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RESUMO

FERNANDES, Maria Luiza. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, abril de
2015. Taxonomia e morfologia de espécies de Ectecous Saussure, 1878
(Orthoptera: Grylloidea: Phalangopsidae). Orientador: José Eduardo Serrao.
Co-orientadores: Marcelo Ribeiro Pereira e Carlos Frankl Sperber.

Neste estudo se descreve a morfologia das glandulas abdominais em Ectecous
e um novo género monoespecifico de Neoaclini (Orthoptera: Grylloidea:
Phalangopsidae) que historicamente era referenciado em trabalhos de ecologia
como Ectecous. Em E. segregatus foi estudada a histologia e ultraestrutura das
glandulas abdominais no macho, que sao representadas por uma epiderme
com células colunares classificadas como glandula tipo |. Este é o primeiro
estudo que mostra a presenga de uma glandula abdominal associada com o
processo cuticular externo em grilos. Ubiquepuella telytokous n. sp. representa
o primeiro registro de partenogenia em espécies de Grylloidea. Embora a
ocorréncia de reproducao exclusivamente partenogenética seja um fenémeno
raro em Orthoptera, é possivel inferir que U. telytokous n. sp. apresenta este
sistema, uma vez que durante aproximadamente dez geragdes de laboratério
(populagdes "Mata da Biologia") nunca foi observada a presenca de machos,

caracterizando uma partenogénese telitoca.



ABSTRACT

FERNANDES, Maria Luiza. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, april, 2015.
Taxonomy and morphology of species of Ectecous Saussure, 1878
(Orthoptera: Grylloidea: Phalangopsidae). Advisor: José Eduardo Serrdo.
Co-advisors: Marcelo Ribeiro Pereira and Carlos Frankl Sperber.

This study describes the morphology of the abdominal glands in Ectecous and a
new monospecific genus of Neoaclini (Orthoptera: Grylloidea: Phalangopsidae)
that was historically referenced in ecology works as Ectecous. In males of E.
segregatus was studied histology and ultrastructure of the abdominal glands,
which are represented by a epiderm with columnar cells classified as type 1
gland. This is the first study showing the presence of an abdominal gland
associated with the external cuticular process in crickets. Ubiquepuella
telytokous n. sp. represent the first record of parthenogenetic species of
Grylloidea. Although the occurrence of exclusively parthenogenetic reproduction
is a rare phenomenon in Orthoptera, is possible to deduce U. telytokous n. sp.
presents this system, since for approximately ten laboratory generations
(populations "Mata da Biologia") was not observed the presence of males,

featuring an thelytokous parthenogenesis.



INTRODUGAO GERAL

Atualmente Orthoptera possui mais de 26000 espécies descritas
(Eades et al. 2015), e esta dividida em duas subordens: Caelifera, que
compreende os Acridomorpha, Tetrigoidea e Tridactyloidea (Eades et al. 2015);
e Ensifera, com os Tettigonioidea, Stenopelmatoidea, Schizodactyloidea,
Raphidophoroidea, Hagloidea e Grylloidea (Eades et al. 2015).

Grylloidea abrange os grilos verdadeiros e esta dividida em oito
familias: Eneopteridae, Gryllidae, Oecanthidae, Paragryllidae, Phalangopsidae,
Podoscirtidae, Pteroplistidae e Trigonidiidae (Desutter 1987, 1988; Desutter-
Grandcolas 1992). Esta superfamilia € considerada um taxon com grande
diversidade na regido Neotropical (Alexander 1968; Desutter 1990), além de
apresentar uma vasta distribuicdo, ocupando todos os biomas desde o nivel do
solo até o dossel das arvores (Desutter-Grandcolas 1992). Para a América do
Sul estdo descritas 1437 espécies de grilos, com aproximadamente 224
espécies validas para o Brasil (Eades et al. 2015).

Os individuos de Ectecous, assim como os demais Phalangopsidae,
sao encontrados em troncos de arvores e na serapilheira das florestas
(Desutter 1990). Gorochov (1996) relata a existéncia de uma estrutura
glandular no abdémen de E. segregatus, a qual esta provavelmente
relacionada com o comportamento de acasalamento. Apesar de ser uma
estrutura aparentemente importante para a reprodugao, ndo ha mencao a sua
existéncia nas demais espécies do género. Assim como para E. segregatus, ha
na literatura apenas uma mencéo a essas estruturas glandulares presentes em
diferentes regides do corpo de alguns Grylloidea. Desta forma, até o momento,
nao ha estudos morfolégicos dessas glandulas, sendo os registros baseados
apenas na descricdo da morfologia externa (Desutter 1987, 1988; Gorochov
1996, 2009, 2012; Lopes-Andrade & Sperber 2001; Prado & Fontanetti 2005;
Prado 2006; Vickery & Johnstone 1970, 1973).

Alguns estudos que utilizaram grilos como modelos ecoldgicos (Ribas
et al. 2005; Sperber et al. 2007; Szinwelski et al. 2013) capturaram individuos
de uma nova espécie morfoespeciada como pertencente a Ectecous, a qual,
provavelmente, € partenogenética. Em 2007 e 2013, na Mata da Biologia da
Universidade Federal de Vigosa, campus Vicosa, foram realizadas coletas

ativas de exemplares desta espécie, os quais foram mantidos em criacdo no
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laboratorio por um periodo total de 7 anos. Em todas as geragdes foram

observadas apenas fémeas, o que sugere a ocorréncia de partenogénese
telitoca. Neste sentido, estudos citolégicos podem fornecer dados adicionais
para caracterizar e reforcar, num futuro, a hipotese desta ser uma espécie
valida, além de contribuir para o conhecimento citogenético do género. Uma
vez que, ao contrario de outros géneros de Phalangopsidae (Cardoso et al.
1984; De Mello 1992a, 1994; Hewitt 1979; Mesa & Garcia-Novo 1997; Mesa &
Zefa 2004; Mesa et al. 1998, 1999; Zefa et al. 2010), Ectecous nao apresenta
dados de seu caridtipo e mecanismo de determinagao sexual.

O objetivo deste estudo foi descrever a morfologia da glandula
abdominal de Ectecous segregatus e descrever um novo género e espécie de

Neoaclini, além de reportar a ocorréncia de partenogénese em Grylloidea.



