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RESUMO

SILVA, Shaiene Maria da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2022.
Morfologia do sistema reprodutor masculino e dos espermatozoides de duas
espécies de Membracidae (Hemiptera: Auchenorrhyncha). Orientador: José Lino
Neto. Coorientadora: Camila Folly Baptista.

Dados da morfologia do sistema reprodutor e dos espermatozoides tém sido utilizados
como fonte de caracteres para estudos taxonémicos e analises filogenéticas em
inumeros taxons auxiliando em questdes da biologia reprodutiva e sistematica. Porém,
em Membracidae, conhecidos popularmente como soldadinhos, esses estudos ainda
sdo escassos. Desse modo, realizamos a descricdo da morfologia do sistema
reprodutor masculino e dos espermatozoides de duas espécies de Membracidae,
Campylenchia latipes (Membracini) e Calloconophora argentipennis (Aconophorini).
Machos adultos foram dissecados e seus sistemas reprodutores processados sob
técnicas de microscopia de luz. O sistema reprodutor masculino nas duas espécies
segue um padréo geral observado em outros Auchenorrhyncha, contudo, diferem no
namero dos foliculos testiculares, formato das vesiculas seminais e posicdo das
glandulas acessorias. Cam. latipes, tem oito foliculos testiculares em cada testiculo,
vesiculas seminais fusiformes e emparelhadas na base e glandulas acessérias que
se abrem na porcao posterior das vesiculas seminais. J& Cal. argentipennis, tem 14
foliculos testiculares em cada testiculo, vesiculas seminais ovais separadas e as
glandulas acessorias se conectam a uma por¢ao curta dos ductos deferentes péds-
vesiculares. Em Cam. latipes, todos os espermatozoides nas vesiculas seminais
estavam em feixes, 0s quais se associavam ao epitélio vesicular pela regido das
cabecas espermaticas. Para essa espécie, foi descrita a formacdo dos ductos
ejaculatérios laterais e ducto ejaculatério comum. Nas duas espécies, a histologia
indica que o modo de liberacao das secrecdes das células epiteliais para o lumen, nas
diferentes por¢cdes das glandulas acessorias, ocorre por mais de um tipo de via. Os
espermatozoides de Cam. latipes e Cal. argentipennis mediram 226 um e 102 um de
comprimento, respectivamente. A porgéo final flagelar se ramifica em filamentos, os
quais mediram 77 um em Cam. latipes e 1,9 um em Cal. argentipennis, caracteristica
encontrada até agora em Cicadellidae e Membracidae. Com base nessas
consideragdes, a caracterizacao morfolégica do sistema reprodutor masculino e dos



espermatozoides das espécies deste estudo podem contribuir para o conhecimento
da biologia reprodutiva e a sistematica da familia, bem como para os

Auchenorrhyncha em geral.

Palavras-chave: Caracterizagao morfolégica. Membracideos. Microscopia.



ABSTRACT

SILVA, Shaiene Maria da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2022.
Morphology of the male reproductive system and sperm of two species of
Membracidae (Hemiptera: Auchenorrhyncha). Adviser: José Lino Neto. Co-adviser:
Camila Folly Baptista.

Morphology data on the reproductive system and sperm have been used as a source
of characters for taxonomic studies and phylogenetic analyzes in several taxa,
supporting in reproductive and systematic biology issues. However, in Membracidae,
popularly known as treehoppers or thorn bugs, these studies are still scarce. Thus, we
performed a description of the morphology on the male reproductive system and sperm
of two species of Membracidae, Campylenchia Ilatipes (Membracini) and
Calloconophora argentipennis (Aconophorini). Adult males were dissected and their
reproductive systems treated under light microscopy. The male reproductive system in
both species follows a general pattern observed in other Auchenorrhyncha, however,
they differ in number of testicular follicles, shape of the seminal vesicles and the
position of the accessory glands. Cam. latipes, has eight testicular follicles, fusiform
and paired with the seminal vesicles at the base and accessory glands that open in the
posterior region of the seminal vesicles. Already Cal. argentipennis, has 14 testicular
follicles, separated oval seminal vesicles and accessory glands connected to a short
region of the post-vesicular “vas deferens”. In Cam. latipes, all spermatozoa in the
seminal vesicles were in bundles, which were associated with the vesicular epithelium
by the sperm heads region. For this species, the formation of lateral ejaculatory ducts
and common ejaculatory duct was described. In both species, histology indicates that
the release of secretions mode from epithelial cells to the lumen, in different parts of
the accessory glands, occurs by more than one pathway type. The sperm of Cam.
latipes and Cal. argentipennis measured 226 um and 102 um in length, respectively.
The final flagellar portion branches into filaments, which measured 77 um in Cam.
latipes and 1.9 um in Cal. argentipennis, a characteristic found so far in Cicadellidae
and Membracidae. Based on those considerations, the morphological characterization
of the male reproductive system and sperm of the above-mentioned species in this
study may contribute to the knowledge of reproductive biology and systematics of the
family, as well as to Auchenorrhyncha.



Keywords: Morphological characterization. Treehoppers. Microscopy.
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1. INTRODUCAO
1.1. Ordem Hemiptera

Os Hemiptera sédo os Unicos insetos hemimetabolos dentre as cinco maiores
ordens de insetos (Hodkinson e Parnell, 2007; Rafael et al., 2012). Sao reconhecidas
mais de 97.000 espécies (Li et al., 2017; Bartlett et al., 2018), cuja distribuicdo global
pode ser atribuida a algumas adaptacées como: especialidade do aparelho bucal e
estratégias reprodutivas que os propiciaram a explorac¢ao de diversos habitats e fontes
de alimentos (Gillott, 2005; Rafael et al., 2012; Li et al., 2017; Munhoz et al., 2020).
Além disso, os hemipteros variam em tamanho, formato do corpo, ciclo de vida e
habitos alimentares (Gillott, 2005; Rafael et al., 2012). Eles sao classificados em
quatro subordens: Sternorrhyncha, Coleorryncha, Auchenorrhyncha e Heteroptera
(Cryan e Urban, 2012; Rafael et al., 2012).

