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RESUMO

COSTA, Dayvson Ayala, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2022.
Morfologia do sistema reprodutor masculino e espermatozoides de Smicridea
(Rhyacophylax) iguazu Flint, 1983 (Trichoptera: Hydropsychidae). Orientador:
José Lino Neto.

Trichoptera séo insetos holometabolos, aquaticos e possuem ampla distribuicdo em
todos os continentes, exceto Antartida. Estudos sobre espermatologia de Trichoptera
se restringiram apenas a espécies do Novo Mundo, elucidando a presenca de
espermatozoides eupirenes (nucleados), diferentemente de Lepidoptera, os quais
produzem, além dos eupirenes, espermatozoides apirenes (anucleados). A auséncia
de estudos sobre a morfologia do sistema reprodutor e dos espermatozoides de
espécies neotropicais, tem levado a uma caréncia de informagdes que seriam Uteis
para a compreensdo da sistematica dessas espécies. Assim, neste estudo
descrevemos a morfologia da genitalia, sistema reprodutor masculino e dos
espermatozoides da espécie Smicridea (Rhyacophylax) iguazu (Hydropsychidae) a
partir da microscopia de luz. A genitalia de S. iguazu difere daquelas do holétipo e de
alguns parétipos, indicando que possivelmente as diferentes populacdes representem
um complexo, ndo apenas uma espécie como tem sido descrito. O sistema reprodutor
masculino é similar aos que ja foram descritos em outros Trichoptera, contudo possui
apenas um foliculo testicular e ndo ha vesiculas seminais. Os testiculos sao
piriformes, e através dos cortes histolégicos observamos que os espermatozoides
estdo em feixes restritos a regido apical e o restante dele é preenchido por um material
filamentoso denso. Os ductos deferentes sdo longos e finos em qualquer regido com
espermatozoides. As glandulas acessérias sao longas e possuem duas regides com
conteudos distintos: a regido proximal é preenchida por glébulos proteicos e a distal
por uma substancia homogénea, escura avermelhada. Os ductos deferentes
desembocam na regido apical do bulbo ejaculatério, o qual tem espessa camada
muscular, enquanto as glandulas acess6rias na sua regido basal. Os
espermatozoides, com cerca 40 um de comprimento, sao aflagelados e imoveis, como
na maioria dos Annulipalpia. Contudo, difere das espécies j& estudadas de
Integripalpia. Ressaltamos que este é o primeiro trabalho de histologia do sistema

reprodutor masculino realizado com Trichoptera.



Palavras-chave: Sistematica. Testiculos. Aflagelado. Microscopia. Moscas d’agua.



ABSTRACT

COSTA, Dayvson Ayala, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2022.
Morphology of the male reproductive system and spermatozoa Smicridea
(Rhyacophylax) iguazu Flint, 1983 (Trichoptera: Hydropsychidae). Advisor: José
Lino Neto.

Trichoptera are holometabolous, aquatic insects and have a wide distribution on all
continents, except Antarctica. Studies on Trichoptera spermatology were restricted to
New World species, elucidating the presence of eupyrene (nucleated) sperm, unlike
Lepidoptera, which produce, in addition to eupyrenes, apyrene (anucleated)
spermatozoa. The absence of studies on the morphology of the reproductive system
and spermatozoa of Neotropical species has led to a lack of information that would be
useful for understanding the systematics of these species. Thus, in this study we
describe the morphology of the genitalia, male reproductive system and of the
spermatozoa of the species Smicridea (Rhyacophylax) iguazu (Hydropsychidae) using
light microscopy. The genitalia of S. iguazu differs from those of the holotype and of
some paratypes, indicating that the different populations possibly represent a complex,
not just a species as has been described. The male reproductive system is similar to
those described in other Trichoptera, however it has only one testicular follicle and no
seminal vesicles. The testes are piriform, and through the histological sections we
observed that the spermatozoa are in bundles restricted to the apical region and the
rest of it is filled with a dense filamentous material. The vas deferens are long and thin
in any region with sperm. The accessory glands are long and have two regions with
distinct contents: the proximal region is filled with protein globules and the distal region
is filled with a homogeneous, dark reddish substance. The vas deferens flow into the
apical region of the ejaculatory bulb, which has a thick muscular layer, while the
accessory glands flow into its basal region. The sperm, about 40 um long, are flagellate
and immobile, as in most Annulipalpia. However, it differs from the previously studied
species of Integripalpia. We emphasize that this is the first work on the histology of the
male reproductive system carried out with Trichoptera.

Keywords: Systematic. Testes. Aflagellate. Microscopy. Caddisfly.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais da Ordem Trichoptera Kirby, 1813

A ordem Trichoptera Kirby 1813 compreende os insetos aquaticos holometabolos
mais abundantes (Paprocki et al., 2004) e é a ordem de insetos com a maior riqueza
de organismos exclusivamente de ambientes aquaticos (Neboiss, 1991). Atualmente,
séo reconhecidas 16.267 espécies com ampla distribuicdo em todos os continentes,
exceto Antartida (Ward, 1992; Wiggins, 2004; Morse, 2021). Para o Brasil, séo
reportadas aproximadamente 867 espécies, distribuidas em 16 familias:
Anomalopsychidae, Atriplectididae, Calamoceratidae, Ecnomidae, Glossosomatidae,
Helicopsychidae, Hydrobiosidae, Hydropsychidae, Hydroptilidae, Leptoceridae,
Limnephilidae, Odontoceridae, Philopotamidae, Polycentropodidae, Sericostomatidae
e Xiphocentronidae (Calor, 2011; Santos et al., 2022).

A ordem recebe este nome devido as cerdas que possuem em suas asas (grego:
tricho = cerda (pelo) e ptera = asa), que possivelmente conferem impermeabilizacédo
em ambientes aquaticos (Calor, 2007). Juntas, as ordens Trichoptera (moscas
d’agua), Lepidoptera (que compreende as borboletas e mariposas) e Tarachoptera
(ordem recém estabelecida com individuos fossilizados em ambar birmanés)
constituem a superordem Amphiesmenoptera (do grego, amphiesma = "vestimenta"
ou "vestido" referindo-se aos pelos ou escamas) (Kristensen, 1975; Kristensen, 1991;
Wheeler et al., 2001; Kjer et al., 2001; Whiting, 2002; Kjer, 2004, Mey et al., 2017).

Atualmente, os Trichoptera sao divididos em duas subordens: Annulipalpia Curtis,
1835 e Integripalpia Martynov, 1924 (Thomas et al., 2020). Estes dois taxons séo
diferenciados a partir de caracteristicas comportamentais, como a construgao de
abrigos moveis e as formas pelas quais as larvas empupam. Annulipalpia € uma
subordem composta por 9 familias e suas larvas constroem abrigos fixos ao substrato.
Contudo, as larvas empupam fora desse abrigo, mas produzem um revestimento de
protecdo. Ja Integripalpia é composta por 41 familias cujas larvas constroem abrigos
mébveis e empupam dentro desse abrigo (Weaver 1984; Frania & Wiggins, 1997; Kjer
et al., 2001, 2002; lvanov, 2002; Malm et al., 2013).

As larvas dos tricopteros habitam quase que exclusivamente ambientes de agua

doce, como rios, lagos e locais com correntezas leves. Suas pecas bucais sdo bem
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desenvolvidas e consistem em um labro, um par de mandibulas, um par de maxilas e
um labio. As larvas de tricopteros, assim como de Lepidoptera, possuem glandulas
salivares modificadas que produzem seda, utilizada para construir abrigos como um
reflgio e redes para capturar alimento (Huamantinco & Nessimian, 1999). Na cabeca
h& uma cépsula cefalica esclerosada com presenca de estemas e antenas geralmente
curtas. Na regido toracica, o primeiro segmento se diferencia do segundo e terceiro
na esclerose (Holzenthal et al., 2007a). O abdémen é membranoso e geralmente com
branquias respiratérias externas. Na porcao final do abdémen (nono segmento) ha um
par de falsas pernas providas de ganchos utilizados na locomocéao (Angrisano, 1998).