Capitulo |

Glandula tegumentar abdominal em Ectecous segregatus Gorochov, 1996
(Orthoptera: Grylloidea: Phalangopsidae): caracterizagdao morfolégica e
histoquimica

Introducgao

Os insetos tém como caracteristica geral a presenga de uma ampla
diversidade de glandulas exdcrinas distribuidas em diversas partes do corpo,
cujas secregdes assumem papéis importantes na defesa, alimentacgao,
comportamento e reproducdo. Nos ortopteréides € comum a presenga de
glandulas quase sempre relacionadas com o posicionamento da fémea sobre o
macho durante a copula, o qual é presumivelmente um comportamento
ancestral aos Pterygota (Alexander & Brown 1963).

A presenga de estruturas com aspecto glandular em Grylloidea
(Orthoptera: Ensifera) vem sendo relatada desde o trabalho de Hancock
(1905), que descreve uma glandula metanotal, presente apenas no macho,
como "uma fossa moderadamente profunda, situada no centro do metanoto".
Outros trés tipos de estruturas glandulares séo elencados por Otte (1992): (i)
glandulas tibiais presentes nos espordes da tibia posterior de alguns
Nemobiinae, (ii) glandulas tegminais localizadas na superficie exterior das
tégminas de Adenopterus Chopard, 1951 e Archenopterus Otte, 1987 (Otte et
al. 1987) e (iii) aquelas em toda a superficie exterior das tégminas glandulares.
No entanto, €& possivel acrescentar outros seis tipos de estruturas glandulares
observadas nos Grylloidea: (i) glandula tergal originada de modificagbes na
placa supra-anal (Bolfarini & De Mello 2012), (ii) apice da tégmina
apresentando face inferior glandular (Chopard 1956), (iii) cabega com
depressdes glandulares profundas associadas a grupos de cerdas (Gorochov
1996), (iv) tergitos abdominais morfologicamente diferenciados em gléandulas
(Gorochov 1996), (v) glandula anal (Walker & Masaki 1989) e (vi) glandula
epifalica (De Mello & Camargo e Mello 1996).

Dentre a diversidade de glandulas exocrinas em Grylloidea, Ectecous

segregatus Gorochov, 1996 é a unica espécie do género com a presenga de
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uma estrutura glandular tegumentar abdominal, a qual teve sua condi¢cdo

sugerida por Gorochov (1996) apenas com base na sua morfologia externa.
Suposig¢des sobre o carater glandular de estruturas externas em Grylloidea séo
comuns, pois tém sido tradicionalmente descritas sem o suporte de estudos
histologicos, histoquimicos, ultraestruturais ou mesmo a partir de inferéncias
baseadas em aspectos comportamentais. Neste sentido, o objetivo do presente
trabalho foi analisar a histologia, histoquimica e ultraestrutura dos tergitos
abdominais em machos de E. segregatus para avaliar a presenca de glandulas
abdominais dorsais, contribuindo para compreensdo da funcdo destas no

posicionamento da fémea durante a copula.

Material e Métodos

Coleta dos espécimes

Individuos de Ectecous segregatus foram coletados na Reserva
Biologica Augusto Ruschi (Rebio A. Ruschi) e na Estagcédo Biolégica de Santa
Lacia (EBSL), ambas situadas no municipio de Santa Teresa, Espirito Santo,
entre as coordenadas 19°45'S e 40°2770 e 19°57'S e 40°32'0O,
respectivamente.

Os grilos foram coletados manualmente com o auxilio de um pote de
plastico, armazenados em sacos plasticos, e transferidos para laboratério, onde

foram mantidos a 25 + 2 °C e 80 + 5% de umidade relativa.

Analise da porgéo apical do abdémen

A porc¢ao final do abdémen de machos de E. segregatus foi analisada
no microscopio eletrdbnico de varredura no Nucleo de Microscopia e
Microanalise da UFV.

Quatro espécimes que estavam previamente conservados em etanol
80% tiveram seu abddébmen cortado a partir do sexto tergito. Esta porgéo
extraida foi desidratada em série alcodlica crescente (80, 90, 95 e 100%),
transferida para hexametildisilazano (HMDS), seca ao ar, colada em um
suporte de aluminio com o auxilio de uma fita de carbono dupla face,
metalizada com ouro (20 nm) e analisada no microscopio eletrbnico de
varredura LEO VP1430.



Analise do tegumento abdominal

Os individuos mantidos em laboratério foram crioanestesiados a -4 °C,
dissecados em solugéo fisiolégica para insetos (0,1M NaCl, 0,1M NayPOy4, 0,1M
KH,PO4, pH = 7,6) para a remogao da porg¢ao final do abdémen a partir do
quinto tergito. O material foi transferido para solugéo fixadora de Zamboni por
24 horas, desidratado em série alcodlica (70, 80, 90, 95 e 100%) e incluido em
historesina JB-4. Seccbées de 3 ym de espessura foram coradas com
hematoxilina e eosina. Algumas secgbes foram submetidas a testes
histoquimicos de PAS + azul de Alcian para evidenciar polissacarideos e
glicoconjugados, mercurio bromofenol para evidenciar proteinas totais e
tetroxido de ésmio a 1% para caracterizagao de lipideos.

Os tergitos VI, VIl e VIII do abdémen de trés machos de E. segregatus
foram dissecados e transferidos para glutaraldeido 2,5% em tamp&o cacodilato
de sdédio 0,1M, pH 7,2 e sacarose 0,3M, por 24 horas. Na sequéncia, as
amostras foram lavadas em tamp&o cacodilato de sddio e pods-fixadas em
tetroxido de ésmio 1% no mesmo tampéao por duas horas. Apds a lavagem por
duas vezes no tampéao cacodilato, o material foi desidratado em série alcodlica
crescente (70, 80, 90 95 e 100%) e embebido em resina LR White. Secgbes de
90 nm de espessura foram contrastadas com citrato de chumbo e acetato de
uranila a 1% e observado no microscopio eletronico de transmissao Zeiss EM

109 no Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV.

Resultados

As analises em microscopia eletrénica de varredura mostraram que os
tergitos VI e VII apresentaram uma curvatura ausente nos demais segmentos,
além de serem mais robustos e projetados de forma que a membrana
intersegmentada ficasse exposta, permitindo o acumulo de substancia entre os
tergitos (Fig. 1). Analises em alta resolucdo mostraram que nesta regido do
abddbmen a superficie da cuticula é lisa, sem presenca de aberturas
glandulares ou poros cuticulares.