1.2. Subordem Auchenorrhyncha

Os Auchenorrhyncha sdo a segunda subordem mais representativa de
Hemiptera, com mais de 43.000 espécies descritas (Bartlett et al., 2018). Dentre seus
representantes estdo os hemipteros popularmente conhecidos como cigarras,
cigarrinhas e soldadinhos (Mao et al., 2017). Eles s&o terrestres, predominantemente
fitéfagos e abundantes na regido tropical (Rafael et al., 2012, Vitale et al., 2015; Li et
al., 2017). Os Auchenorrhyncha sdo um grupo bastante diverso e com importancia
econOmica, visto que muitas espécies sdo consideradas pragas agricolas que, aléem
de causarem danos diretos as plantas das quais se alimentam, sao vetores de
patdgenos causando doencgas graves as plantacdes (Dietrich, 2005; Cryan e Urban,
2012; Vitale et al., 2015, 2016; Zhang et al., 2016). Esta subordem esta dividida em
duas infraordens: Fulgoromorpha — com 21 familias em apenas uma superfamilia,
Fulgoroidea, e Cicadomorpha — com 12 familias distribuidas nas superfamilias
Cercopoidea, Cicadoidea e Membracoidea — (Cryan e Urban, 2012; Song et al., 2017;
Bartlett et al., 2018).

As relagdes filogenéticas de Auchenorrhyncha néo sao claras e ainda existem
discussodes a respeito do monofiletismo do grupo. Alguns estudos com base em dados

moleculares e morfolégicos tém proposto que essa subordem constitui um grupo
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natural (p.ex., Cryan e Urban, 2012), enquanto outros suportam sua parafilia,
apontando uma relagdo proxima entre Fulgoromorpha com Heteroptera e
Cicadormorpha com Sternorrhyncha (Hamilton, 1981; Goodchild, 1996).

Dentro dessa subordem, os Cicadomorpha apresentam aproximadamente
35.000 espécies descritas distribuidas nas 12 familias, cinco destas em Cercopoidea
(Cercopidae, Aphrophoridae, Clastopteridae, Machaerotidae e Epipygidae), duas em
Cicadoidea (Cicadidae e Tettigarctidae) e cinco em Membracoidea (Cicadellidae,
Membracidae, Aetalionidae, Melizoderidae e Myerslopiidae) (Cryan, 2005; Dietrich,
2005; Cryan e Urban, 2012; Song et al., 2017).

Os Membracoidea apresentam aproximadamente 3.000 géneros e 25.000
espécies descritas (Cryan, 2005; Bartlett et al., 2018). Eles sdo a superfamilia mais
estudada, principalmente em termos de taxonomia e comportamento (Rafael et al.,
2012). Se alimentam de fluidos vegetais, a partir do xilema, floema ou mesodfilo,
através do aparelho bucal perfurante e sugador, diferente de Cercopoidea e
Cicadoidea, que se alimentam preferencialmente da seiva do xilema. Além disso,
podem exibir comportamento de cuidado maternal e interacbes mutualisticas com
formigas (Dietrich et al., 2017).

A relacdo de Membracoidea como grupo-irmao de Cicadoidea + Cercopoidea
dentro de Cicadomorpha é bem apoiada por dados moleculares (Cryan, 2005; Cryan
e Urban, 2012; Dietrich et al., 2017; Song et al., 2017) e morfolégicos (Dmitriev, 2010).
Porém, as relagbes filogenéticas dentro de Membracoidea ndo estdo bem
estabelecidas, ha estudos sugerindo que Myerslopiidae é irma dos demais
Membracoidea e que Cicadellidae ¢é parafiletico em relacdo Aetalionidae,
Melizoderidae e Membracidae (Dietrich et al. 2001b; Cryan, 2005; Dietrich et al.,
2017). Apoiando essa parafilia, Song et al. (2017), utilizando dados moleculares,
exibiram um cladograma no qual Cicadellidae forma dois ramos separados por
Membracidae e Aetalionidae.

1.3. Membracidae

Membracidae é a segunda maior familia de Membracoidea, atras apenas de
Cicadellidae (Dietrich et al., 2001a, 2017). Ela apresenta cerca de 441 géneros e 3.500
espécies descritas, distribuidas em nove subfamilias: Centronodinae Deitz, 1975;
Centrotinae Amyot e Serville, 1843; Darninae Amyot e Serville, 1843; Endoiastinae



11

Deitz e Dietrich, 1993; Heteronotinae Goding, 1926; Membracinae Rafinesque, 1815;
Nicomiinae Haupt, 1929; Smiliinae Stal, 1866 e Stegaspidinae Haupt, 1929 (Deitz e
Wallace, 2010; Credo-Duarte et al., 2012; Bartlett et al., 2018; Lin et al., 2019).

Os membracideos sao insetos de pequeno porte, com até 1cm de
comprimento (Lin et al., 2019), conhecidos popularmente como soldadinhos (Rafael
et al., 2012), e que exibem caracteristicas morfoldgicas peculiares, tanto em ninfas
quanto em adultos (Dietrich, 2001b). Os adultos geralmente possuem um pronoto bem
desenvolvido e projetado, na maioria dos géneros, sobre o dorso do corpo, assumindo
uma variedade de formas e coloracao (Wood 1993; Credo-Duarte et al., 2017; Peruzzo
et al., 2017; Bartlett et al., 2018). Esse carater morfolégico € o mais importante para
diferenciacdo da familia (Dietrich et al., 2017). Além dessas caracteristicas, eles
apresentam ampla diversidade comportamentos sociais variando de individuos
solitarios, gregarios e subsociais, com cuidado maternal dos ovos e das ninfas e com
interacdes mutualisticas com himendpteros. Dentre essas interagdes, destaca-se as
com formigas, em que estas se alimentam de honeydew — substancia agucarada
excretada pelos membracideos — e, em troca, fornecem protecdo contra predacao
(Wood, 1993; Lin, 2006; Peruzzo et al., 2017; Lin et al., 2019). Além disso, podem se
comunicar por vibragdo do substrato, para atragdo de parceiros sexuais, alerta de
predadores ou para recrutamento para um novo local de alimentacdo (Cocroft e
Rodriguez, 2005; Bartlett et al., 2018). Outra peculiaridade que pode ser observada
em ninfas e adultos de Membracidae € a coloracao aposematica (presente em taxons
subsociais e agregacionais) ou criptica (nos solitarios) (Lin, 2006).