As pupas sao aquaticas, exaradas e se desenvolvem em um casulo de seda
semipermeavel (Calor, 2009). Elas possuem labro com cerdas rigidas e mandibulas
fortes que auxiliam na abertura do casulo pupal, no momento da emergéncia para a
forma adulta. Possuem também pernas com cerdas natatérias hidrofébicas que
auxiliam na saida da agua (Angrisano, 1998). Nos tergitos abdominais sao
encontradas placas de ganchos dorsais, que auxiliam na fixacdo dentro do casulo e
também no processo de ventilagdo (Holzenthal et al., 2007a).

Os adultos séao terrestres, semelhantes a pequenas mariposas (Figura 1), com dois
pares de asas cobertas por cerdas de coloragao variada (e.g. marrom, verde, cinza,
amarelo, bege e cores chamativas em vermelho, laranja, prata e azul em algumas
espécies) que auxiliam na camuflagem em meio a vegetacao e no comportamento de
corte e cépula. Geralmente sdo encontrados voando préximos aos corpos d’agua ou
pousados sobre pedras ou vegetacao. Os adultos possuem tamanho variado: entre
1,5 e 3,0 mm em Hydroptilidae e alguns Glossosomatidae, chegando até 30-45 mm
nas familias Hydropsychidae e Odontoceridae (Flint, 1978; Paprocki & Holzenthal,
2002; Holzenthal et al., 2007a). As antenas geralmente sdo longas e filiformes e os
palpos maxilares e labiais sdo bem desenvolvidos, mas ha espécies que possuem as
pecas bucais atrofiadas (Angrisano, 1995). O haustelo é um tipo de probédscide
formado pela fusédo da porcao apical do labio (pré-labio) com a hipofaringe, que pode
ser utilizado para absor¢ao de agua e liquidos acucarados (Holzenthal et al., 2007b).
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Figura 1- Espécies de Trichoptera. A — Ceraclea sp. (Leptoceridae: Integripalpia). B
— Chimarra sp. (Philopotamidae: Annulipalpia). C - Macronema sp. (Hydropsychidae:
Annulipalpia). D - Smicridea sp. (Hydropsychidae: Annulipalpia). (Fotografias:
Dayvson Costa).

1.2. Subordem Annulipalpia

A subordem Annulipalpia difere da subordem Integripalpia pelas construcoes
de abrigos pelas formas larvais, os quais sdo fixos ao substrato ou portateis,
respectivamente. Annulipalpia também pode ser distinguida com base nas redes de
captura onde o alimento é filtrado ou moveis (Wiggins, 1996, 2004). Annulipalpia
recebe este nome devido as estrias transversais encontradas no quinto e ultimo
articulo anelar do palpo maxilar de individuos adultos. Esta subordem abriga
atualmente trés superfamilias: Hydropsychoidea Curtis, 1835 (1 familia),
Philopotamoidea Stephens, 1829 (2 familias), e Psychomyioidea Walker, 1852 (9
familias) (Holzenthal et al., 2011; Thomas et al., 2020).

1.3. Familia Hydropsychidae

Hydropsychidae Curtis, 1835 é considerada uma das maiores familias em
namero de espécies descritas entre os Annulipalpia (Holzenthal et al., 2007a, 2011).
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Atualmente, ela esta dividida em cinco subfamilias: Arctopsychinae, Diplectorinae,
Hydropsychinae, Macronematinae, Smicrideinae (Flint et al., 1999; Geraci et al., 2005;
Schefter, 1996, 2005). Dentre elas, quatro ocorrem na regido neotropical:
Diplectorinae Ulmer, 1951, Hydropsychinae Curtis, 1835, Macronematinae Ulmer,
1905, Smicrideinae Flint, 1974. Destas, duas sado registradas para o Brasil:
Macronematinae (Synoestropsis Ulmer, 1905; Blepharopus Kolenati, 1859;
Centromacronema Ulmer, 1905; Leptonema Guerin-Meneville, 1843; Macronema
Pictet, 1836; Macrostemum Kolenati, 1859; Plectromacronema Ulmer, 1906 e
Pseudomacronema Ulmer, 1905) e Smicrideinae com trés géneros (Smicridea
McLachlan, Smicrophylax Neboiss e Asmicridea Mosely), porém apenas 0 género
Smicridea McLachlan ocorre no Brasil (Geraci et al., 2005). A familia Hydropsychidae
€ monofilética e dados moleculares e morfolégicos sustentam essa monofilia, porém
ainda nao possui uma classificacao estavel que confirme o posicionamento das cinco
subfamilias (Schefter 1996, 2005; Geraci et al., 2005; Holzenthal et al., 2007b).

1.4. Subfamilia Smicrideinae

Smicrideinae Flint, 1974 é composta por trés géneros: Smicridea McLachlan,
Smicrophylax Neboiss e Asmicridea Mosely (Pes & Santos, 2022). O género
Smicridea é encontrado em todo Novo Mundo (Morse, 2021), ja os géneros
Asmicridea e Smicrophylax sao taxons restritos, encontrados apenas na regiao
Australiana. A origem do género Smicridea segundo Flint (1974), se deu a partir do
supercontinente Gondwana, por ser considerado o género mais rico e abundante da
subfamilia Smicrideinae, e possuir uma ampla distribuicdo geogréfica. Flint (1974)
relata que o motivo da diversidade desse género foi 0 estabelecimento e adaptacao
de fragmentos da subfamilia na regido sul da América do Norte, México, América do
Sul e Australia.

1.5. Género Smicridea

O género Smicridea McLachlan, 1871 é o mais especioso na regiao Neotropical
com aproximadamente 235 espécies descritas (Morse, 2021). Para o Brasil, sdo
reconhecidas atualmente 72 espécies validas, das quais 39 sdo endémicas (Pes &

Santos, 2022). Dois subgéneros sao descritos para este género, Smicridea
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(Smicridea) McLachlan, 1871 e Smicridea (Rhyacophylax) Muller, 1879 (Flint, 1974;
Sganga & Fontanarrosa, 2006; Desidério et al., 2020), ambos possuem registro para
o Brasil e para o estado de Minas Gerais.

Quanto a diversidade de Smicridea para o Brasil, S. (Smicridea) sao reportadas
29 espécies e de S. (Rhyacophylax) sao 43 espécies vdlidas (Pes & Santos, 2022).
Os subgéneros de Smicridea podem ser distinguidos por quatro caracteres principais:
venacao da asa posterior, fébrmula dos espordes tibiais, processos glandulares
abdominais (adultos) e esclerito do esterno VIl (larvas) estabelecidos por Flint (1974,
1989) para adultos e Wiggins (1996) para larvas.

1.6. Identificacao de Adultos

Os adultos do subgénero de Smicridea medem de 5 a 10 mm de comprimento,
possuem, asas de coloragéo preta, bege, marrom ou cinza, com faixas na regido
apical de coloracdo branco, amarelo-claro ou castanho-claro, antenas curtas em
relacdo as asas, portanto, podem ser diferenciados de outros subgéneros visivelmente
através destas caracteristicas (Pes et al, 2014) (Figura 2). Flint (1974, 1989)
distinguiu os dois subgéneros a partir da asa posterior com Radial 2+3 e Radial 4+5
(R) com nervura radial transversal (r) presente, mas pouco visivel e o sistema radio-
mediano bem separado da Cubital (Cu1) em Smicridea, ja asa posterior com R 4+5
distanciando de R 2+3 sem a nervura transversal radial (r) e o sistema radio-mediano
bem préximo da Cubital (Cul) em Rhyacophylax (Figura 3). Pes et al. (2014)
complementa inserindo mais uma caracteristica: em Smicridea encontra-se dois pares
de glandulas reversiveis nos segmentos abdominais VI e VIl e ndo possui processos
glandulares externos. Enquanto Rhyacophylax nao possui glandulas reversiveis nos
segmentos abdominais VI e VII, no segmento V pode ser encontrado um par de longos

processos glandulares ventral externo.
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Figura 2 - S. (R.) iguazu. A — Adulto (Vista ventral); B — Adulto (Vista dorsal); C — Asa
anterior (acima) e asa posterior (abaixo); D — Cabeca (dorsal); E — Abdome
evidenciando no V segmento o processo glandular (pg). Barras: 1mm. (Fotografias:

Dayvson Costa).