As analises histolégicas evidenciaram que os tergitos V e VI
apresentaram a epiderme formada por células achatadas (Fig. 2), enquanto
aquela dos tergitos modificados (VI e VII) mostrou a epiderme formada por

células colunares com citoplasma vacuolizado e nucleo basal com predominio
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de cromatina descondensada (Fig. 3). Por entre o apice das células colunares

ocorreram alguns nucleos pequenos de aspecto heterocromatico (Fig. 3). O
epitélio colunar nos tergitos VI e VII mostrou células com fraca reagao ao PAS
(Fig. 4) e alguns granulos reativos ao tetroxido de 6smio no citoplasma apical
(Fig. 5). Externamente a cuticula entre os tergitos VI e VIl ocorreu o acumulo
de um material amorfo que apresentou forte reagédo ao teste de PAS (Fig. 6) e
acumulo de granulos corados pelo tetréxido de ésmio (Fig. 7). Tanto as células
colunares quanto o material acumulado sobre a cuticula apresentaram fraca
reacgao ao teste de mercurio bromofenol para evidenciagédo de proteinas.

Os dados ultraestruturais mostraram que a superficie apical das células
epidérmicas colunares apresentou microvilosidades curtas (1-2 uym) com o
citoplasma rico em mitocéndrias e granulos eletrondensos (Fig. 8). O nucleo
apresentou predominio de cromatina descondensada (Figs. 8, 9) e o
citoplasma perinuclear e apical mostrou muitas inclusbes com aspecto
membranoso similares as figuras mielinicas (Figs. 9, 10). A regido basal das
células epidérmicas colunares apresentou invaginagbes da membrana
plasmatica curtas, porém formando canais alargados (Fig. 11).

Além das células epidérmicas colunares, foram encontradas préximas
a cuticula algumas células achatadas com nucleos achatados e citoplasma

contendo alguns granulos eletrondensos e mitocondrias (Fig. 12).



l > PR, 200 pm

Figura 1. Micrografia eletronica de varredura (MEV) do final do abdéme do
macho de Ectecous segregatus. Note que os tergitos VI e VIl sao mais

robustos que os demais e que ha acumulo de material entre ambos (seta).



Figuras 2 — 7. Cortes histolégicos da epiderme de Ectecous segregatus. 2:
Epitélio de um tergito comum; 3: Tergito modificado para produzir secregao; 4:
Teste histoquimico com PAS nas células epidérmicas; 5: Teste histoquimico
com tetréxido de 6smio nas células epidérmicas; 6: Teste histoquimico com
PAS na secrecao produzida pelas células epidérmicas; 7: Teste histoquimico
com tetréxido de 6smio na secrecao produzida pelas células epidérmicas.




2 pm

1 pm

Figuras 8 — 11. Micrografias eletrénicas de transmissao (MET) da regido
modificada do abdémen de Ectecous segregatus. 8: Regiao apical da célula; 9:
regido basal da célula; 10: Célula pavimentosa em meio as células colunares;
11: detalhe do citoplasma de uma célula colunar. Sc: Espacgo subcuticular; Gr:
Granulo eletrondenso; Mv: Microvilosidades; N: Nucleo; M: Figura mielinica; Mi:
Mitocdndria; In: Invaginagbes da membrana plasmatica; LB: Lamina basal; El:
Espaco intercelular.



Figura 12. Micrografia eletrbnica de transmissdo (MET) de uma célula
achatada. Note que o nucleo (N) é achatado. Gr: Granulo eletrondenso; Mi:
Mitocondria.

Discussao

Os resultados aqui obtidos confirmam que os tergitos VI e VIl de E.
segregatus correspondem as areas glandulares conforme sugerido por
Gorochov (1996), com a presenca de um epitélio secretor formado por células
do tipo | de acordo com a classificagdo de Noirot and Quennedey (1974; 1991).
Estas células secretoras do tipo | sdo caracterizadas por ndo apresentarem
canais secretores, sendo que o0s seus produtos difundem pelos poros
cuticulares (Noirot & Quennedey 1991; Hora et al. 2010).

A presencga e o formato de estruturas glandulares sdo apontados como
carateres taxondmicos para alguns Grylloidea (Gorochov 1996; Mews 2006;
Zefa et al. 2012), sendo utilizados, inclusive, em passos de chaves
taxondmicas (Desutter-Grandcolas 1995; Gorochov 1996; Bolfarini 2011).
Glandulas metanotais sdo as mais comuns em Grylloidea (Bolfarini 2011).

Mews (2006) ja ressaltou a importancia de se observar a presencga de estrutura
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glandular no metanoto de falangopsideos. Prado & Fontanetti (2005) também

destacaram a relevancia de se aprofundar os estudos morfologicos das
glandulas metanotais, além de reconhecerem que essas Sa0 espécie-
especificas para Eidmanacris. Glandula metanotal esta presente na maioria
das espécies descritas e nao descritas de Eidmanacris (Mews 2006), mesmo
quando as tégminas sdo reduzidas ou ausentes. Para outros taxons, essas
estruturas raramente ocorrem em machos que apresentam tégminas reduzidas
ou ausentes (Chopard 1956). Além de Eidmanacris, ha relatos da presenca
dessas estruturas glandulares em varios géneros de Grylloidea (veja De Mello
(1992b), Valchica; Prado & Fontanetti (2005), Eidmanacris; Desutter (1993),
Amphiacusta, Nemoricantor, Longuripes, Prolonguripes; Zefa et al. (2012),
Oecanthus; Lopes-Andrade & Sperber (2001), Vanzoliniella). Desutter (1995),
na definicdo dos caracteres filogenéticos, aponta a presenga de glandula
metanotal em Acantholuzarida, Amphiacusta, Endecous, Homoeogryllus,
Kempiola, Lerneca, Longuripes, Luzarida, Luzaridella, Meloinmorpha,
Nemoricantor, Noctivox, Palpigera, Prolonguripes e Prosthacusta. Nesse
trabalho, Desutter ainda apresenta a hipétese de que a evolugcdo de estruturas
relacionadas ao comportamento acustico e de coépula, como o aparato
estridulatério e glandulas, € complexa e provavelmente resultou de diversos
fatores.