Os membracideos sao considerados um grupo indicador para o
monitoramento da biodiversidade e uso sustentavel dos ecossistemas devido as
relacbes mutualisticas com outros insetos e por possuirem certo grau de
especificidade sobre as plantas que os hospedam, totalizando uma interacdo com
mais de 100 familias botanicas (Brown Jr., 1997; Deitz e Wallace, 2010).

A taxonomia dos Membracidae é bem estudada e sua monofilia & suportada
com base em dados morfolégicos das ninfas, genitalia dos machos e da venagéo alar
(Dietrich et al., 2001a) e através de dados moleculares (Cryan et al., 2000).

Membracinae é a terceira maior subfamilia de membracideos, composta por
cinco tribos (Aconophorini Goding, 1892, Hoplophorionini Goding, 1926, Hypsoprorini
Haupt, 1929; Membracini Rafinesque, 1815; Talipedini Deitz, 1975),
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aproximadamente 38 géneros e 523 espécies descritas (Lin, 2006; Bartlett et al.,
2018). Tem distribuicao predominantemente Neotropical (Lin et al., 2004, 2006).

A tribo Membracini (Membracidae: Membracinae) é composta de espécies
solitarias (Bartlett et al., 2018), subsociais, gregarias (Lin, 2006; Flérez-V et al., 2015).
Apresenta 17 géneros e aproximadamente 200 espécies descritas (Sakakibara e
Evangelista, 2010), dentre elas, Campylenchia latipes Stal, 1869. Adultos do género
apresentam coloracéo que variam de marrom claro a escuro ou preto (Lin, 2006), com
pronoto em forma de chifre de apice levemente pontiagudo e as ninfas de branco a
castanho claro (ultimos instares) com especializagbes que se assemelham a espinhos
no dorso do corpo (observagao pessoal em Camp. latipes). As fémeas depositam suas
massas de ovos em caules de plantas herbaceas e as cobrem com uma secrecao
semelhante a cera e exibem cuidado maternal dos ovos (Bartlett, et al., 2018), além
de apresentarem interacées com formigas.

A tribo Aconophorini (Membracidae: Membracinae) abriga os géneros
Aconophora, Guayaquila e Calloconophora, neste ultimo Calloconophora
argentipennis Dietrich, 1991 esta incluida. Apresenta espécies consideradas
subsociais, com cuidado maternal de ovos e ninfas, e as ninfas permanecem
agregadas por periodos variados de tempo. Os ovos sao depositados na superficie
da planta e cobertos por secrecao semelhante a cera (Wood, 1993; Lin, 2006; Fl6rez-
V et al.,, 2015; Bartlett et al.,, 2018). Algumas espécies exibem mutualismo com
himendpteros (Flérez-V et al., 2015). As ninfas apresentam coloracdo apostematica
vermelha e preta, com listras longitudinais brancas (Lin, 2006). A espécie citada acima
apresenta projecdes que se assemelham a espinhos no dorso do corpo e pronoto com
projecao de aspecto peculiar, enquanto os adultos s&o de tonalidade castanho escuro
e pronoto em forma de chifre de apice arredondado (observagao pessoal). Além do
Brasil, ha registros de Calloconophora na Argentina, Colémbia, Costa Rica, Equador,
El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicaradgua, Panama, Paraguai, Suriname
e Venezuela (Florez-V et al., 2015).

1.4. Sistema Reprodutor Masculino e espermatozoides em Auchenorrhyncha
Nos insetos em geral, o sistema reprodutor € formado por um par de

testiculos, um par de ductos deferentes, um par de vesiculas seminais, um ou mais

pares de glandulas acessoérias e um ducto ejaculatério (Chapman, 2013). No entanto,
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entre os taxons podem ocorrer variagbes no tamanho, posicdo, forma e numero
dessas estruturas, além de caracteristicas da espermatogénese e o numero de
espermatozoides por cisto (Chapman, 2013; Vitale et al. 2015; Zhang et al., 2016).

Os espermatozoides sao células altamente especializadas e bastante
diversificadas (Jamieson et al., 1999) que, em insetos, podem variar tanto na
organizagao ultraestrutural quanto no tamanho e formato, sendo geralmente longos e
filiformes (Phillips, 1970). Por essas diferengas, e pelo fato de sua morfologia ser
pouco susceptivel a variacbes ambientais, os espermatozoides podem ser
considerados espécie especifico (Phillips, 1974). Em insetos, os espermatozoides sao
constituidos por uma regido anterior, na qual, usualmente é possivel diferenciar o
acrossomo e nucleo; além de uma regiao flagelar contendo em geral 0 axonema, dois
derivados mitocondriais e dois corpos acessorios. Entre essas duas regides é
possivel, para a maioria dos insetos, observar um material denso chamado de adjunto
do centriolo (Dallai et al., 2016). Em algumas espécies de Membracoidea,
especificamente nas familias Cicadellidae e Membracidae, tem sido observado que
0s espermatozoides exibem uma caracteristica Unica, a existéncia de ramos na
extremidade posterior do flagelo, conhecidos como filamentos do flagelo (Phillips,
1969; Vitale et al., 2016; Barcellos et al., 2018).

Dados morfoldgicos do sistema reprodutor e dos espermatozoides tem sido
utilizados como fonte de caracteres para analises taxonémicas e filogenéticas, em
inimeros grupos animais, incluindo em insetos, auxiliando em questdes da biologia
reprodutiva e sistematica dos grupos (Tsai e Perrier 1996; Jamieson et al., 1999; Lino-
Neto e Dolder, 2001; Dallai, 2014; Dallai et al., 2016).