As larvas de Smicridea medem até 9,5 mm de comprimento apresentam estrias
na regiao ventral da cabeca, e branquias na regido ventral do corpo com filamentos
que bifurcam-se a partir da base. Wiggins (1996) distinguiu os subgéneros da seguinte
forma: em S. (Smicridea) ha um unico esclerito mediano no ventre do segmento VIII,

e o frontoclipeo e o submento s&o inteiros, sem fenda mediana; os escleritos pos-
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esternais do prosterno sdo diminutos. As larvas em S. (Rhyacophylax) tém dois
pequenos escleritos ventrais no VI, o submento € emarginado anteriormente, os
escleritos poOs-esternais do prosterno estdo ausentes e a margem anterior do

frontoclipeo € entalhada.

R4 Nigma

R5
M1
M2
M3
M4

1A I
Cu2 Culb Cula

S¢ Rl R2+R3
_ R4

9 mm
Figura 3- Morfologia de venacéao da asa de S. (R.) iguazu. Veias: Subcostal (Sc), radial
(R), mediana (M), cubital (Cu) e anal (A). (Fotografia e llustracao: Dayvson Costa).

1.7. Espermatogénese

Estudos sobre a espermatogénese e morfologia dos espermatozoides em
Trichoptera tém sido desenvolvidos principalmente na década de 70 e 90 (Lutman,
1910; Klingstedt, 1931; Baccetti et al., 1970; Phillips, 1970; Phillips, 1974; Friedlander
& Morse, 1982; Friedlander, 1983; Friedlander & Eren Jeger, 1990; Dallai & Afzelius,
1990; Afzelius et al., 1991; Dallai & Afzelius, 1993; Friedlander, 1993; Dallai & Afzelius,
1994; Dallai et al., 1994; Wolf & Klein, 1995a, 1995b; Dallai & Afzelius, 1995; Dallai et
al., 1995; Klein & Wolf, 1997; Dallai et al., 2016). Estes trazem um enfoque
comparativo entre as proprias espécies ou com os Lepidoptera, a fim de auxiliar na
filogenia dos clados entre espécies ou de Amphiesmenoptera (Lepidoptera +
Trichoptera + Tarachoptera), respectivamente.

Os espermatozoides de Lepidoptera (grupo-irmao de Trichoptera) apresentam
dimorfismo, podendo ser encontrado dentro da ordem espermatozoides com nucleos
(eupirenes) e anucleados (apirenes) (Alves et al., 2006; Dallai et al., 2016), o que os
diferem daqueles de Trichoptera, visto que as espécies estudadas desta ordem
(Friedlander & Morse 1982; Friedlander, 1983) sé produzem espermatozoides

nucleados. Portanto, Friedlander (1983) sugeriu que a dicotomia de espermatozoides
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apirenes-eupirenes derivada da espermatogénese é uma autopomorfia evolutiva de

Lepidoptera.

No flagelo dos espermatozoides de Lepidoptera comumente sdo encontrados
dois derivados mitocondriais, em geral com diametros diferentes, ja em Trichoptera foi
observado apenas um derivado mitocondrial (Dallai et al., 2016). Em relagéo a cabeca
dos espermatozoides, em ambas ordens o nucleo é alongado e com cromatina
condensada (Dallai et al., 2016), e o acrossomo é ausente em Lepidoptera e, as vezes,
em Trichoptera, nesta ultima, quando presente, ele é geralmente pequeno.

Os trabalhos sobre espermatozoides (Friedlander & Morse, 1982; Friedlander,
1983; Friedlander & Eren Jeger, 1990) também distinguiram os dois grandes grupos
de Trichoptera (Annulipalpia e Integripalpia) a partir do padrao de microtubulos
axonemais: Annulipalpia produzem espermatozoides com diferentes padrdoes de
axonema, ja Integripalpia tem o axonema padrdo de 9+2 microtubulos. Contudo,
descrigbes atuais relatam um axonema com 9 + 9 + 2 microtubulos em algumas
familias de Integripalpia, com os microtubulos acessorio formados por 18 ou 20
protofilamentos. Um acrossomo pequeno ou ausente, um nucleo alongado e um Unico
derivado mitocondrial (Dallai & Afzelius, 1990, 1993, 1994; Dallai et al., 2016).

Varios trabalhos tém mostrado que, nos insetos em geral, incluindo Lepidoptera
(Friedlander & Wahrman, 1971), no inicio da espermiogénese as duas mitocondrias
das espermatides se agrupam e se fundem formando uma estrutura denominada
Nebenkern (Baccetti & Afzelius, 1976). Em Trichoptera também ocorre esse
agrupamento mitocondrial, mas ndo formam um Nebenkern verdadeiro (Friedlander,
1993) resultando em apenas um derivado mitocondrial nos espermatozoides
maduros.

Dallai & Afzelius (1993) descreveram que uma caracteristica que distinguia o
flagelo dos espermatozoides de tricopteros (Annulipalpia) era a perda dos bragos de
dineina externos, internos ou ambos. Pesquisas posteriores confirmaram essa
observacao estudando os espermatozoides de algumas espécies de Annulipalpia,
concluindo ainda que o motivo da imobilidade desses espermatozoides é devido a
perda dos bracos de dineina (Dallai et al., 2016).

1.8. Morfologia do sistema reprodutor masculino
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Existe uma caréncia de estudos com o sistema reprodutor masculino de
Trichoptera (Korboot, 1964; Marshall, 1977; Khalifa, 1949), porém, sobre o sistema
reprodutor de Lepidoptera sdo bem caracterizados. Em Lepidoptera é comum
encontrar variagdes na quantidade de foliculos, (e. g. 8 foliculos — Utetheisa pulchella
L. (Lepidoptera: Arctiidae) e 4 foliculos - Rhyacionia buoliana Denis & Schiffermller,
1775 (Lepidoptera: Olethreutidae) (Shen & Berryman, 1967), Anticarsia gemmatalis
HObner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) (Pezenti et al., 2021), Dione juno Cramer, 1779
e Agraulis vanillae Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Nymphalidae) (Mari et al., 2018)), ou
entdo os foliculos estdo fusionados na fase adulta, e ainda encontra-se um par de
ductos eferentes, um par de ductos deferentes, um par de vesiculas seminais, um
ducto ejaculatério e um par de glandulas acessorias (Ehrlich, 1961). Devido a caréncia
de estudos com a fauna Neotropical de Trichoptera, novos estudos podem fornecer
caracteres sobre outras espécies, e somar aos estudos ja existentes, cujos resultados
também sao importantes como subsidio para um enfoque filogenético entre as ordens
Trichoptera e Lepidoptera.

Além de contribuir com novas informagbes dos caracteres espermaticos e
histologia do sistema reprodutor, esses resultados podem sanar as lacunas hoje
existentes, contribuindo com hip6teses que fornecam informacbes para a
compreensao do relacionamento filogenético das superfamilias e subfamilias de
Trichoptera. Os trabalhos realizados por Baccetti et al. (1970), Friedlander e Morse
(1982), Friedlander (1983), Friedlander e Eren Jeger (1990) relataram a morfologia de
espermatozoides de tricopteros, mas ainda carece compreender e analisar os
aspectos filogenéticos desta ordem em relagdo a outros grupos externos.