O produto das células glandulares, em E. segregatus, acumula-se nas
membranas intersegmentares dos tergitos VI-VIl e VII-VII. E rico em
carboidratos e lipidios, como mostram os testes histoquimicos e a presenca de
inclusdes similares as figuras mielinicas no citoplasma das células glandulares.
A presenca destas inclusbes citoplasmaticas € comumente observada em
células do tipo | envolvidas no metabolismo e secre¢cdo de substancias de
origem lipidica (Hora et al. 2010; Martins & Serrao 2011; Santos et al. 2015). A
presenca desta secregao rica em alimentos energéticos pode ser vista como
um presente nupcial dos machos de E. segregatus. Em alguns ortopteros, o
macho desenvolveu presentes nupciais glandulares para distrair a fémea,
aumentando o tempo de coépula (Gwynne 2008; De Mello & Reis 1994;
Boldyrev 1928). Prado (2006) demonstrou a importancia deste fenbmeno para
Eidmanacris corumbatai Garcia-Novo (Phalangopsidae), pois quando o macho
levantava sua tégmina e expunha sua glandula metanotal, a fémea ficava

receptiva, mordiscando esta regido durante o periodo de copula. Walker &
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Gurney (1967) evidenciaram a importdncia da glandula durante o

comportamento de copula de espécies de Oecanthus, mostrando que a fémea
se alimenta do exudado glandular antes, durante e depois da cépula.

Para E. segregatus, foi observado em laboratério, durante a corte, a
fémea com os palpos sobre essa estrutura glandular no abdémen do macho,
provavelmente se alimentando de sua secrecdo (dados nao registrados).
Portanto, pode ser sugerido que a oferta de substancia energética produzida
pelas glandulas nos tergitos VI e VIl ocasione um incremento no sucesso da
copula com consequente transferéncia de espermatdforo, uma vez que a
presenca de glandulas cuticulares dorsais esta relacionada ao habito das
fémeas montarem sobre os machos e mordiscarem a regido glandular durante
a copula (veja Alexander & Brown 1963; Gwynne 1983, 1997; Walker & Gurney
1967).

Em concluséo, este é o primeiro estudo que mostra a ocorréncia de
células glandulares liberando secreg¢do energética na superficie do corpo de
Grylloidea e que aborda caracteristicas histoquimicas e celulares dessas
estruturas. De modo geral, este trabalho fornece evidéncia para estudos futuros
que objetivem comprovar, até entdo sugeridas em descricdes anatdbmicas, a

existéncia de glandulas de espécies de Orthoptera.
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Capitulo Il

Novo género de Neoaclini (Orthoptera: Grylloidea: Phalangopsidae:

Phalangopsinae) e primeiro registro de partenogénese em Grylloidea
Introducgao

A tribo Neoaclini foi descrita por Desutter (1988) como pertencente a
uma nova familia chamada Neoaclidae. Posteriormente, Desutter-Grandcolas
(1991; 1992) remetendo aos resultados de Desutter (1990: veja, pags 21 e 51),
invalidou Neoaclidae e reposicionou Neoaclini, juntamente com
Strogulomorphini em Phalangopsinae, subfamilia de Phalangopsidae.
Gorochov (1995, apud Gorochov 2007) concordava com a proposta de
Desutter (1991, 1992), mas, posteriormente, Gorochov (2007) considerou que
as espécies de Neoaclini deveriam ser incluidas na tribo Paragryllini também
pertencente a Phalangopsinae. Neste momento Neoaclini ja ndo mais existia,
porém, continuando a série de modificagdes na classificagdo, Gorochov (2011)
criou a subtribo Neoaclina com base na modificagdo do status da familia
Neoaclidae Desutter,1988. Assim, os géneros que pertenciam a Neoaclini e
que foram transferidos para Paragryllini, passaram a constituir esta nova
subtribo. Apesar das inumeras modificagbes propostas por Gorochov (2007;
2009; 2011; 2014) envolvendo a classificagdo da tribo, bem como seus
géneros, Neoaclini sera considera como tribo de Phalangposinae, seguindo a
classificacdo adotada por Desutter-Grandcolas (2014).

Atualmente, Neoaclini € constituida dos seguintes géneros: Aclella
Desutter-Grandcolas, 2000; Kevanacla Desutter-Grandcolas, 1992; Neoacla
Desutter-Grandcolas, 1988; Superacla Gorochov, 2009; Yoyuteris Ruiz-Baliu &
Otte, 1997 e Ectecous Saussure, 1878.

Mesmo sendo uma das familias mais representativas na regiao
neotropical, Phalangopsidae apresenta um baixo volume de informagdes sobre
o caridtipo de suas espécies (Zefa et al. 2010). Atualmente estdo disponiveis
informagdes sobre 23 espécies e seis géneros (Aracamby de Mello, 1993;
Eidmanacris Chopard, 1956; Strinatia Chopard, 1970; Adelosgryllus Mesa &
Zefa, 2004; Endecous, Saussure, 1878 e Seychellesia Bolivar, 1912).

A ocorréncia de partenogénese obrigatoria € incomum nos insetos em

geral (Chapman 2013) e considerada rara nos Orthoptera, com uma frequéncia
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de 0.04% (Normark 2014). Apenas partenogénese do tipo telitoca (producéo de

fémeas) foi registrada em Orthoptera, tendo tanto espécies com partenogénse
obrigatéria, como populagdes telitocas de espécies que tem reproducgéo
sexuada (Hoy 2008). Ha relatos de espécies partenogenéticas em
Eumastacoidea (e.g. Warramaba virgo Key, 1963), Tettigonioidea (e.g. Saga
pedo Pallas, 1771 e Poecilimon (Poecilimon) intermedius Fieber, 1853),
Mogoplistoidea (eg. Myrmecophila (Myrmecophila) acervorum Panzer, 1799),
Tetrigoidea (e.g. Tetrix undulata Sowerby, 1806) e Rhaphidophoroidea (e.g.
Troglophilus neglectus Krauss, 1879), mas nenhum registro em espécies de
Grylloidea.