Na subordem Auchenorrhyncha, a maior parte dos estudos sobre a morfologia
dos espermatozoides foram feitos nas familias Cicadellidae (Cruz-Landim e Kitajima,
1972; Zhang e Dai, 2012; Su et al., 2014; Vitale et al., 2016; Barcellos et al., 2018),
Aetalionidae (Araujo et al., 2010), Cicadidae (Kubo-Irie et al., 2003; Chawaniji et al.,
2005, 2006 e 2007; Cui e Wei, 2018), Cercopidae (Hodgson et al., 2016) e Ricaniidae
(Jiang e Quin, 2018; Jiang et al., 2019). Enquanto os estudos sobre a morfologia do
sistema reprodutor masculino na subordem sao mais escassos, concentrados em
algumas familias, por exemplo, Cicadellidae (Gil-Fernandez e Black, 1965;
Bednarczyk, 1993; Tsai e Perrier, 1996; Hayashi e Kamimura, 2002; Vitale et al., 2015;
Zhang et al., 2016), Aetalionidae (Araujo et al., 2020) e Achilidae (D’Urso et al., 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar dos trabalhos que abordam filogenia e taxonomia em Membracidae,
estudos sobre a morfologia do sistema reprodutor masculino e dos espermatozoides
sao escassos ou incompletos. Deste modo, este é o primeiro estudo mais detalhado
sobre a caracterizagdo morfolégica do sistema reprodutor masculino e dos
espermatozoides neste taxon. Tais estudos fornecem dados, que poderao contribuir
para o conhecimento da biologia reprodutiva, dos estudos sobre espermatozoides,

bem como para sistematica da familia e de Auchenorrhyncha como um todo.

3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € descrever a morfologia do sistema reprodutor
masculino e a estrutura dos espermatozoides de duas espécies de Membracidae,
Campylenchia latipes (Membracini) e Calloconophora argentipennis (Aconophorini).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Insetos

Machos adultos de Campylenchia latipes foram obtidos em plantas da familia
Magnoliacea, e Calloconophora argentipennis em Anacardiaceae, ambas coletadas
no campus da Universidade Federal de Vigosa, no municipio de Vigosa (20° 45’ 17”
S, 42° 52’ 57” O), Minas Gerais, Brasil, no periodo entre 2019 e 2021.

4.2. Microscopia de Luz

Para a descricdo da morfologia do sistema reprodutor masculino (SRM) das
duas espécies, cinco machos (dois de Cam. latipes e trés de Cal. argentipennis) foram
dissecados em tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2 (PBS) e fixados por 24 h em
glutaraldeido 2,5% no mesmo tampao. Em seguida, os SRM foram lavados por 1 h,
também em PBS, pés-fixados em tetréxido de 6smio a 1% por 1 h, lavados novamente
e desidratados em série crescente de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%). Por fim,

foram infiltrados e os 6rgdos emblocados separadamente em historesina (Leica
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Historesin). Cortes semifinos de 0,5 a 1,0 um foram obtidos com um micrétomo
automatico Leica RM 2255 com navalhas de vidro. Estes cortes foram montados em
laminas histolégicas, corados com solucao filtrada de Giemsa 1:15 em agua destilada
por 30 minutos.

Para as medidas totais dos espermatozoides e de suas respectivas regides,
as vesiculas seminais de trés dos cinco individuos (um de Cam. latipes e dois de Cal.
argentipennis), dissecados foram imediatamente transferidas para laminas
histolégicas onde os espermatozoides foram espalhados e fixados com solugéo de
paraformaldeido 4%, no tampéao fosfato, por 15 min. Em seguida, as laminas foram
lavadas em agua corrente, agua destilada e secas a temperatura ambiente e, entao,
coradas com Giemsa por 15 min, lavadas novamente em agua corrente e secas a
temperatura ambiente. Para medir o comprimento dos nucleos, algumas laminas
foram coradas com DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole a 0,2 pg/ml em PBS) por 30
minutos, lavadas em agua corrente e montadas com laminulas usando sacarose a
50%.

As imagens dos sistemas reprodutores e espermatozoides foram obtidas em
um microscopio Olympus BX-60 com uma cémera digital Q-Color3 acoplada. As
laminas coradas com DAPI foram examinadas com o mesmo microscépio, equipado
com filtro excitagdo BP 360-370 nm. As imagens histologicas do SRM foram
capturadas com a objetiva de 40x ou 100x e montadas em imagens panoramicas
usando o comando Photomerge do software Adobe Photoshop. As analises
morfométricas foram obtidas através do software Image-J (http://rsbweb.nih.gov/ij/) a

partir de 30 espermatozoides para cada espécie.

5. RESULTADOS

5.1. Anatomia do Sistema Reprodutor Masculino

Em Campylenchia latipes o sistema reprodutor masculino consiste de um par
de testiculos, dois ductos deferentes que se dilatam formando as respectivas
vesiculas seminais, um par de glandulas acessoérias, dois ductos ejaculatorios laterais
que desembocam em um ducto ejaculatério comum (Fig. 1A). Os testiculos sao
simétricos, formados cada um por oito foliculos testiculares elipsoides
individualizados. Os ductos eferentes, na base de cada foliculo, se conectam a uma
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por¢ao mais anterior do respectivo ducto deferente. Estes sao, anteriormente, longos
e delgados, mas logo se dilatam, formando vesiculas seminais fusiformes e
emparelhadas na base, onde os espermatozoides ficam armazenados até a cépula.
As glandulas acessorias sao tubulares: anteriormente, sinuosas e calibrosas, com
uma porcao mediana mais delgada e linear e, posteriormente, se tornam levemente
dilatadas (Fig. 1A). Elas se conectam a regido posterior das vesiculas seminais,
formando os ductos ejaculatérios laterais que, em seguida, desembocam de ambos
os lados em uma regiao discretamente alargada do ducto ejaculatério comum, seguido
pelo edeago.