A redescricao da genitalia masculina de S. (R.) iguazu se faz importante, pois
esta espécie se concentra no conhecido Complexo Iguazu, onde o holétipo foi
coletado na provincia de Misiones (Argentina) e os paratipos foram coletados em
outras regides argentinas e brasileiras (SC e RJ). Flint (1983) considera todos os
machos coletados por ele como pertencentes a mesma espécie, mas nao é
absolutamente certo dessa informacao, pois todos diferem na forma das modificacoes
do décimo tergito. Entretanto, a genitalia se difere entre eles, possuem poucas
informagbes e a ilustracdo original ndo fornece subsidio o suficiente para a
identificacdo da espécie. Portanto, a redescricdo da genitdlia ira contribuir para

compreender a morfologia da genitalia e suas modificagdes dentro deste complexo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar e caracterizar a histomorfologia do sistema reprodutor masculino de
Smicridea (Rhyacophylax) iguazu, a fim de contribuir com informagbes que auxiliem
na descriminagao taxonémica, bem como na compreensao das relagdes filogenéticas
internas de Hydropsychidae, familia a qual essa espécie pertence.

2.2. Objetivos Especificos

e Apresentar uma diagnose de S. (R.) iguazu;

e Redescrever a genitalia do SRM de S. (R.) iguazu;

e Descrever anatomicamente o SRM de S. (R.) iguazu;

e Descrever histologicamente os SRM de S. (R.) iguazu;

e Descrever a morfometria e morfologia dos espermatozoides de S. (R.) iguazu;

e Comparar a morfologia espermatica entre Trichoptera e Lepidoptera;

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta e preparacao do material

Para este trabalho foram utilizados machos de S. (R.) iguazu coletados, a partir do
periodo crepuscular até ao anoitecer, proximas a cursos d’agua em dois pontos: O
ponto A é a Cachoeira do Boné (Latitude -20.662023, Longitude -42.449133), inserida
no Parque Nacional Serra do Brigadeiro, que esta localizado na cidade de Araponga,
Minas Gerais, Brasil. O ponto de coleta B é a Cachoeira Grande (Latitude -20.606480,
Longitude -42.604340), localizada na cidade de Canada, também municipio de Minas
Gerais, Brasil (Figura 4).

As coletas foram realizadas, a partir das 17 horas (horario de Brasilia) préximas as
cachoeiras, com uma armadilha luminosa possuindo uma lampada de LED e outra
UV, ligadas a duas baterias por cabos de alimentacao elétrica (Fig. 4A-D). Os insetos
foram coletados utilizando pequenos frascos, e mantidos vivos para a viabilidade de
espermatozoides e tecidos dos 6rgaos internos. Apds a coleta, os insetos foram
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levados para o laboratério de Ultraestrutura Celular do Departamento de Biologia
Geral, Universidade Federal de Vicosa, em Vigosa, Minas Gerais, Brasil. O material
coletado foi identificado através de chaves taxonémicas segundo Albino (2009), Albino
et al.,, (2011), Pes et al., (2005, 2014, 2018) para identificacdo de individuos adultos
de S. (R.) iguazu e posteriormente colocado etiquetas em cada pote seguindo o

modelo:

e Familia/género — sexo
e Coletor

e Data da coleta

_——

Figura 4- Locais de Coleta. A — Cachoeira do Boné, Araponga, Minas Gerais. B —
Cachoeira Grande, Canaé, Minas Gerais. C — Armadilha luminosa utilizada na coleta

dos espécimes. (Fotografia: Dayvson Costa)

3.2. Fotografia do inseto adulto

Os adultos foram sexados e trés machos transferidos para alcool 70%. Para a
fotografia, esses individuos foram colocados em uma placa de kline de vidro de 6 cm
x 8 cm com alcool 70% em gel. Eles foram fotografados dorsal e ventralmente usando
um estereomicroscopio Zeiss Stemi 2000-C com uma camera digital Canon EOS
Rebel T71 acoplada usando o adaptador NDPL 2 (2X). A iluminagéo foi feita um par

de luminarias externa.

3.3. Preparacao das genitalias masculinas

Para a confeccdo dos desenhos, as genitalias foram diafanizadas utilizando
protocolos descritos por Blahnik & Holzenthal (2004) e Blahnik et al. (2007).

Inicialmente, o abdome foi removido, colocado em um tubo de ensaio contendo a
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solucao de KOH 10% e deixado em banho-maria por 45 minutos a temperatura de 90
°C. Posteriormente, a amostra foi lavada em agua destilada, deixada em &cido acético
50% por 15 min e novamente lavada em agua destilada. Em seguida, o material
passou por banhos em uma série de desidratagdo alcodlica (50, 70, 100%), com
duracao de 15 min por banho. Apo6s a diafanizacédo e desidratacdo, o abdémen foi
colocado sobre uma lamina escavada usando glicerina e a genitdlia fotografada em
um microscoépio Olympus CX40 a mesma camera e o adaptador acima. As genitalias,
apos fotografadas, foram armazenadas em glicerina e etanol 80%. De cada estrutura,
foram obtidas varias imagens, com diferentes distancias focais, que foram
combinadas em uma uUnica com maior profundidade de campo usando o software
Zerene Stacker (V1.04) por Zerene Systems. As fotografias da genitalia masculina

foram vetorizadas no Adobe lllustrator CS6 versao Trial.

3.4. Terminologia

A terminologia utilizada nas ilustragbes da genitdlia masculina segue a
nomenclatura de Blahnik (1995), Holzenthal & Blahnik (1995) e Desidério et al. (2021).

3.5. Anatomia do sistema reprodutor masculino (SRM)

Para descrever e esquematizar a anatomia de S. (R.) iguazu, os SRMs de, pelo
menos, cinco individuos sexualmente maduros foram dissecados em tampao fosfato
de sédio a 0,1 M, pH 7,2, e fixados por 2-4 h em solugcédo de glutaraldeido a 2,5%
nesse mesmo tampdo. Em seguida, eles foram transferidos para tampéo puro e
fotografados utilizando equipamento descrito no item 3.2. Para a confecgcdo dos
desenhos esquematicos foi utilizado o software Adobe lllustrator 2020, gratuita em

versao Trial.

3.6. Microscopia de Luz

Alguns sistemas reprodutores masculinos (SRM), apés fixados e fotografados,
foram poés-fixados em tetroxido de 6smio a 1% por 2 h e outros corados com
Hematoxilina por 3 min. Em seguida, todos foram desidratados em série alcodlica
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crescente: 30%, 50%, 70% e 90%, por 10 minutos em cada um, e finalizando com 3
banhos de 10 minutos em &lcool 100%. Posteriormente, infiltrados por 4 h em (i) uma
mistura de historesina (base + saché) e alcool P.A. (1:1) e depois (ii) em historesina
pura em temperatura ambiente, nesta ultima foram deixados em overnight. Entdo, o
material foi emblocado em historesina acrescida do catalisador usando moldes de
silicone e transferidos para estufa a 60 °C, por algumas horas para a completa
polimerizacao da resina. Cortes finos de 0,5-1,0 um de espessura foram obtidos em
micrétomo Leica RM 2155 com navalhas de vidro e transferidos para laminas
histoldgicas. As laminas obtidas a partir do material p6s-fixado com tetréxido de 6smio
foram corados com Giemsa diluido em agua destilada (3:15) por 30 min, lavadas em
agua corrente e fotografados usando um microscopio Olympus BX60 com uma
camera digital Q-Color3 acoplada. J4 as laminas obtidas do material submetido a
Hematoxilina foram corar com 0,2 g/ml 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI), por 20
minutos e fotografados usando o microscépio e camera digital acima, mas equipado

com filtro excitacdo BP 360-370 nm.

3.7. Morfometria dos espermatozoides

Machos adultos de S. (R.) iguazu foram dissociados usando estiletes,
perfurados e o material interno foi colocado sobre Iaminas histolégicas, e apds secar,
lavadas em agua corrente. As laminas foram fotografadas em um fotomicroscopio
Olympus BX60 e 50 espermatozoides 50 nucleos foram medidos. Estes ultimos
também foram medidos a partir de algumas laminas coradas por 20 min com 0,2 pg/ml
4 ,6-diamino-2-phenylindole (DAPI), lavadas em agua corrente e cobertas com
laminulas usando solugao aquosa de sacarose a 50%. Todas as medidas foram feitas
usando o programa Imaged (https://imagej.nih.gov/ij/). Posteriormente, as laminas

foram coradas com Giemsa e fotografadas e medidas.