Alguns estudos desenvolvidos em fragmentos de Mata Atlantica na
regido de Vigosa, estado de Minas Gerais ja haviam coletado apenas fémeas
de uma espécie nao descrita de grilos da tribo Neoaclini, morfoespeciada como
pertencente a Ectecous (e.g. Sperber 1999; Sperber et al. 2007; Szinwelski et
al. 2013). Neste trabalho € descrito um novo género e espécie de Neoaclini
com base em exemplares provenientes da Mata da Biologia, Vigosa, Minas
Gerais. Juntamente com a descricdo da espécie, também € apresentado o seu
cariotipo.

Material e Métodos

Areas de estudo e coleta dos grilos

Os espécimes utilizados na descrigao foram provenientes da Mata da
Biologia, um fragmento situado na area do campus da Universidade Federal de
Vicosa, cidade de Vicosa, estado de Minas Gerais, entre as coordenadas
20°45’'S e 42°51°0. Adicionalmente foram coletados espécimes no Parque
Nacional do Caparad, cidade de Alto Caparad, estado de Minas Gerais, entre
as coordenadas 20°25'S e 41°50'0O; e na Estagao Biolégica de Santa Lucia
(EBSL), cidade de Santa Teresa, estado do Espirito Santo, entre as
coordenadas 19°57'S e 40°32'0

Os grilos foram coletados com o auxilio de um pote de plastico e
armazenados em sacos plasticos. Alguns individuos foram crioanestesiados e
transferidos para etanol 80%, enquanto outros foram mantidos vivos em sala

de criagdo.
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Criagéo de grilos

A fim de observar a ocorréncia de descendentes destes grilos da tribo
Neoaclini, duas populagdes coletadas na "Mata da Biologia" foram mantidas
por dois periodos, sendo 2007-2010 e 2013-2015. Também mantivemos uma
populacdo coletada no "PARNA Caparad" por um periodo de um ano (2014-
2015) e outra proveniente na "EBSL" por dois anos (2013-2015). Em ambas
populagdes os grilos foram mantidos em potes de plastico (30x15x15¢cm) com
metade da tampa retirada e substituida por tecido organza para possibilitar a
ventilagdo. Como alimentagéo foi oferecida ragao para peixe de aquario (Alcon
COLOURS®). Agua e sitios de oviposi¢do foram oferecidos por meio de um
chumacgo de algodao umedecido, inserido dentro de uma tampa de garrafa pet.
A temperatura, umidade e fotoperiodo da sala de criagcdo foram controlados
(£25°C, £80%, 12:12h). Ninfas e adultos permaneceram no mesmo pote onde

foi realizada a sexagem de toda a prole.

Estudo taxonémico

Quatro individuos foram dissecados e os ovos completamente
formados foram removidos dos ovidutos laterais, desidratados em série
crescente de etanol (80%, 90%, 95%, 100%), transferidos para
hexametildisilazano (HMDS) e secos ao ar. Na sequéncia, os ovos foram
colados em suporte de aluminio, metalizados com ouro (20 nm) e observados
no microscopio eletrébnico de varredura LEO VP 1430 do Nucleo de
Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa.

Um individuo adulto e quatro ninfas foram dissecados para remocao
dos cecos gastricos, os quais foram mantidos por duas horas em solu¢ao de
colchicina a 0,05%. A seguir as amostras foram transferidas para agua por 15
minutos e fixadas em solugado Carnoy | (3:1, acido acético: metanol) por duas
horas (Webb et al., 1978). Entdo, os cecos gastricos foram transferidos para
laminas histologicas, corados com Giemsa e analisadas em microscopio de luz.
Algumas amostras foram submetidas a impregnacédo com Nitrato de Prata
(AgNO3) de acordo com Howell & Black (1980) a fim de se localizar a regido
organizadora de nucléolo. A nomenclatura utilizada para definir a morfologia
dos cromossomos foi a proposta por Levan et al., (1964).

As descricdes da papila copulatéria e da morfologia externa foram

realizadas com o auxilio de um estereomicroscépio Leica MZ16. Fotografias do
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alétipo (?), da papila copulatéria e do aparelho reprodutor foram realizadas

com as estruturas e espécimes imersos em alcool 75%. As imagens obtidas em
diferentes planos focais através do estereomicroscopio Zeiss V20 equipado
com digital camera MRc, foram combinadas através do modulo de foco
extendido do software Zeiss Axiovision 4.8, resultando em uma unica imagem.
O mapa de ocorréncia foi elaborado no software Diva-Gis 7.5.

Os seguintes simbolos foram utilizados para abreviar as mensuragoes:
CC — comprimento do corpo, medida do fastigio até a borda da placa supranal;
DI — menor distancia inter-ocular; CP — comprimento do pronoto ao longo da
linha mediano-dorsal; LP — maior largura do pronoto, dorsalmente mensurada;
CF — maior comprimento do fémur posterior, mensurado pela face externa; CT
— maior comprimento da tibia posterior, mensurado pela face externa; CO —
comprimento do ovopositor, mensurado lateralmente, de sua extremidade
esclerosada, logo acima da placa subgenital até o seu apice. Também foram
calculadas as seguintes razdes: LP/CP - maior largura com o comprimento do
pronoto; CC/CO - comprimento do corpo com comprimento do ovopositor.

O Alétipo e dois paratipos serédo depositados no Museu de Zoologia da
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil (MZUSP). Os demais paratipos
serdo depositados na Colecdo de Orthoptera do Laboratério de Orthoptera,
afiliado ao Museu Regional de Entomologia da Universidade Federal de Vigosa
— UFVB.

Resultados

Ubiquepuella Fernandes n. gen.

"Ectecous sp. A" em Sperber 1999
"Ectecous" em Sperber et al. 2007
"Ectecous sp.1" em Szinwelski et al. 2013

"Ectecous sp.1" em Szinwelski 2013: capitulo 4

Espécie tipo. Ubiquepuella telytokous Fernandes n. sp.

Etimologia. O nome Ubiquepuella é uma jungédo das palavras em latim

“‘ubique” (em toda parte, em todo lugar) e “puella” (menina, moga), uma vez que
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a espécie tipo € normalmente encontrada em abundéancia nos seus locais de

distribuicao e possui apenas individuos do sexo feminino.