Em Calloconophora argentipennis, o sistema reprodutor masculino consiste
de um par de testiculos, dois ductos deferentes (pré-vesiculares e pos-vesiculares),
um par de vesiculas seminais, um par de glandulas acessérias, dois ductos
ejaculatdrios laterais, um bulbo ejaculatério (Fig. 1B). Cada testiculo é formado por 14
foliculos elipsoides individualizados, opacos e amarelados. Os ductos deferentes pré-
vesiculares sao estreitos e curtos, as vesiculas seminais sido ovais e densas,
totalmente separadas uma da outra. As glandulas acessorias sao estruturas tubulares
longas, anteriormente sinuosas e levemente dilatada, com uma por¢do mediana
calibrosa e, posteriormente, se torna levemente dilatada e linear. Elas se conectam a
uma porgcdo curta dos ductos deferentes poés-vesiculares, formando os ductos
ejaculatorios laterais. Esses, desembocam em um bulbo ejaculatério (Fig. 1B),
seguido pelo ducto ejaculatério comum e, entdo, o edeago.
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Figura 1 — Desenhos esquematicos dos sistemas reprodutores masculinos de

Campylenchia latipes (A) e Calloconophora argentipennis (B). Testiculos (t), ductos
deferentes (dd), vesiculas seminais (vs), glandulas acessérias (ga), ductos
ejaculatérios laterais (del), ducto ejaculatério comum (dec), bulbo ejaculatério (be).

Barra: A, B = 0,5 mm. Desenho esquematico: Camila Folly Baptista.

5.2. Histologia do Sistema Reprodutor Masculino

5.2.1. Campylenchia latipes

Cada foliculo testicular é preenchido de cistos com células germinativas em
diferentes estagios da espermatogénese (Fig. 2A). A organizacao dos cistos se da de
forma sequencial do 4pice para a base do foliculo, de modo que os cistos em estagios
iniciais de diferenciacdo, zona de crescimento (c1), se encontram na porcéo apical do
foliculo, e aqueles em estagios mais avangados de diferenciagdo, zona de maturagao
e reducéo (c2) e zona de transformacao (c3), se encontram mais proximo da regiao
basal do foliculo (Fig. 2A). Durante a espermiogénese, as espermatides estdo
orientadas nos cistos com as cabecas voltadas para regidao do epitélio folicular a
medida que se alongam e reduzem seu citoplasma. Durante esse processo, ocorre 0
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deslocamento dos cistos ao longo do foliculo em diregéo ao ducto eferente e, ao final,
0s cistos se rompem e 0s espermatozoides sdo liberados ainda em feixes. Em
seguida, sdo armazenados nas vesiculas seminais até a cépula. Os ductos deferentes
sdo constituidos por um epitélio simples cubico, suas células possuem nucleos
esféricos com regides de heterocromatina e no citoplasma vesiculas irregulares e
claras. Seu lumen é preenchido por espermatozoides agrupados em pequenos feixes
(Fig. 2B).

As vesiculas seminais também sao formadas por apenas uma camada de
células epiteliais cubicas com nucleos esféricos e com por¢des de heterocromatina e,
no citoplasma, presenca de vesiculas secretoras (Fig. 2C). Uma membrana basal
separa o epitélio de uma bainha conjuntiva, que circunda individualmente as duas
vesiculas emparelhadas (Fig. 2C). Os espermatozoides sdo encontrados em
pequenos feixes, com as cabecas inseridas no epitélio vesicular (Fig. 2C e C’).

As glandulas acessérias possuem epitélio simples, formado por células
colunares (Fig. 2D e E). Na porgéo anterior das glandulas (Fig. 2D), as células sao
altas com nucleos volumosos, basais € com cromatina descondensada. Nessas
células é possivel observar muitos granulos e vesiculas secretoras de diferentes
tamanhos preenchendo quase todo o citoplasma. Na regido apical celular é possivel
observar o acumulo de secrecdo a ser liberada para o lumen (Fig. 2D). Na por¢ao
posterior das glandulas acessorias (Fig. 2E), as células epiteliais possuem nucleos
volumosos e com porgdes heterocromaticas. A regido apical das células varia de
levemente arredondado a irregular, e no citoplasma é possivel observar granulos e
vesiculas secretoras de diferentes tamanhos. No lumen é possivel observar dois tipos
de secrecdes: uma homogénea e clara com aspecto semelhante aquela das vesiculas
nas células epiteliais, e outra com formato bem definido, que parece ser liberada junto
com porgdes da regido apical das células epiteliais (Fig. 2E).

Na regido posterior da vesicula, em corte transversal, é possivel identificar
quatro estruturas (ver Fig. 3A): as duas externas correspondem aos ductos das
glandulas acessorias, e as duas internas as vesiculas seminais. Os ductos das
glandulas acessoérias correm em paralelo com a porgdo posterior das vesiculas
seminais até se juntarem (Fig. 3A-C). Nessa regido, cortes transversais mostram dois
tubulos, cada um formado pela juncado dos ductos de uma glandula acessoéria e de
uma vesicula seminal, formando assim os ductos ejaculatérios laterais (Fig. 3D e E)
que recebem secrecdes das duas estruturas. Esses dois ductos ejaculatérios juntos
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sao envoltos por uma espessa camada muscular (Fig. 3D). Possuem epitélio simples
colunar com nucleos volumosos, além de poucas vesiculas secretoras em seu
citoplasma. Em seguida, os ductos ejaculatérios laterais diminuem de diametro e a
camada muscular se espessa, entdao eles desembocam lateralmente na porcao

anterior do ducto ejaculatério comum, o qual possui um epitélio colunar com ndcleos