4. RESULTADOS

Diagnose

Os adultos coletados de S. (R.) iguazu possuem um par de processos
glandulares no abdome, na regido ventrolateral do V segmento; a porcado basal do
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sistema radiomedial proximo a Cul nas asas; a formula 1-4-2 dos espordes tibiais
encontrado apenas machos coletados.

4.1. Descricao da genitalia masculina

A genitdlia possui segmentos IX e X de coloragdo bege acastanhado. Os
segmentos IX e X ndo possuem cerdas nas regides dorsal e lateral, mas com cerdas
médias e finas cobrindo toda a regido ventral. O segmento Xl € longo e 0 segmento X
é curto em relacdo ao segmento anterior; margem ventrolateral pouco esclerosada
sem projecOes; apice arredondado, em vista lateral, tem uma leve depressao e é
pronunciado e voltado para cima (Fig. 5A). Apéndices inferiores bissegmentados;
segmento basal longo, coberto por cerdas longas e finas, 5-6 cerdas longas na
margem subapical; segmento apical curto e fino, apice afilado a arredondado, curvado
medialmente, coberto por cerdas médias e finas (Fig. 5B). Par de lobos apicomesais
curtos, estreito em vista lateral, porcdo basal afilada, curvada, altamente
esclerosados, poucas cerdas de tamanho médio e finas, margem subapical com um
dente esclerosado, por¢éao apical pequena, 1/3 da porgao basal, afilada, apice afilado,
curvado medialmente, esclerosado, auséncia de cerdas. Regiao falica tubular, porcao
basal alargada em vista lateral, parte estreita entre a porcéo apical e basal formando
um angulo de 150°; faloteca com por¢ao apical levemente curvada para cima em vista
lateral, presenga de duas fileiras de dentes na regido dorsal, com cinco dentes em
uma fileira e seis em outra, esclerosada; apice do falo curto em vista lateral, esclerito
falotremal pouco esclerosado, semioval, com abas radiais. Ducto ejaculatério pouco

esclerosado (Fig. 5C-D).
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se VIl

bap
/

Figura 5- Genitalia masculina de S. (R.) iguazu. A, B — Aparato falico em vista lateral
e ventral, respectivamente. Apice (aai) e base (bai) segmentar do apéndice inferior
(ai), denticulos (dt), segmento (se), lobo apicomesal (lam). C, D — Aparato falico (ap).

Ducto ejaculatério (de). Barras: 1 mm. (Fotografia e llustragdo: Dayvson Costa).
4.2. Anatomia do sistema reprodutor masculino

O sistema reprodutor masculino de S. (R.) iguazu é composto por um par de
testiculos, um par de ductos deferentes, um par de glandulas, um bulbo ejaculatério,
onde se inserem os ductos deferentes, e um ducto ejaculatério (Fig. 6A, 7).
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Os testiculos (Fig. 6A-B, 7) sdo pequenos, cada um tem apenas um foliculo que
varia de piriforme a oval, medindo aproximadamente 0,24-0,30 mm. A regido distal é
mais esbranquicada, na qual os cistos espermaticos se concentram. Abaixo dessa
regiao, eles sdo mais escuros e tem uma substancia homogénea que se estende até
a abertura do ducto deferente (Fig. 8A-B). A partir de cada testiculo, sai um longo (2,0-
2,5 mm) e delgado ducto deferente, ambos desembocam na regido anterior do bulbo
(Fig. 6B, 7). As glandulas sao longas e espessas, medem aproximadamente 2,5 mm,
e podem ser divididas em trés regides diferentes: um ducto (dc) — que se conecta com
o bulbo ejaculatério; proximal (pp) - geralmente mais afilada na porcao ascendente e
se alarga posteriormente; a regido distal (pd) — regiao final, descendente da glandula,
ovalada e turgida (Fig. 6D). O conteudo do lumen das glandulas € homogéneo na
porcao distal, e € possivel observar secrecdes proteicas que também sdo visiveis no
citoplasma das células do epitélio glandular (Fig. 11).

O bulbo ejaculatério possui um formato de bastonete curto e recurvado,
medindo aproximadamente 1,0 mm de comprimento. Ele é revestido por tecido
muscular e, na sua extremidade anterior, desembocam os ductos deferentes e na sua
base, as glandulas acessorias, a partir de onde comeca o ducto ejaculatério (Fig. 6C,
7), 0 qual é conectado com a base do edeago.
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Figura 6 - Sistema reprodutor masculino de S. (R.) iguazu. A — Sistema reprodutor
masculino em montagem total. B — Testiculos (1) e ductos deferentes (dd). Note a
porcao mais leitosa onde estdo os espermatozoides. C — Bulbo ejaculatério. D - Uma

glandula acesséria, mostrando a diferenga de conteudos entre a porgao proximal da
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glandula acessoria (pp) e porcao distal (pd). Genitalia masculina (gm). Barras: Figuras
A =1 mm; Figuras B, D = 0,5 mm; Figura C = 0,3 mm. (Fotografia: Dayvson Costa).

a ga

Figura 7 - llustracao do sistema reprodutor masculino de S. (R.) iguazu. Testiculos (1),
ductos deferentes (dd), bulbo ejaculatério (bej), glandulas acessoérias (ga), mostrando

os ductos (dc) e as porcdes proximal (pp) e distal (pd). (llustracdo: Dayvson Costa).
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4.3. Histologia do sistema reprodutor masculino

Em DAPI, é possivel observar a cromatina do nucleo das células periféricas do
tecido conjuntivo (Fig. 8A, 9A) circundando o testiculo, e na regido apical do testiculo
0s arranjos dos feixes espermaticos (Fig. 8B, 9B) e a cromatina nuclear das células
cisticas (Fig. 8D, 9C). As células espermaticas possuem um agrupamento Unico e
pequeno (Fig. 8E, 9D). E possivel observar que o material filamentoso ndo possui
cromatina (Fig. 8C, 9B, E). Cada testiculo de S. (R.) iguazu é revestido por uma
capsula de tecido conjuntivo propriamente denso com nucleo basal do inicio da
formacao do epitélio (Fig. 8B) encontradas ao longo de todo a capsula testicular e
ducto deferente. Os cistos espermaticos estao dispostos na regiao apical do testiculo,
neles todos os espermatozoides ja estdo maduros e organizados em pequenos feixes
com 40-50 células (Fig. 8A-C, E). As células cisticas que delimitam os cistos mostram
material citoplasmatico e os respectivos nucleos de cada célula, j4 toda a area
testicular abaixo da regido apical é uniformemente preenchida por material
filamentoso (Fig. 8C).

O ducto deferente é longo e possui um epitélio secretor, simples e com
projecoes membranosas (microvilosidades) (Fig. 10C-E), externamente, uma fina
camada de tecido muscular (Fig. 10A, B) e um lumen (Fig. 10C) que ao longo da
estrutura vai se estreitando até chegar ao bulbo ejaculatério (Fig. 10G-1). Préximo ao
bulbo ejaculatério, o nucleo basal se concentra em pequenas regides globosas
préoximas da camada muscular (Fig. 10F).

A parede do ducto deferente, é dividida em duas porcdes, ao se aproximar mais
da regidao proximal do bulbo, ela vai se fundindo, tornando-se apenas uma parede
celular (Fig. 12F-1), e logo apds se alarga e tomando o formato do lumen.

O bulbo ejaculatério possui o formato em bastonete curvado, medindo cerca de
1 mm de comprimento. Na sua regido apical desembocam os ductos deferentes (Fig.
12D-I), e na sua base, os ductos das glandulas acessoérias (Fig. 7). Ele é uma estrutura
altamente muscular (Fig. 12B), e um lumen interiormente (Fig. 12C).