Diagnose. Cabeca, em vista frontal, com formato triangular (Fig. 8);
vértice e fastigio separados por um sulco transversal formando um acentuado
degrau (Fig. 6); pronoto transverso, com margens anterior e posterior retas
(Figs. 1, 5); tibia posterior com sete esporbes dorsais, sendo quatro externos e
trés internos (Fig. 10); ovispositor ndo serrilhado (Fig. 15); papila copulatéria
achatada dorso-ventralmente, apresentando esclerotizagdo nas bordas laterais
(Fig. 4a,b,c); area esclerotizada da papila copulatéria mais longa do que larga,

com superficie interna concava e apice mais estreito que a base (Fig. 4a,b,c).

Descrigao. Tamanho médio. Cabeca tao larga quanto o pronoto, com
formato triangular, quando em vista frontal (Figs. 1, 5, 8); sulco transversal de
ligacao entre vértice e fastigio formando um degrau entre as ambas as partes
(Fig. 6); fastigio mais largo do que longo com borda distal sub-reta, vista dorsal
(Figs. 1, 5); occipicio e vértex cobertos por cerdas finas e curtas de coloragéo
marrom escuro; faixa com longas cerdas semieretas cobrindo a regi&o central
do fastigio; olhos negros e proeminentes (Figs. 5, 6); trés ocelos com tamanhos
semelhantes (Fig. 8); palpo maxilar com quarto palpémero maior que o primeiro
e segundo, porém menor que o terceiro e quinto (Fig. 7); ultimo palpémero com
apice arredondado. Pronoto transverso, coberto por cerdas finas e curtas de
coloragdo marrom escuro; margens anterior e posterior com fileira de longas
cerdas semieretas (Figs. 1, 5, 6); lobos laterais com margem infero-anterior
formando angulo de aproximadamente 90 graus e margem infero-posterior com
angulo maior que 90 graus (Fig. 7); tégmina n&o ultrapassando o terceiro
tergito, sem nervuras especializadas (Figs. 1, 2); asas posteriores ausentes;
tibia do primeiro par de pernas apresentando apenas um timpano na face
interna, com dois espordes apicais ventrais; tibia do segundo par de pernas
com trés espordes apicais ventrais; tibia do terceiro par de pernas com sete
espordes dorsais, sendo quatro internos e trés externos (Fig. 10), duas fileiras
de espinhos na face dorsal, trés espordes apicais internos e externos, sendo
que o mais inferior € o maior da face interna e o mediano é o mais longo da
face externa; basitarso com duas fileiras de espinhos na face dorsal (Fig. 11).

Abdbébmen com varias manchas em tons de marrom e amarelo (Fig. 1).
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Ovipositor achatado lateralmente, apice levemente pontuado, mas sem cristas

ou dentes (Fig. 15). Sistema reprodutor seguindo o padrdo geral de insetos
com dois ovarios conectados ao oviduto comum onde se abre o ducto da
espermateca (Fig. 14); papila copulatoria achatada dorso-ventralmente, com
esclerotizagdo nas bordas laterais e superficie interna céncava (Fig. 4a,b,c);

espermateca membranosa (Fig. 3).

Ubiquepuella telytokous Fernandes n. sp.

Etimologia. O epiteto especifico € uma combinagéao arbitraria de letras
incorporando a palavra do grego “telytokos” em referéncia ao tipo de
partenogénese com producdo de descendentes fémeas apresentado pela
especie.

Diagnose. Esta espécie pode ser reconhecida pela combinagdo das
seguintes caracteristicas: (i) tégminas nao atingindo o terceiro esternito
abdominal (Fig. 1); (ii) tégminas apresentando area dorsal amarelo claro com
mancha marrom escura e campo lateral marrom escuro (Fig. 2); (iii) placa
supra-anal com borda posterior reta (Fig.12); (iv) papila copulatoria com bordas
laterais esclerotizadas, mais longas do que largas e com base mais larga que o
apice (Fig. 4a,b,c).

Descrigao. Holdtipo, fémea. Medidas (mm): CC 14.56; DI 1.35; CP
2.22; LP 3.09; CF 7.98; CT 6.66; CO 8.17.

Cabecga. Formato triangular, quando em vista frontal (Fig. 8); tdo larga
quanto o pronoto (Figs. 1, 5); fastigio mais largo do que longo com borda distal
sub-reta, vista dorsal (Figs. 1, 5); sulco transversal de ligacado entre vértice e
fastigio formando um degrau entre as ambas as partes (Fig. 6); occipicio e
vértex cobertos por cerdas finas e curtas de coloracdo marrom escuro; faixa
com longas cerdas semieretas cobrindo a regido central do fastigio; coloragéo
geral amarelo escuro, apresentando manchas marrom escuro no apice e duas
listras marrom claro entre os olhos e o clipeo (Fig. 8); olhos negros e
proeminentes (Figs. 5, 6), trés ocelos presentes, ocelo central circundado por
mancha marrom escuro, ocelos laterais parcialmente circundados por uma
mancha marrom escuro (Fig. 8); escapo antenal amarelo escuro com duas
listras irregulares de coloragdo marrom escuro (Fig. 5); antenbmeros marrom

escuro; gena amarelo escuro com mancha posterior marrom escuro (Figs. 6,
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7); clipeo marrom escuro em sua porgao superior e marrom claro nas porgdes

média e inferior (Fig. 8); labro esbranquicado com porg¢ao central superior
marrom escuro (Fig. 8); mandibulas variando de amarelo escuro a marrom
escuro; palpos maxilares e labiais marrom claro com manchas amarelo claro e
apices arredondados (Figs. 7, 8); ultimo palpémero com apice esbranquigcado
(Figs. 7, 8); palpo maxilar com quarto palpdmero maior que o primeiro e
segundo, porém menor que o terceiro e quinto (Fig. 7).