volumosos e basais (Fig. 3E-G).
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Figura 2 — Histologia do sistema reprodutor masculino de Campylenchia latipes. A-
Foliculo testicular totalmente preenchido por cistos nas diferentes fases da
espermatogénese (c1, c2 e c3) e ducto eferente (de). B- Detalhe do ducto deferente
mostrando que os espermatozoides estao em feixe (sp). C- Vesiculas seminais (vs)
preenchidas por espermatozoides em feixes. Membrana basal (seta); bainha
conjuntiva (bc); glandulas acesérias (ga). C’- Detalhe da vesicula seminal mostrando
um feixe de espermatozoides com os nucleos (n) inseridos no epitélio (ep). D- Porcao
anterior da glandula acesséria mostrando muitos granulos e vesiculas secretoras no
citoplasma das células epiteliais. Na regido apical celular € possivel observar o
acumulo de secregdo a ser liberada para o lumen (circulo pontilhado branco). E-
Porcéao posterior da glandula acesséria mostrando dois tipos de secregdes ( * e circulo
pontilhado preto) no lumen (L). Barras: A, C =100 ym; B, C’ =20 ym, D, E = 50 ym.
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Figura 3 — Formagéao dos ductos ejaculatérios laterais e comum em Campylenchia
latipes. A- Corte transversal da regiao posterior das vesiculas seminais evidenciando
quatro estruturas, duas externas referentes aos ductos das glandulas acessérias (ga)
e duas internas, as vesiculas seminais (vs). B e C- Fusao dos ductos das glandulas
acessorias (ga) e das vesiculas seminais (vs). Bainha conjuntiva (seta). D- Corte
transversal dos ductos ejaculatorios laterais (del) em nivel mais posterior quando os
mesmos ja estao envoltos por uma espessa camada muscular (cm). E- Inicio da fusao
dos ductos ejaculatérios laterais (del) ao ducto ejaculatério comum (dec) e F- Ductos
ejaculatérios laterais (del) desembocando no ducto ejaculatério comum (dec). G-

Ducto ejaculatério comum. Barras: 50 ym.

5.2.2. Calloconophora argentipennis

Os foliculos séao preenchidos por cistos nas diferentes fases da
espermatogénese e, dentro dos cistos, 0s nucleos das espermatides em alongamento
estdo orientados para a periferia do foliculo (Fig. 4A). A distribuicdo dos cistos é
bastante ordenada, de modo que aqueles nas fases iniciais da espermatogénese sao
encontrados no apice e os mais adiantados estao na base dos foliculos (Fig. 4A).

Os ductos deferentes pré-vesiculares sao constituidos por epitélio simples,
formado por células colunares com nucleos bem volumosos e cromatina
descondensada e, no citoplasma, estdo presentes vesiculas secretoras (Fig. 4B). No
limen s&o observados feixes de espermatozoides (Fig. 4B). As vesiculas seminais
possuem epitélio simples com células pavimentosas de nucleos achatados (Fig. 4C e
C’) e sao circundadas por uma bainha conjuntiva. No lumen os espermatozoides estao
em feixes, alguns dos quais se associam ao epitélio pela regido de cabeca dos
espermatozoides.

As glandulas acessérias possuem epitélio simples, formado por células
colunares (Fig. 4D e E). Sua porcao anterior exibe células bem mais altas de, pelo
menos, dois tipos. Os nucleos sdo mais alongados com cromatina descondensada e,
no citoplasma, ha pequenas vesiculas secretoras. Vesiculas secretoras também
foram observadas no IlUmen, além de muitas células epiteliais com sinais de
degeneracao (Fig. 4D). Na porcao mediana, o epitélio se apoia em uma membrana
basal envolta por uma camada muscular espessa (Fig. 4E). Nessa regiao, as células
epiteliais sdo altas, com apice mais arredondado projetando-se para o lumen estreito,
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com secregcao de aspecto granuloso. Os nucleos volumosos estdo em posicao
mediana a basal e apresentam cromatina descondensada. No citoplasma, séo
observados granulos e poucas vesiculas secretoras.

O bulbo ejaculatério € envolvido por uma camada muscular e por um epitélio
simples formado por células colunares de nucleo com cromatina descondensada e,
no citoplasma, vesiculas claras, principalmente na regido apical. O lumen é
preenchido por espermatozoides em feixe geralmente associados ao epitélio (Fig. 4F).
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Figura 4 — Histologia do sistema reprodutor masculino de Calloconophora
argentipennis. A- Corte longitudinal de um foliculo testicular exibindo cistos em
diferentes estagios da espermatogénese (c1, c2 e c3). B- Ducto deferente pré-
vesicular mostrando um feixe de espermatozoides (sp). C- Vesicula seminal
preenchida por espermatozoides. C’- Detalhe do epitélio vesicular (ep) composto por
células pavimentosas. Bainha conjuntiva (bc). D- Porgao anterior de uma glandula
acessoria com presenca de células epiteliais no lumen aparentando degeneracao (*).
E- Por¢do mediana da glandula acesséria exibindo epitélio colunar (ep), membrana
basal (seta), camada muscular espessa (cm) e limen com secregdo de aspecto
granuloso (*). F- Bulbo ejaculatério envolvido por uma camada muscular (cm) e epitélio
colunar (ep). Observe o lumen preenchido por espermatozoides em feixes, muitos dos
quais associados ao epitélio (cabeca da seta). Barras: A, C-E, G=100 um; B, C' =20

um.

5.3. Estrutura e Morfometria dos espermatozoides

Os espermatozoides nas vesiculas seminais de ambas espécies formam
feixes unidos pela regido das cabecas por uma matriz extracelular amorfa, formando
espermatodesmata. Nestas células duas regides sdo facilmente distinguiveis: a regido
da cabeca, na qual também é possivel reconhecer o acrossomo e o ndcleo, e a regiao
flagelar, que se ramifica em sua porcao final em quatro ou, menos comum, cinco
filamentos (Fig. 5A e B). Em Cam. latipes, os espermatozoides mediram 226,4 um de
comprimento. O nucleo também ¢é delgado e longo, com 20,4 um, e afila
gradativamente, a partir de aproximadamente a sua metade, para a ponta anterior,
onde se insere o acrossomo que tem por volta de 3,4 um de comprimento. A
extremidade posterior também ¢é afilada, mas é lateralmente e bem mais curta (Fig.
5A’). O comprimento total do flagelo é 202,7 um e sua porgéo final ramificada 77,4 um
(Fig. 5A). Os espermatozoides de Cal. argentipennis sdo menores do que aqueles da
espécie anterior, com comprimento total de 102,9 um, dos quais 1,3 um
corresponderam ao acrossomo e 13,5 um ao nucleo (Fig. 5B’). Este diferencia daquele
da espécie anterior também pelo formato, pois seu didmetro praticamente constante

ao longo de todo ele, afilando apenas nas extremidades (Fig. 5B’). O comprimento
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total do flagelo é de 87,6 um, estreitando-se em sua porcao final e ramificando-se em
filamentos de apenas 1,9 um (Fig. 5B).