Quanto as glandulas acessoérias, observa-se que o epitélio possui células
epiteliais com nucleo de cromatina descompactada (Fig. 9F), similar a cromatina
encontrada nos testiculos. No interior das glandulas acessérias nao foi observado
nenhum material que possua cromatina, portanto, o material filamentoso e a secre¢éo

proteica do interior glandular ndo sofreram alteragdes utilizando a técnica de coloragéao
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com Giemsa (Fig. 9G). O epitélio possui uma organizagdo mais homogénea, e 0s
nucleos das células epiteliais estdo na posicdo mais basal (Fig. 9H).

As glandulas acessérias de S. (R.) iguazu sao volumosas (Fig. 11A) e possuem
um conteudo interno distinto entre as porcdes distais e proximais. O tecido epitelial de
revestimento basicamente é formado por um epitélio simples (Figs. 11B, D), que
recobre todo 0 6rgdo é composto por células cubicas, citoplasma expansivo, com alta
intensidade de secreg¢des de granulos proteicos. Possui um epitélio com vilosidades.
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Figura 8 - Testiculo de S. (R.) iguazu em cortes longitudinais coradas com Giemsa. A
— Testiculo (t) e ducto deferente (dd). B — O testiculo anterior em maior aumento
mostrando o material filamento denso (mf) e o epitélio (ep). C — Um detalhe da regido
apical testicular mostrando feixes de espermatozoides (ce) associados as respectivas
células cisticas (cc), e da zona de transicdo com o material filamentoso denso (mf). D
— Ndcleo de uma célula da ct com cromatina granular (cr). E — Feixe de
espermatozoides (fe) e a célula cistica (cc). F — Regiao tracejada em A mostrando do
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epitélio (ep) com glébulos proteicos (cabeca de seta) e o material filamentoso denso
em sua luz (mf). Ndcleo (n). G — Uma célula epitelial mostrando o nucleo (n) e os
glébulos de secregao proteica (cabegas de setas). H — Transigéo entre testiculo (t) e
ducto deferente (dd). Material filamentoso (mf) e Epitélio (ep). | — Detalhe do epitélio
(ep) da capsula testicular revestida por células musculares (m). Material filamentos
denso (mf). Barras: Figuras A — 50 um; B — 10 um; Figuras C — | — 10 pym.

Figura 9 - Testiculo e glandula acesséria de S. (R.) iguazu em cortes longitudinais
corados com DAPI. A — Detalhe da cromatina (cr) na capsula testicular. B — Testiculo
mostrando os espermatozoides organizados em cistos (ce) pelas células cisticas (cc)
na regiao apical. Capsula testicular (tc), material filamentoso (mf). C — Nucleo de uma
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célula da célula cistica com a cromatina em grumos. D — Um feixe de espermatozoides
(sp) em maior aumento. E — Zona de transicao testicular entre a regidao os cistos
espermaticos (ce) e o material filamentoso denso (mf). F — Dois nucleos de células do
epitélio glandulares mostrando o aspecto granular da cromatina. G — Glandula
acessoria evidenciando a posicao basal dos nucleos (n) das epiteliais. H — Zona de
transicdo entre o tecido epitelial cubico (tec) e a secrecao proteica (sp). Barras:

Figuras A, C, D, E =4 pm; Figura B = 10 ym; Figura F = 4 ym; Figura G — H =50 ym.

Na porgao glandular proximal, as células epiteliais possuem, na regido apical,
granulos esféricos e intensamente corados (Fig. 11C-E). Através dos cortes
transversais, é possivel delimitar os granulos proteicos, além de observar a zona de
transicao entre a regido interna da glandula e o epitélio glandular. Em algumas regides
da porgéao proximal da glandula acessoria, a produgao de conteudo proteico é intensa,
e os granulos se tornam menores (Figs. 11E-G). Entretanto, a por¢édo distal da
glandula possui um conteido homogéneo, mais denso, e o epitélio glandular possui
pouca secrecao em relagao a regiao proximal.

Levando em consideracao o formato da glandula e suas regides, o material
proteico secretado por ela basicamente é uma mistura de massa gelatinosa proteica,
e ao longo da glandula, esse material vai se tornando consistente e globoso e proximo

aregiao de eliminacao dessas substancias, os granulos proteicos se tornam menores.
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Figura 10 - Ductos deferentes de S. (R.) iguazu seccionados em diferentes niveis. A
— Corte longitudinal, mostrando o lumen (L) e o epitélio simples com microvilosidades
(mv). B — Regido tracejada da figura anterior em maior aumento. Observe a grande
quantidade e diversidade em tamanho de vesiculas citoplasmaticas (vc) nas células
epiteliais (ep). Nucleos (n), células musculares (m). C — Corte longitudinal de uma
regido mais posterior destacando os granulos proteicos na regiao apical das células
epiteliais. Lumen (L), células musculares (m). D — Detalhe do epitélio da regiao
tracejada da figura anterior destacando as células epiteliais com seus nucleos (n)
basais e granulos proteicos (s) na regidao apical. Lamen (L). E — Detalhe dos granulos
proteicos (s) na regiao apical do epitélio. F — Corte transversal na por¢cao proxima ao
bulbo ejaculatério, mostrando as células epiteliais com nucleos grandes e cromatina

granular e uma camada muscular (m) que recobre o ducto. G-l — Corte em diferentes
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niveis a partir da regidao anterior. Observe a reducao da luz e o aumento da camada
muscular a medida que se aproxima do bulbo ejaculatério. Note também a auséncia

de espermatozoides. Barras: 20 ym.

Figura 11 - Glandulas acessorias de S. (R.) iguazu coradas com Giemsa. A — Corte
longitudinal das porgdes proximal (pp) e distal (pd). B — Detalhe do epitélio secretor
(es) da porcéo distal (pd) e a zona de transicdo com a substancia gelatinosa do limen
(L). C, D — Detalhe do da porgao proximal destacando os granulos proteicos (s) na luz.
E — Detalhe da luz glandular na regido de transicao entre as duas porgoes. Observe

a grande quantidade de pequenas secrecgdes proteicas (s). F — Corte transversal da
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porcao distal. Note os nucleos (n) na regiao basal das células epiteliais e na luz a
secrecao heterogéneas (s). G — Corte transversal do ducto glandular mostrando a
grande quantidade de gréanulos proteicos de diferentes tamanhos e entre eles um

material amorfo e bem corado. Barra: Figura A = 200 pm; Figura B — G = 20 ym.
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Figura 12 - Bulbo ejaculatério de S. (R.) iguazu. A — Corte longitudinal mostrando a
camada muscular bem desenvolvida do bulbo ejaculatério (bej) e a regido porcéao
proximal de uma glandula acessoria (ga). B — Detalhe do tecido muscular (tm). C —
Corte longitudinal do bulbo ejaculatério (bej), destacando o lumen (L) e a espessa
camada muscular. D — Corte transversal da regidao apical do bulbo ejaculatério. Note
que as extremidades posteriores dos ductos deferentes (dd) ainda se mantém
individualizadas. E — Corte transversal do bulbo ejaculatorio, evidenciando o processo
de jungao dos ductos deferentes. G — Detalhe do processo de jung¢édo dos dois ductos

deferentes. Barra: Figuras A — G = 20 pym.

4.4. Morfometria dos espermatozoides

Os espermatozoides de S. (R.) iguazu sao aflagelados, filiformes, espiralados
e pequenos, medindo em torno de 40 um (Fig. 13). Nos machos sexualmente
maduros, eles sdo encontrados em feixes na regiao distal dos testiculos (Fig. 8A-C)
e, isoladamente, na porcao superior dos ductos deferentes. Os espermatozoides se
localizam na porcao apical do testiculo, mais alargada, e sao agrupados em feixes, e

na regido mais afilada do testiculo, ndo se encontram espermatozoides.
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Figura 13 - Espermatozoides de S. (R.) iguazu corados com DAPI (A-C) ou com
Giemsa (D-F). A, D —Espermatozoides mantidos em feixe por suas regides anteriores.
B, C, E, F — Espermatozoides individualizados. Note que na coloragéo especifica para
DNA (DAPI) ou para todo o espermatozoide (Giemsa), essas células possuem o
mesmo comprimento, portanto confirmando a auséncia de flagelo. Barras: Figuras A-
F =40 uym.