Térax. Disco do pronoto mais largo que longo, coberto por cerdas finas
e curtas de coloragdo marrom escuro (Figs. 1, 5); fileira de longas cerdas
marrom escuro semieretas nas bordas anterior e posterior; lobos laterais com
margem infero-anterior formando angulo de aproximadamente 90 graus e
margem infero-posterior com angulo maior que 90 graus (Fig. 7); lobo lateral de
coloragédo negra com listra que se estende da margem infero-posterior para o
centro do lobo dorsal (Fig. 6); quatro manchas negras no disco dorsal, préximo
a linha mediana, na regido médio-posterior (Fig. 5). Tégmina nao ultrapassando
o terceiro tergito (Fig. 2); campo dorsal amarelo claro com mancha marrom
escuro e seis veias longitudinais conectadas ao apice por veias transversais;
campo lateral marrom escuro, com duas veias longitudinais (Fig. 2). Asas
posteriores ausentes. Prosterno com regido central esbranquigada e margens
anterior e posterior amarelo claro, mesoesterno variando de marrom escuro na
margem anterior para amarelo claro na margem posterior, e metaesterno
marrom claro. Pernas anteriores e medianas com padréo similar (Figs. 1, 7):
coxa e trocanter amarelo claro com manchas marrom claro; fémur amarelo
escuro, com algumas manchas marrom claro; cerdas negras associadas a
manchas glabras e claras; tibia anterior com timpano mais longo do que largo
na face interna, além de dois espordes apicais ventrais; tibia mediana com trés
espordes apicais ventrais; tibia anterior e mediana marrom escuro com dois
anéis amarelo claro e cerdas semelhantes ao fémur; basitarso variando de
amarelo claro para marrom claro, segundo tarsdmero amarelo claro e terceiro
tarsbmero amarelo escuro. Pernas posteriores com fémur amarelo escuro
adornado com listras marrom claro nas superficies dorsal e exterior, presenca
de cerdas negras associadas a manchas glabras e claras nas porgdes dorsal e
ventral (Fig. 9); tibia posterior (Figs. 1, 10) marrom escuro com trés aneéis
amarelo claro, sete espordes dorsais, sendo trés internos e quatro externos,

duas fileiras de espinhos na face dorsal, trés espordes apicais de cada lado,
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dos quais 0 mais inferior € o maior da face interna, enquanto o mediano € o

mais longo da face externa; basitarso variando de amarelo claro para marrom
claro, com duas fileiras de espinhos na face dorsal (Fig. 11), segundo
tarsémero amarelo claro e terceiro tarsbmero amarelo escuro.

Abdémen. Porcdes laterais dos tergitos marrom escuro (Fig. 1); tergito
| amarelo escuro com duas manchas triangulares préximas a linha mediana;
tergito Il amarelo escuro com duas manchas difusas na linha mediana; tergitos
[lI-VI amarelo claro com uma mancha na linha mediana; tergitos VIl e VI
amarelo claro; tergitos IX e X marrom claro com duas manchas na linha
mediana. Placa supranal (Fig. 12) mais larga que longa, borda posterior reta e
coloragdo amarelo claro com quatro manchas marrom claro no centro. Cercos
variando de amarelo claro para marrom claro (Fig. 1). Esternitos abdominais
uniformemente amarelo claro. Placa subgenital (Fig. 13) amarelo claro com
porcado central translucida. Ovipositor achatado lateralmente, apice levemente
pontuado, mas sem cristas ou dentes, coloracdo amarelo escuro com porgao
distal marrom claro (Fig. 15).

Sistema reprodutor. Padrdo geral dos insetos, com dois ovarios
abrindo-se nos ovidutos laterais que se conectam ao oviduto comum onde se
abre o ducto da espermateca (Fig. 14); espermateca membranosa (Fig. 3);
papila copulatéria achatada dorso-ventralmente, apresentando esclerotizacao
nas bordas laterais, area esclerotizada mais longa do que larga, com superficie
interna cdncava e base mais larga que o apice (Fig. 4a,b,c).

Ovos. Coloragao amarelo claro, alongados (Fig. 15), com extremidades
arredondadas, sendo uma lisa e a outra com pequenas profusdes coridnicas
(Fig. 16). A regiao micropilar ndo foi identificada. Comprimento médio 2.05 mm
(n=4).

Cariologia. 2n = 18 (Fig. 18). Quarto, quinto e nono pares
cromossémicos submetacéntricos; os demais metacéntricos. E impossivel fazer
inferéncia sobre 0 mecanismo de determinacdo sexual, pois 0 macho desta
especie € desconhecido. O sexto par cromossémico apresenta heteromorfismo
acentuado e esta associado a regido organizadora de nucléolo (Figs. 19, 20).

Mensuragdées (mm). Fémeas (n=11, incluindo o alétipo). CC: 14.54-
16.89 (15.44 + 0.82); DI: 1.16-1.59 (1.39 £ 0.13); CP: 1.97-2.31 (2.15 £ 0.13);
LP: 2.93-3.28 (3.11 + 0.12); CF: 7.46-9.64 (8.58 £ 0.75); CT: 6.25-7.84 (7.23
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0.65); CO: 6.96-9.71 (8.52 + 0.86). Razbes: LP/CP: 1.35-1.66 (1.45 + 0.09) e

CC/CO: 1.69-2.13 (1.82 £ 0.14).

Ocorréncia (Fig. 21). Cidades de Vigosa e Alto Caparad, ambas no
estado de Minas Gerais; cidade de Santa Teresa no estado do Espirito Santo.

Material examinado. Al6tipo (fémea) - "Etiquetado": Brasil, Minas
Gerais, Vigosa, Mata da Biologia, 02.X1.2013, 20°45'31.64"S - 42°51'49.57"W,
F.M. Jesus leg (licenca permanente n° 10387-1). Paratipos: 9 fémeas -
"Etiquetadas": Brasil, Minas Gerais, Vigosa, Mata da Biologia, 02.X1.2013,
Jesus, F. M., leg (licenga permanente n° 10387-1); uma fémea — Brasil, Minas
Gerais, Vigosa, Mata da Biologia, 25.111.2007, Pereira, M. R. & Sperber, C. F.,
leg., Projeto Sazonalidade, ponto 1, armadilha 3. Outros espécimes: 4 fémeas -
Brasil, Minas Gerais, Alto Caparad, Parque Nacional do Caparad, 10.11.2014,
Jesus, F. M., leg (autorizagdo Sisbio n° 42040-1); 3 fémeas - Brasil, Espirito
Santo, Santa Teresa, Reserva Bioldgica de Santa Lucia (EBSL), 20.VI.2013, T.
G. Kloss., leg.
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Figuras 1 - 5. Ubiquepuella telytokous Fernandes n. sp. 1: habito do alétipo; 2:
asa direita, vista dorsal, 3: espermateca; 4: papila copulatoria (4a: vista ventral,
4b: vista dorsal e 4c: vista lateral); 5: detalhe da cabega e pronoto, vista dorsal.
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Figuras 6 - 17. Ubiquepuella telytokous Fernandes n. sp. 6: detalhe da cabecga,
vista supero-lateral (seta indicando sulco de ligagao entre vértice e fastigio); 7:
detalhe da cabeca e pronoto, vista lateral; 8: detalhe da cabeca, vista frontal; 9:
fémur posterior; 10: tibia posterior, vista dorsal; 11: tarsémeros da tibia
posterior (seta indicando fileira de espinhos no barsitarso); 12: placa supranal;
13: placa subgenital; 14: aparelho reprodutor de um paratipo (O: ovario, E.s.:
espermateca, O.L.: oviduto lateral, Ovi: Ovipositor); 15: ovipositor, vista lateral;
16 e 17: micrografias eletrbnicas de varredura de ovos.