(&) \a (A
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Figura 5 — Espermatozoides de Campylenchia latipes (A) e de Calloconophora
argentipennis (B) corados com Giemsa. Acrossomo (a), nucleo (n), flagelo (f) e
ramificacado flagelar (rf). A’ e B’- Nucleos dos espermatozoides das respectivas
espécies corado com DAPI. Barras: A, B =20 ym; A’, B’ =10 uym.

6. DISCUSSAO

Anatomicamente, os sistemas reprodutores masculinos de Cam. latipes e Cal.
argentipennis seguem uma organiza¢cao morfolégica geral como observada em outros
Auchenorrhynchas. S&o formados por dois de testiculos, dois ductos deferentes, duas
vesiculas seminais, duas glandulas acessorias, dois ductos ejaculatérios laterais que
desembocam em um ducto ejaculatério comum (Gil-Fernandez e Black, 1965; Ammair,
1985; Tsai e Perrier, 1996; Hayashi e Kamimura 2002; Vitale et al. 2015; Zhang et al.,
2016). Porém com algumas variagbes, especialmente em relagdo ao tamanho, nu-
mero e forma dos foliculos testiculares, das vesiculas seminais e glandulas acessoérias
(Gil-Fernandez e Black, 1965; Vitale et al. 2015; Zhang et al., 2016).

O numero de foliculos testiculares nas espécies Cam. latipes (8) e Cal. argen-
tipennis (14) esta entre o observado em outros representantes de Cicadomorpha, que
varia de trés em Cicadella specta (Membracoidea: Cicadellidae) a 17 em Clovia puncta
(Cercopoidea: Aphrophoridae) (Ammar, 1985, Vitale et al., 2015). Deve-se ressaltar
que o numero de foliculos é geralmente constante no grupo (ver Golub et al., 2014) e
essas variagdes encontradas, ndo somente em Auchenorrhyncha, mas também em
Sternorrhyncha, (Vitale et al., 2011; Vitale et al., 2015). Tem sido proposto que essa
redugao corre por fusdo dos foliculos e, além disso, essa redugédo poderia estar rela-
cionada com a simplificacdo das estruturas corporais (Vitale et al., 2015).

Nos insetos em geral, a espermatogénese ocorre dentro de cistos delimitados
por células cisticas e, no mesmo cisto, as células germinativas se encontram na
mesma fase da espermatogénese (Phillips, 1974; Jamieson et al. 1999; Klowden
2013; Dallai 2014). Os foliculos testiculares das duas espécies aqui estudadas mos-
traram-se completamente preenchidos por cistos em diferentes fases da espermato-
génese, indicando a produgéo continua de espermatozoides ao longo de toda a vida
adulta, caracteristica comum daqueles insetos que tem vida adulta longa e que copu-
lam durante esta fase, tipico para a maioria dos hemipteros (Moreira et al., 2008; Ara-
Ujo et al., 2020; Rezende et al., 2021). Durante toda a espermatogénese, ocorrem



27

sucessivas divisées mitoticas, seguidas por duas divisées meibticas e esse numero
de divisdes por cisto é geralmente espécie especifico (Phillips 1974; Chapman, 2013;
Klowden 2013).

Quanto as vesiculas seminais, em Cam. latipes sao fusiformes, situadas na
porcao posterior dos ductos deferentes e emparelhadas na base. Ja em Cal. argenti-
pennis, elas sdo ovais, situadas na regido mediana dos ductos deferentes e comple-
tamente separadas uma da outra. Em Cicadella viridis (Cicadellinae) as vesiculas se-
minais sao cilindricas e emparelhadas, em Kolla paulula (Cicadellinae), emparelhadas
formato balao (Zhang et al., 2016), em Balclutha brevis (Deltocephalinae), levemente
elipsoide e anatomicamente independentes (Vitale et al., 2015) e Aethalion reticula-
tum, sédo ovais (Araujo et al., 2020), mostrando o quanto € variavel a morfologia em
Cicadomorpha.

Em Cam. latipes, os feixes de espermatozoides estavam comumente associ-
ados pelas cabecas ao epitélio vesicular. No entanto em Cal. argentipennis, essa
caracteristica foi observada de forma esporadica. Nessa espécie, a vesicula se en-
contrava dilatada, com epitélio fino e limen repleto de feixes de espermatozoides.
Novais (2017) observou a associagao, pelas cabecas, de praticamente todos os es-
permatozoides, porém de forma individualizada, ao epitélio vesicular do hematéfago
Ornithocoris pallidus (Cimicidae). Em geral, 0 mais relatado é a associacao de apenas
alguns espermatozoides isolados no epitélio vesicular, como ocorre em B. brevis (Vi-
tale et al., 2015, 2016) e em C. viridis e K. paulula (Zhang et al., 2016), além de varias
espécies de Orthoptera, nos quais foram observados espermatozoides associados ao
epitélio vesicular tanto isolados quanto em feixes (Viscuso et al. 1999, 2015). Estes
autores sugerem que essa associacao indique atividade espermiofagica nas vesiculas
seminais, resultando na eliminacdo de espermatozoides que se isolaram acidental-
mente dos feixes durante o trajeto até as vesiculas, portanto ndo seriam viaveis para
a fertilizacao. Contudo, pelo menos para Cam. latipes, essa associagdo nao parece
indicar atividade espermiofagica, pois séo os feixes, e praticamente todos os feixes,
associados, o que é bem diferente da eliminagdo de apenas alguns espermatozoides
defeituoso. Dessa forma, é possivel supor que essa associacdo em quantidade pode-
ria ter o papel de passar nutriente ou outros compostos quimicos para os espermato-
zoides através do (ou secretados pelo) epitélio. Ainda, € também possivel que essa
associacao seja uma forma de regular o deslocamento dessas células das vesiculas
para o bulbo ejaculatério, como proposto por Novais (2017).
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Ductos ejaculatérios laterais foram descritos em Cicadomorpha e no Fulgoro-
morpha Cixidia sikaniae (D’ Urso et al., 2005; Vitale et al., 2015; Zhang et al., 2016).
Em Cam. latipes, eles sao formados pela juncdo dos ductos das glandulas acessorias
a regiao posterior das vesiculas seminais, ja em Cal. argentipennis pela juncao das
glandulas a uma porgao curta dos ductos deferentes pds-vesiculares. Utilizamos essa
terminologia considerando a fusao das estruturas e suas respectivas secregdes, nao
a origem embrionaria que provavelmente € mesodérmica, visto que nao sao revesti-
dos internamente por cuticula como em C. sikaniae (D’ Urso et al., 2005). Em Balclu-
tha brevis, Cicadella viridis, Kolla paulula e Cixidia sikaniae, os ductos ejaculatorios
laterais comec¢am na regido posterior de cada vesicula seminal, e as glandulas aces-
soérias se abrem nesses ductos (D’ Urso et al., 2005; Vitale et al., 2015; Zhang et al.,
2016).

