a cada dois dias.

Para realizacao do experimento foram utilizadas
60 ninfas (30 machos e 30 fémeas) no ultimo estadio
de desenvolvimento, sendo colocados 10 casais em
gaiolas separadas e submetidos aos seguintes trata-
mentos: Tratamento I: 14h com luz/10h sem luz;
Tratamento II: 10h com luz/14h sem luz; Tratamento
[11: 12h com luz/12h sem luz.

Atemperaturae umidade foramregistradas por
meio de term6metro de bulbo seco e bulbo tmido
(higrémetro). Foram feitas 3 aferi¢8es diarias onde
as médias obtidas para a temperatura e umidade
relativa foram de 30 + 2° C e 72 + 10%, respectiva-
mente.

Os fotoperiodos foram obtidos por meio de uma
modificacdo da técnica preconizada por AMORIM &
Abis (1995). Para isso, foi utilizada uma caixa de
madeira, com dimensdes de 180 cm x 60 cm x 120 cm,
dividida em 3 compartimentos, cada um contendo
ldmpadas (modelo luz do dia, 40W) que forneceram
cerca de 400 Lux na regido ocupada pelos insetos.
Dentrodestacaixaforamcolocadasasgaiolasteladas
com os insetos, onde foram submetidos aos respecti-
vos tratamentos. O controle da luminosidade foi rea-
lizado por meio de um timer. A limpeza das gaiolas e
atroca da alimentacgdo dos insetos foram realizadas
sempre que necessario e durante o dia.

Trintadias apds atingirem o estagio adulto foram
coletados testiculos, canais eferentes, canais deferen-
tes, vesiculas seminais, ducto ejaculador e glandulas
acessorias. Para isso os insetos foram sedados com
éter etilico e dissecados sob estereomicroscépio. Os
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fragmentos dos 6érgéos coletados foram fixados em
Bouin alcodlico empregando a metodologia descrita
por MicHALANY (1990) e processados parainclusdoem
“paraplast”. Em seguida, os blocos foram cortados
em micrétomo do tipo Minot ajustado para 5 um. Os
cortes assim obtidos foram submetidos as técnicas de
coloragfes pela Hematoxilina - Eosina (H-E) (para
descricdo dos 6rgdos e morfometria), tricrdmico de
Mallory (para identificacdo de tecido conjuntivo) e
P.A.S. (Acido Periddico de Schiff) (para investigar a
natureza da secrecdo das glandulas acessérias), em-
pregando-se a metodologia descrita por BEHmEeR et al.
(1976), LUNQUEIRA & JUNQUEIRA (1983) e MICHALANY
(1990). Aanalise histoldgicafoirealizadautilizando-
se microscépio de luz e fotografados em
fotomicroscopio.

Para anélise morfométrica foram utilizados cinco
testiculos portratamento, onde foramanalisadoscin-
co foliculos testiculares em cada repeticdo. Em cada
foliculo testicular foram contados os pontos que
incidiram sobre as seguintes células: espermato-
gbnias, espermatdcitos (primarios e secundarios),
espermatides e espermatozoéides. Este procedimento
foi realizado utilizando-se uma ocular de 10X, con-
tendonoseuinteriorumreticulo micrométricosquare
(U-OCMSQ10/10) e umaobjetiva de 40X(WEeiBkeL etal.,
1966).

A anélise estatistica foi realizada através da Ané-
lisedeVariancia(ANOVA) utilizandooProc ANOVA
do SAS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os testiculos, canais eferentes, canais
deferentes, vesiculas seminais, ducto ejaculador e
glandulas acessérias de C. speciosa, submetido a trés
diferentes fotoperiodos, no final do Ultimo instar, por
30 dias consecutivos, observou-se que as condicbes
fotoperiddicas testadas ndo influenciaram na
morfologia desses érgaos.

Os testiculos apresentaram-se como uma massa
Unica e oval envolvidos por uma cipsula de tecido
conjuntivo,comprovado pelacoloragdodotricromico
de Mallory, associado atecido gorduroso. Esse tecido
conjuntivo emite septos separando cada foliculo tes-
ticular (Figs. 1A e 1B).