Figuras 18 - 20. Ubiquepuella telytokous Fernandes n. sp. 18: cromossomos

mitéticos 2n = 18; 19: metafase marcada com AgNOj; (setas); 20: metafase

correspondente da marcagdo com AgNOs; (setas).
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Ocorréncia de Ubiquepuella telytokous Fernandes n. sp. O i .
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Figura 21. Mapa de ocorréncia de Ubiquepuella telytokous Fernandes n. sp.
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Discussao

A descrigao de novos taxons de grilos tendo apenas a fémea como tipo
€ complexa, pois a maioria das espécies e géneros € primariamente
determinada por caracteristicas intrinsecas aos machos. No entanto, para
diversas espécies ha somente informacdes sobre as fémeas, como: Laranda
rogenhoferi Saussure, 1878; Adelosgryllus phaeocephalus Gorochov, 2011;
Neoacla reticulata Chopard, 1956; Phalangopsina bolivari Desutter-Grandcolas,
2012 e P. dubia Bolivar, 1899.

A decisao de posicionar Ubiquepuella n. gen., na tribo Neoaclini se deu
pela presenca de algumas caracteristicas diagndsticas elencadas por Desutter-
Grandcolas (1992), como: tibia posterior com quatro espordes dorsais externos
e trés internos, sendo o primeiro espordo apical interno néo regredido; duas
fileiras de espinhos dorsais no primeiro basitarso da perna posterior € um unico
timpano na face interna da tibia anterior. Apesar de sé conhecermos uma
espécie, acreditamos que Ubiquepuella n. gen. apresente espécies com
ocorréncia de machos. A analise da morfologia do complexo falico dos machos
podera reforgar o posicionamento deste género na tribo Neoaclini, bem como
fornecer mais caracteres diagnosticos para o grupo.

O numero de cromossomos de U. telytokous n. sp. pode ser
considerado intermediario, pois 0 numero de cromossomos observado em
Phalangopsidae varia de 2n=11 a 2n=21 (Zefa et al., 2010). No entanto, pouco
se sabe sobre a cariologia das espécies desta familia, pois os grupos
citogeneticamente estudados ainda sé&o poucos, tendo em vista que € uma das
familias de grilos mais representativas para a regido neotropical (Zefa et al.,
2010). E possivel inferir que o cariétipo de U. telytokous n. sp. ndo seja uma
plesiomorfia, uma vez que cariotipos ancestrais em Orthoptera séao
caracterizados por apresentarem um elevado numero de cromossomos
acrocéntricos, enquanto espécies mais recentes possuem menos
cromossomos metacéntricos (Mesa & Ferreira, 1984).

Ubiquepuella telytokous n. sp. representa o primeiro registro de
partenogenia em espécies de Grylloidea. No entanto, este numero pode ser
maior, pois nesta superfamilia ndo ha muitos caracteres diagnésticos utilizados
em fémeas. Desta forma, muitos taxons podem nao ter sido descritos devido a

inexisténcia de coletas de individuos machos, o que n&o suporta a hipétese de
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ocorréncia de partenogenia, mas também ndo exclui a possibilidade de

inexisténcia de machos.

Embora a ocorréncia de reprodugédo exclusivamente partenogenética
seja um fendmeno raro em Orthoptera (Normark, 2014), é possivel inferir que
U. telytokous n. sp. apresenta este sistema, uma vez que durante
aproximadamente dez geragdes de laboratério (populagbes "Mata da Biologia")
nunca foi observada a presenga de machos, -caracterizando uma
partenogénese telitoca. Além disso, ha outras duas populagdes ("PARNA
Caparad" e "EBSL" coletadas em remanescentes de Mata Atlantica
geograficamente isolados (Fig. 21), nas quais foi possivel registrar pelo menos
duas geragbes exclusivamente telitocas. Esta inferéncia se baseia no fato de
que fémeas telitocas mantém populacbes sem a ocorréncia de machos,
enquanto fémeas deuter6tocas e arrendtocas mantém populacdes
parcialmente partenogenéticas, pois 0s machos continuam ocorrendo
(Kirkendall & Normark, 2003).

Nao é possivel fazer inferéncia sobre o mecanismo de partenogenia
existente em U. telytokous n. sp., uma vez que a analise cariolégica so foi
conduzida com ceélulas somaticas. Por outro lado, a ocorréncia desta
partenogenia parece seguir um dos padroes ecoldgicos elencados por
Kirkendall & Normark (2003), em que a partenogenia parece estar associada
com a condi¢do braquiptera ou aptera, a qual ocasiona uma baixa capacidade
de dispersao da espécie.
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CONCLUSOES GERAIS

A sugestado da existéncia de uma estrutura glandular no abdémen do
macho de E. segregatus foi confirmada através de analises histologicas. O
epitélio glandular dessa regido € formado por células secretoras do tipo |, as
quais liberam uma substéncia rica em carboidratos e lipidios. Provavelmente a
oferta dessa substancia altamente energética durante a corte aumenta o
sucesso da copula. Este € o primeiro estudo que demonstra caracteristicas
morfologicas e histoquimicas de células glandulares em Grylloidea.

Uma espécie de grilos tradicionalmente morfoespeciada como
pertencente a Ectecous foi descrita como Ubiquepuella telytokous n. sp.,
assim, um novo género, Ubiquepuella n. gen., também foi descrito. Esta nova
espécie de Phalangopsidae, teve sua diagnose baseada em caracteres da
morfologia externa e do sistema reprodutor feminino. Dados adicionais também
foram apresentados como: morfologia externa dos ovos, caracterizagéao
mitdtica e mapa de ocorréncia. Este trabalho também representa o primeiro

registro de partenogenia em Grylloidea.
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