Nos insetos, as glandulas acessoérias variam em tamanho, numero, forma e
origem embrionaria (Tsai e Perrier 1996; Chapman, 2013; Zhang et al., 2016). Elas
podem desembocar no ducto ejaculatério, quando de origem ectodérmica, ou nos dos
ductos deferentes, de origem mesodérmica (Chapman, 2013; Klowden 2013), como é
0 caso de ambas as espécies deste estudo. Dentre os Auchenorrhyncha, glandulas
acessorias foram descritas em Cicadomorpha (Gil-Fernandez e Black, 1965; ver Am-
mar, 1985; Tsai e Perrier, 1996; Hayashi e Kamimura, 2002; Vitale et al., 2015; Zhang
et al., 2016; Araujo et al., 2020) e ausentes em Fulgoromorpha (D’Urso et al., 2005).
Além disso, as glandulas apresentam uma variedade de fungdes, dentre elas a con-
tribuicdo para producao do fluido seminal, ativacao e protecdo dos espermatozoides
e modificacdo do comportamento e da fisiologia das fémeas (Gillot, 2005; Chapman,
2013; Klowden 2013).

Nas espécies estudadas, Cam. latipes e Cal. argentipennis, o conteudo en-
contrado no lumen nas diferentes por¢coes das glandulas acessérias, € de aspecto
diferente, apontando que apresentam natureza quimica e funcional distintas. A histo-
logia indica que o modo de liberacdo das secreg¢des das células epiteliais para o limen
nas porcoes anterior e posterior das glandulas, em Cam. latipes, ocorre por via mero-
crina-apocrina, pois € possivel observar que alguns produtos séo liberados através de
vesiculas secretoras e outros juntamente com pedacos das células. Mecanismo se-
melhante tem sido observado em outras espécies de insetos (Freitas et al. 2007, 2010;
Zhang et al., 2016). Em Cal. argentipennis, o modo de liberagdo das secrecdes, na
porcao anterior da glandula, é por via hol6crina, pois ha presencga de células inteiras
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com sinais de degeneracéo no lumen, assim como ocorre em B. brevis (Vitale et al.,
2015).

A espessa camada muscular observada no ducto ejaculatério comum em
Cam. latipes e no bulbo ejaculatério em Cal. argentipennis pode estar relacionado com
a funcédo de bombear, de forma a regular a quantidade de espermatozoides a ser li-
berada pelo macho.

A morfometria dos espermatozoides, bem como de suas partes, se mostrou
caracteristica para cada espécie. O comprimento total do espermatozoide nas espé-
cies Cam. latipes (226,4 um) e Cal argentipennis (102,9 um) segue padréo encontrado
em outros Cicadomorpha (Cruz-Landim e Kitajima 1972; Kubo-Irie et al., 2003; Cha-
waniji et al., 2005, 2006 e 2007; Araujo et al. 2010; Zhang e Dai 2012; Su et al. 2014,
Vitale et al., 2016, Barcellos et al., 2018). Flagelos com quatro, ocasionalmente cinco,
filamentos na porgéo final foram observados em outras quatro espécies de Membra-
cidae (Phillips, 1969), e em Cicadellidadae nas espécies B. brevis (Vitale et al., 2016),
Dalbulus maidis (Barcellos et al., 2018). Porém, essas ramificagdes nao foram obser-
vadas no Aetalionidae Aethalion reticulatum (Araujo et al., 2010), nem nas espécies
das superfamilias Cercopoidea (Hodgson et al., 2016) e Cicadoidea (Chawaniji et al.,
2005, 2006, 2007), indicando que podem estar presentes apenas nas familias de
Membracoidea, Cicadellidae e Membracidae, ja que ndo ha dados sobre os esperma-
tozoides das familias Melizoderidae e Myerslopiidae.

As vesiculas seminais com feixes de espermatozoides unidos pelas cabecas
em uma matriz extracelular (espermatodesmata) também foi observado em Cercopoi-
dea (Hodgson et al., 2016) e Membracoidea (Araujo et al., 2010; Zhang e Dai, 2012;
Su et al., 2014; Vitale et al., 2016; Zhang et al., 2016; Barcellos et al., 2018), mas nao
em Cicadoidea (Chawaniji et al. 2005, 2006, 2007).

Com base nessas consideragdes, a caracterizacdo morfoldgica do sistema
reprodutor masculino e dos espermatozoides das espécies Cam. latipes e Cal.
argentipennis sao os primeiros registros da familia Membracidae e sdo dados que
contribuirdo para o conhecimento da biologia reprodutiva, dos estudos sobre
espermatozoides, bem como para sistematica da familia e dos Auchenorrhyncha.
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