A espermatogénese ocorre da regido distal paraa
proximal de cada foliculo testicular, onde se obser-
vam nitidamente as seguintes regides:

- Germario, constituido pelas células germinativas
primordiais ou espermatogdnias as quais apresen-
tam-se unidas, com morfologia esférica, nucleo volu-
mMoso e cromatina condensada (Fig. 1C);

- Zona de crescimento, localizada apés o germario,
caracterizada pela presenca de numerosos cistos de

espermatogdénias, em intensa atividade mitotica, se-
parados por uma delgada membrana (Fig. 1C);

- Zona de divisdo e reducdo, constituida por
espermatocitos primarios e secundarios. Nesta re-
gido, sdo evidentes algumas fases da préfase | da
meiose | nos espermatécitos primarios (Fig. 1D);

- Zonadetransformacao, constituidapor espermatides
emvariosestagios de desenvolvimento commorfologia
variando de esférica a oval, além de numerosos
espermatozoéides agrupados em feixes (Fig. 1E).

Os canais eferentes emergem da porcéo final de
cada foliculo testicular, sendo constituido por uma
camadadetecidoepitelial simplescubicoapoiadaem
uma delgada camada de tecido conjuntivo (Fig. 1F).

Os canais deferentes ligam os testiculos as
vesiculas seminais as quais sdo formadas por uma
dilatacdo destes. A parede desses canais é formada
porumacamadaepitelial simplescubico,apoiadaem
umadelgadacamadadetecido conjuntivoerevestida
externamente por uma espessa camada de tecido
muscular estriado (Fig. 2A).

As vesiculas seminais também sdo revestidas por
epitélio, porémesteédotiposimplescolunarapoiado
numadelgadacamadadetecido conjuntivo e externa-
mente apresentaumafinacamadadetecido muscular
estriado (Fig. 2B).

O ducto ejaculador é constituido por epitélio do
tipo estratificado colunar coberto por uma intima na
sua porcao final. Abaixo desse epitélio observa-se
tecido conjuntivo (Figs. 2C e 2D).

Asglandulas acessorias sdo revestidas, de dentro
parafora, porcélulasepiteliais dotiposimplescubico
e externamente por umacamadabastante delicada de
tecido muscular estriado associada a tecido conjun-
tivo. No interior desse 6rgdo observou-se a presenca
de substancia P.A.S. positiva (Figs. 2E e 2F).

Com relacdo a morfometria, verificou-se que 0s
fotoperiodos testados também nao afetaram
gquantitativamente a populacéo celular, poisas médi-
as nao diferiram estatisticamente (P > 0,05) para as
espermatogoénias, espermatdcitos (primario e secun-
dario),espermatideseespermatozéidesquantificados
(Tabela 1).

De acordo com TAKEDA & Skorik (1997), SiLVEIRA et
al. (2002) e Macepo et al. (2003) os insetos sao influen-
ciados por vérios fatores ecoldgicos, entre eles o
fotoperiodo, levando amudangas comportamentaise
podendo afetar o potencial reprodutivo atuando po-
sitiva ou negativamente sobre o nimero de individu-
os de uma populacdo. Alguns autores relatam ainda
gqueinsetos machos quando mantidosemiluminacao
constante tem capacidade de fertilidade reduzida,
sendo paraalgumas espécies, o Ultimo instar e a fase
de pupa, os estagios mais sensiveis a esse fator (Lum
& FLAHERTY, 1969; R IEMAN & RubD, 1974; C YMBOROWSKI
& GiesuLTowicz, 1976; HacaNn & BraDy, 1981;
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GiesuLTowiczetal., 1990; BeEeas & CymBorowski, 1999).
Deacordocomosresultadosobtidosndo houve influ-
éncia dos fotoperiodos na maturidade sexual dos
machos de C. speciosa,a qual segundo Turk & BARRERA
(1976)ocorreaproximadamente 10diasapésaultima
ecdise, pois a analise histolégica dos 6rgéos e
morfometria da populacéo de células dos foliculos

testiculares ndo revelaram alteracdes. Isto pode estar
relacionado ao fato desses fotoperiodos ndo terem
interferido na reducao do ecds6nio, pois de acordo
com SAUNDERs (1976), dependendo do fotoperiodo ha
uma inibicdo da liberagdo do horménio
protoracicotrépicoimpedindoaproducdodoecdsdnio
pelas glandulas protoracicas.