5. DISCUSSAO

A genitalia de S. (R.) iguazu possui algumas caracteristicas morfologicas que a
difere da descri¢ao do holétipo apresentado por Flint (1983).

Flint (1983) descreveu S. (R.) iguazu mencionando as modificagdes bizarras no
décimo tergito. Ele aponta que nao € totalmente ciente que todos os machos coletados
por ele (holotipo e paratipos) sdo da mesma espécie por apresentarem modificacoes
atipicas no décimo tergito em cada regiao coletada. Vale ressaltar que a genitalia da
espécie desse trabalho é similar ao paratipo coletado em Nova Teutbnia, distrito do
municipio de Seara, Santa Catarina, Brasil, e difere bem das genitalias dos outros
paratipos e do holétipo. O espécime coletado em Nova Teutdnia e os espécimes em
estudo, possuem similaridades como: (i) um nono segmento com um processo
anterolateral angulado, (ii) denticulos (dentes) na regido ventral do edeago e o (iii) e
o formato do edeago. O que denominamos de apéndice inferior de acordo com
Desidério et al., (2021), no paratipo que Flint (1983) descreveu de Nova Teutdnia, ele
chama de clasper. Tanto na ilustracdo do holdtipo quanto nos espécimes aqui
estudados, o apéndice inferior € moderadamente longo, de lados paralelos; segmento
apical pontiagudo. Assim como descrito por Flint (1983), esta espécie ndo possui
sacos reticulados e no segmento V do abdémen encontram-se 0S processos
glandulares anterolateralmente, mas seguindo Flint (1983), estou tratando essas
diferencas como variacoes intraespecificas.

O sistema reprodutor masculino de S. (R.) iguazu por possuir um par de
testiculos, um par de ductos deferentes, um par de glandulas acessoérias, um bulbo
ejaculatério e um ducto ejaculatério, é semelhante ao sistema reprodutor de outras
espécies de Trichoptera (Korboot, 1964; Marshall, 1977) e Lepidoptera (Ehrlich, 1961).
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A Unica diferenca, € que S. iguazu nao possui vesiculas seminais, 0 que
consequentemente reflete na biologia reprodutiva do inseto.

Os testiculos de S. (R.) iguazu sao piriformes a ovais, com apenas um foliculo,
localizado dorso-ventralmente nos dois ultimos segmentos abdominais, quando
comparado a outras espécies de Trichoptera ja estudadas, por exemplo,
Cheumatopsyche modica McLachlan, 1871, outra espécie da familia Hydropsychidae
(Korboot, 1964). E possivel encontrar variagdes na quantidade de foliculos em outras
espécies de Trichoptera. Em Hydropsychidae podemos encontrar espécies com
apenas um foliculo, Macronema sp. (Hydropsychidae) e Smicridea (S). sp.
(Hydropsychidae) (N&o publicado). A presencga de apenas um foliculo ndo esta restrita
apenas a Hydropsychidae, como por exemplo, em Grumichella sp. (Leptoceridae)
(Nao publicado). Em outras familias sdo encontrados testiculos compostos por trés
pequenos foliculos separados como em Agraylea sexmaculata Curtis, 1834
(Hydroptilidae) (Marshall, 1977) e em Triplectides volda Mosely, 1953 (Leptoceridae),
(Korboot, 1964). Portanto, podemos observar que o numero de foliculos pode variar
entre as familias.

O ducto deferente em S. iguazu é longo, semelhante a C. modica, T. volda, e
Anisocentropus latifascia Walker, 1852 (Korboot, 1964). Em A. sexmaculata o ducto
deferente € estreito e com paredes espessas que conduzem os testiculos até a regido
distal do bulbo ejaculatério, porém, esses ductos deferentes se dilatam um pouco
antes para formarem o ducto deferente comum mediano. Ao contrario de S. (R.)
iguazu que n&o possui um ducto deferente comum, em A. sexmaculata, na base do
ducto deferente mediano, recebe lateralmente uma glandula acesséria (Marshall,
1977).

A glandula acesséria presente em S. (R.) iguazu é longa, pareada e grande,
situada logo na base do bulbo ejaculatério. As glandulas acessoérias sdo uma estrutura
que difere entre os insetos, tanto em tamanho, cor, funcdo, forma, localizacéo e
namero (Khalifa, 1949; Chen, 1984; Happ, 1984; Kaulenas, 1992; Chiang et al., 2012,
Gomes et al., 2012; Marchini et al., 2012; Paoli et al., 2014; Dallai et al., 2014). Korboot
(1964) descreve as glandulas presentes em C. modica com aparéncia de sacos
piriformes membranosos e ocupando grande parte dos segmentos VIl e VI,
semelhante a espécie em estudo, porém néo pareada, o que é comum em T. volda e
A. latifascia. As glandulas acessérias, por possuirem diferentes formas e tamanhos,

também sao potencialmente importante carater taxonémico.
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O bulbo ejaculatério presente em S. (R.) iguazu € uma estrutura altamente
muscular, e € descrito como saco muscular em C. modica (Korboot, 1964), em que a
presenca deste 6rgao facilita a passagem dos espermatozoides. O ducto ejaculatério
em S. iguazu é curto e parte basal do bulbo ejaculatério (saco muscular) é conectado
ao edeago, como em C. modica (Korboot 1964). Korboot (1964) descreve o ducto
ejaculatério altamente muscular, e possui uma parede muscular espessa, similar a A.
sexmaculata (Marshall, 1977; Khalifa, 1949) entretanto, existem variacbées no
tamanho do ducto ejaculatério, como observado em T. volda e A. latifascia em que o
ducto ejaculatério € longo (Korboot 1964).

Nos testiculos de todos os individuos de S. (R.) iguazu que coletamos havia
apenas espermatozoides maduros, indicando uma intima relagdo com a biologia
reprodutiva do inseto. Pois os machos adultos de Trichoptera sobrevivem somente
por curto periodo (Svennson, 1972), apenas 0 necessario para o encontrar a parceira
sexual e acasalar. Contudo, em Glyphopsyche irrorata Fabricius, 1781 (Limnephilidae)
observou-se que os testiculos ainda sdo imaturos quando emergem (Berté &
Pritchard, 1983), o que provavelmente possui uma relagdo com as condi¢coes
ambientais. Diferente de muitos outros insetos, nos quais os foliculos testiculares
possuem cistos nas diferentes fases da espermiogénese (sinspermiogénicos),
indicando que produzem espermatozoides ao longo de toda a vida adulta (e. g. Miridae
(Pires et al., 2007; Mr6z & Wojciechowski, 2011; Mr6z, 2012; Rezende et al., 2021),
Cimicidae (Davis, 1956), Pentatomidae (Rodrigues et al., 2008; Ozyurt et al., 2015),
Membracoidea (Jamieson et al., 1999; Araujo et al., 2020), Belostomatidae (Munhoz
et al., 2021), Naucoridae (Munhoz et al., 2022)). Em Trichoptera, tudo indica que a
producdo de espermatozoides é restrita a fase de maturagcdo sexual, a qual
provavelmente acontece na fase de pupa (Fiorillo et al, 2008), e os foliculos
testiculares provavelmente funcionam como um local de armazenamento dos
espermatozoides, uma vez que o sistema reprodutor masculino desta espécie nao
possui vesiculas seminais. A presenca exclusivamente de espermatozoides em
machos adultos e a degeneracgao testicular observada em S. (R.) iguazu também foi
relatado em Ephemeroptera (Brito et al., 2011) e em alguns Hymenoptera (Allard et
al.,, 2010; Araujo et al., 2010). Em algumas espécies de Trichoptera, € comum a
ocorréncia de multiplas copulas em tempo muito curto e apds a emergéncia (Khalifa,
1949). Isso é comum em insetos que possuem uma fase adulta reprodutiva muito

curta, pois ao emergirem, as vesiculas seminais ja estao cheias de espermatozoides
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e os testiculos se encontram atrofiados e histoanatomicamente desorganizados
(Damiens & Boinvin, 2005; Fiorillo et al., 2008). A auséncia de vesiculas seminais em
S. (R.) iguazu também ja foi relatado em outras espécies de Trichoptera (Khalifa,
1949). Segundo Khalifa (1949), nestas espécies os espermatozoides somente sdo
eliminados dos testiculos no momento da cépula. A presenca do material filamentoso
denso nos testiculos provavelmente atua como um material de preenchimento fibroso,
que sustenta e conduz os espermatozoides até o ducto deferente.