Fig.1- Testiculo deC.speciosa. A - Observar varios foliculos testiculares (setas). H.E. Barra=250um. B - Tecido conjuntivo
revestindo foliculotesticular (seta). Tricromico de Mallory..Barra=100um. C - Germario (G) e Zonade Crescimento (ZC)
H.E. Barra = 25um. D - Espermatdcitos na subfase paquiteno (setas) H.E. Barra = 10um. E - Espermatides (setas longas)
e espermatozéides agrupados em feixes (setas curtas) H.E. Barra = 25um. F - Corte transversal do canal eferente (seta)
Tricrébmico de Mallory. Barra=25um.
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A descricdo histoldgica para esses 6rgéos, de um
modo geral, estd de acordo com as cita¢des de varios
autores (Uvarov, 1966; Romoser, 1973; Borror et al.,
1989; Svobpcrass, 1993; GHapmaN, 1998; Buzzi &
Mivazaki, 1999). Com relagdo & presenca de tecido
conjuntivo envolvendo os testiculos, segundoUvarov
(1966), R omoser (1973) e Borroretal. (1989)estetecido

esta relacionado com a membrana peritonial. No
entanto, esse resultado ndo estd de acordo com as
informagdes de MaranHAO (1978), que cita apenas a
presenca de tecido epitelial revestindo esses 6rgéos,
formando assim a bainha epitelial. J& RicHARDS &
Davies (1983) descrevem que os foliculos testiculares
sdo revestidos por umacamadade epitélio associada

Fig.2- A-Canal deferente revestido internamente por epitélio simples ctbico (seta). H.E. Barra=25um. B - Vesiculaseminal:
observarepitéliosimplescolunar (setalonga), espermatozéides naluz (*) e delgada camada de tecido muscular estriado
(seta curta). H.E. Barra = 25um. C - Visao geral do ducto ejaculador. H.E. Barra = 100um. D - Parede do ducto ejaculador
revestido por epitélio estratificado (EE), intima () e tecido conjuntivo (seta). Tricrémicro de Mallory. Barra=25pum. E -
Glandulaacessériacomepitéliosimplescubico (seta). H.E. Barra=25um. F- Glandulaacessoriacom presencade substancia

P.A.S. positiva na sua luz. P.A.S. Barra = 25um.
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Tabela 1 - Médias (z erro padréo) da populacéo celular dos foliculos testiculares de C. speciosa submetido a
diferentes fotoperiodos. Temperatura 30 £ 2° C e umidade relativa 72 £ 10 % (n = 5).

Fotoperiodos

Tipos celulares 14L:10E 10L:14E 121:12E Estatistica
Espermatogonias 14,60 £ 2,01 11,60+1,94 9,80+058 F, ,=2,35p=0,1381
Espermatécitos (primario e 39,40 + 4,23 38,80+3,43 47,80+4,60 F, .=150,p=0,2628
secundario)

Espermétides 18,40 £ 2,82 15,80+2,08  13,20£1,59 F, ,=1,37;p=0,2920
Espermatozdides 179,60 + 9,79 174,60 +12,74 184,0+15,0 F, ,=0,14;p=0,8731

externamente com a membrana basal e logo abaixo
uma camada de tecido conjuntivo.

Os ductos genitais tém importancia ndo sé no
transporte de espermatozdides, masno processofinal
de suamaturacgédo e nagarantia de sua sobrevivéncia
notrato genital até o momento dacépula, alémdasua
transferéncia paraafémea(FErRNANDEZ& CRUZ-LANDIM,
2004).

A analise histoquimica da secrec¢do das glandulas
acessorias indica a presenca de carboidratos, uma vez
guesecorapeloP.A.S.Esseresultadoestadeacordocom
os relatos de varios autores que citam as glicoproteinas
como principal componente dasecrecdo dessa glandu-
la, onde as proteinas se organizam em granulos e os
carboidratos constitui a regido amorfa (GiLLoTT, 1995;
Smip, 1998; FERNANDEZ & Cruz-LANDIM, 2004).
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