As glandulas acessorias de S. (R.) iguazu, sendo longas e possuindo na regiao
proximal um conteddo homogéneo e na distal, glébulos proteicos grandes, séo
similares aquelas de Anabolia nervosa Curtis, 1834 (Limnophilidae) (Khalifa, 1949).
Khalifa, (1949) também observou duas regides: uma regido proximal, de coloracao
leitosa, com um grande numero de corpos proteicos largos ovais, e outra distal
contendo uma secrecao vermelha escura gelatinosa. As glandulas acessoérias de S.
(R.) iguazu possuem epitélio simples, de células cubicas como nucleo eliptico com
aglomerados densos de cromatina, como também foi observado em Hydroptila
aegyptia Ulmer, 1963 (Cianficconi et al., 2016). Contudo, a morfologia dessas células
e tipos de secrecdes podem variar entre as diferentes espécies (Lai-Fook, 1982; Dallai
etal., 1999, Marchini et al., 2003; Marchini et al., 2009; Sukontason et al., 2009; Freitas
et al., 2010, Moreira et al., 2012; Kriiger et al., 2014; Paoli et al., 2014; Ozyurt et al.,
2015). As glandulas acessorias possuem diversas fungdes, como, maturar, nutrir e
facilitar a passagem do espermatozoide para o ducto ejaculatério, e fluidos com
nutrientes que podem alterar a fisiologia ou comportamento da fémea (Leopold 1976;)
desenvolvendo secre¢des que funcionam como tampdes pos copula (Bishop 1920;
Bairati e Perotti, 1970) ou espermatéforos (Tuzet 1977), Em insetos, as glandulas
acessorias sao classificadas de acordo com a origem embrionaria e esta é indicada
pela associacdo delas aos ductos espermaticos: mesadenias quando de origem
mesodérmica e entdo desembocando nos ductos deferentes, e ectadenias quando de
origem ectodérmica desembocando no ducto ejaculatério (Leopold, 1976; Gullan e
Cranston, 2014). Dessa forma, as glandulas acessoérias de S. (R.) iguazu sao
consideradas ectadenias, pois estdo associadas ao bulbo ejaculatério. Isso difere dos
Lepidoptera (Lai-Fook, 1982), os quais possuem dois pares de glandulas acessorias:
um de origem mesodérmica e outro ectodérmica.

Espermatozoides aflagelados e iméveis, como ocorre em S. (R.) iguazu,

também foram observados na subordem Integripalpia em espécies dos géneros
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Hydroptila, Orthotrichia e Stactobia (Hydroptilidae). Contudo, em outras espécies de
Hydropsychidae (Annulipalpia), foram encontrados espermatozoides flagelados,
embora aberrantes devido a presenc¢a de muitas duplas de microtubulos no axonema
(Friedlander & Morse, 1982; Dallai & Afzelius, 1995). Segundo Dallai e Afzelius (1995),
em estudos ultraestruturais, os espermatozoides de espécies da subordem
Integripalpia sdo flagelados e moéveis, ja da subordem Annulipalpia séo aflagelados e
imoveis, 0 que contrasta com a espécie em estudo.

A auséncia do flagelo ndo é algo incomum entre os insetos, tendo sido
relatados nas ordens: Ephemeroptera (Gaino & Mazzini, 1991), Hemiptera (Bao et al.,
1997) e na maioria de cupins (Blattodea — Isoptera) (e.g. C. gestroi) (Grassé, 1949;
Jamieson, 1987). em Coccoidea, os espermatozoides possuem motilidade, porém séo
descritos como “bizarros” devido aos arranjos dos microtubulos na cauda, sendo
classificado, portanto como aflagelado (Robinson, 1966; Ross & Robinson, 1969;
Robinson, 1972). A auséncia de acrossomo observada em S. (R.) iguazu também foi
descrita por Baccetti, et al., (1970) em outro Trichoptera, Mystacides azurea Linnaeus,
1761 (Integripalpia: Leptoceridae). Essa caracteristica € incomum, mas tem sido
observada esporadicamente em insetos de outras ordens como, por exemplo,
Hymenoptera (Lino-Neto & Dolder, 2001), Coleoptera (Furieri, 1963 apud Baccetti, et
al., 1970) e Neuroptera (Baccetti, 1969 apud Baccetti, et al., 1970).

Quanto ao comprimento, os espermatozoides em Trichoptera possuem
medidas variaveis, como € comum nos insetos em geral, mas podem ser considerados
bastante curtos quando comparados, por exemplo, com seu grupo-irmao Lepidoptera.
Em S. (R.) iguazu, essas células, com cerca de 40 um de comprimento, sdo
relativamente longas para a ordem, visto que em Orthotrichia costalis Curtis, 1834
(Hydroptilidae) mediram cerca de 7-10 um, em Stactobia caspersi Ulmer, 1950
(Hydroptilidae) 7-8 um e em Hydropsyche pellucidula Curtis, 1834 (Hydropsychidae)
por volta de 25 um (Dallai & Afzelius, 1995). Em Lepidoptera, os espermatozoides
variam de 100 um (Micropterix sp. (Sonnenschein, & Hauser, 1990) a 2.500 um
(Leucoptera coffela Guérin-Méneville, 1842 (Alves et al., 2006).

O polimorfismo espermatico € comumente observado nos Lepidoptera, nestes
s&o encontrados espermatozoides nucleados (eupirenes) e anucleados (apirenes) no
mesmo individuo (Phillips, 1971; Jamieson, 1987; Jamieson et al., 1999; Swallow &
Wilkinson, 2002; Alves et al., 2006). Isso contrasta com os Trichoptera, nos quais se

encontram apenas espermatozoides eupirenes. A presenca de espermatozoides
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eupirenes possivelmente seja uma condicao sinapomoérfica em Amphiesmenoptera,
visto que o grupo-irmdo dos demais Lepidoptera, Micropterix (Micropterigidae),
apresenta também apenas espermatozoides eupirenes (Sonnenschein & Hauser,
1990; Hamon & Chauvin, 1992).

De acordo com os dados morfoanatdmicos e espermaticos descritos acima,
observou-se uma grande variacao intraespecifica em Trichoptera. Esses dados sobre
a morfologia e as semelhangas compartilhadas poderao minimizar as incertezas e
lacunas sobre as relagdes filogenéticas entre as espécies e familias das subordens
Annulipalpia e Integripalpia com a ampliacao de novos estudos.

6. CONCLUSAO:

- A diagnose de Smicridea (Rhyacophylax) iguazu apresenta as mesmas
informacdes segundo a descricao de Flint (1983).

- S. (R.) iguazu, através de uma nova representacdo da genitalia, demonstrou
que se trata do paratipo descrito por Flint (1983), corroborando com informagdes mais
detalhadas.

- O sistema reprodutor de S. (R.) iguazu é similar aqueles ja encontrados em
Trichoptera e Lepidoptera, porém, exceto pela auséncia de vesiculas seminais.

- Os testiculos sdo preenchidos por apenas espermatozoides maduros na fase
adulta e por uma matriz filamentosa densa.

- As informacdes aqui descritas sobre o SRM de S. (R.) iguazu sao subsidios
para uma melhor compreensao da biologia reprodutiva de Trichoptera.

- Os espermatozoides de S. (R.) iguazu sao monotipo, aflagelados e imdveis.
A presenca de espermatozoides eupirenes possivelmente seja uma condi¢do

sinapomérfica em Amphiesmenoptera.
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