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RESUMO

SILVA, Natan Martins da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2026.
Morfologia comparada do sistema reprodutor masculino das abelhas
Augochloropsis cupreola Cockerell (Hymenoptera: Halictidae) e Partamona
helleri Friese (Hymenoptera: Apidae). Orientador: Jose Eduardo Serrao.

A compreensao da biologia reprodutiva e do sucesso evolutivo desses insetos ao
longo de milhées de anos depende do conhecimento da morfologia dos sistemas
reprodutores masculino e feminino. Neste trabalho, foi descrita a morfologia do
sistema reprodutor masculino da abelha solitaria Augochloropsis cupreola
(Halictidae) e da social Partamona helleri (Apidae). Machos de A. cupreola foram
analisados na fase adulta, enquanto machos de P. helleri foram analisados em
diferentes estagios pupais (olho rosa, olho marrom, olho preto com corpo
pigmentado e olho preto com asa pigmentada) e na fase de recém-emergidos. Em A.
cupreola, uma capsula escrotal espessa envolve um par de testiculos em processo
de degeneracao, as porcdes pré-vesiculares dos ductos deferentes, as vesiculas
seminais esféricas e parte das porcées pos-vesiculares dos ductos deferentes,
permanecendo externos apenas as por¢des pos-glandulares dos ductos deferentes,
o ducto ejaculatério e as glandulas acessérias. Em P. helleri machos recém-
emergidos apresentam uma capsula escrotal envolvendo dois pares de testiculos,
cada um com quatro foliculos, além das porgbes pré-vesiculares dos ductos
deferentes, enquanto as vesiculas seminais desenvolvidas, as porcoes poés-
vesiculares dos ductos deferentes e o ducto ejaculatério dilatado permanecem
externos. As principais mudancas graduais na morfologia do sistema reprodutor
masculino de P. helleri, do estagio de pupa ao de macho recém-emergido, incluem a
transformacdo dos testiculos de alongados e delgados para ovais, 0
desenvolvimento dos foliculos com zona de maturagédo para zona de transformagéo
contendo espermatozoides agrupados em feixes, o desenvolvimento das vesiculas
seminais de pouco desenvolvidas para estruturas ovais bem desenvolvidas e a
diferenciacdo dos ductos deferentes pds-vesiculares e do ducto ejaculatério.
Ademais, foi observado o acumulo de material acidéfilo nos ductos deferentes pré-
vesiculares e nas vesiculas seminais, além de material baséfilo nos ductos
deferentes poés-vesiculares. As caracteristicas histologicas do epitélio dessas
estruturas sugerem uma progressao de atividade metabdlica e secretora durante a
maturagdo sexual em P. helleri. As variagdes descritas neste trabalho ampliam o
conhecimento sobre o desenvolvimento e a morfologia do sistema reprodutor
masculino de abelhas, além de apresentarem caracteres com potencial taxonémico
entre diferentes



grupos.

Palavras-chave: anatomia; espermatogénese; histologia; Meliponini; testiculos



ABSTRACT

SILVA, Natan Martins da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2026.
Comparative morphology of the male reproductive system of the bees
Augochloropsis cupreola Cockerell (Hymenoptera: Halictidae) and Partamona
helleri Friese (Hymenoptera: Apidae). Adviser: Jose Eduardo Serrao.

The understanding of the reproductive biology and evolutionary success of these
insects over millions of years relies on knowledge of the morphology of the male and
female reproductive systems. This study describes the morphology of male
reproductive system of the solitary bee Augochloropsis cupreola (Halictidae) and the
social bee Partamona helleri (Apidae). Adult males of A. cupreola were analyzed,
whereas males of P. helleri were analyzed at different pupal stages (pink-eyed,
brown-eyed, black-eyed with a pigmented body, and black-eyed with pigmented
wings) as well as at the newly emerged stage. In A. cupreola, a thick scrotal capsule
encloses a pair of degenerating testes, the pre-vesicular portions of the deferent
ducts, the spherical seminal vesicles, and part of the post-vesicular portions of the
deferent ducts, whereas the post-glandular portions of the deferent ducts, the
ejaculatory duct, and the accessory glands remain external. In newly emerged P.
helleri males, a scrotal capsule encloses two pairs of testes, each containing four
follicles, as well as the pre-vesicular portions of the deferent ducts, whereas the
developed seminal vesicles, the post-vesicular portions of the deferent ducts, and the
enlarged ejaculatory duct remain external. The main gradual changes in the male
reproductive system of P. helleri from the pupal stage to newly emerged males
include the transformation of the testes from elongated and slender to oval, the
development of follicles from a maturation zone to a transformation zone containing
sperm bundles, the development of seminal vesicles from poorly developed to well-
developed oval structures, and the differentiation of the post-vesicular deferent ducts
and the ejaculatory duct. In addition, acidophilic material accumulated in the pre-
vesicular deferent ducts and seminal vesicles, whereas basophilic material was
observed in the post-vesicular deferent ducts. Histological characteristics of the
epithelium of these structures suggest a progression of metabolic and secretory
activity during sexual maturation in P. helleri. The variations described in this study
expand current knowledge of the development and morphology of the male
reproductive system in bees and provide characters with potential taxonomic value
among different groups.



Keywords: anatomy; spermatogenesis; histology; Meliponini; testes
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1 INTRODUGAO

As abelhas sdo agrupadas em sete familias (Andrenidae, Apidae, Colletidae,
Halictidae, Megachilidae, Melittidae e Stenotritidae), totalizando aproximadamente
21.000 espécies descritas distribuidas por todos os biomas, exceto Antartica (Ascher;
Pickering, 2024; Almeida et al., 2025). No Brasil, com excecdo de Melittidae e
Stenotritidae, as demais familias s&o registradas, abrangendo aproximadamente
2.000 espécies (Pedro, 2014; Ascher; Pickering, 2024; Oliveira et al., 2026). Esses
insetos desempenham papéis cruciais na manutengdo dos ecossistemas e na
conservagao da biodiversidade, fornecendo servigos ecossistémicos de provisao,
regulagéo e culturais (Klatt et al., 2014; Matias et al., 2017). Esses servigos incluem a
producdo de mel, cera e propolis, a manutengdo da biodiversidade e do
funcionamento dos ecossistemas (Fusté-Forné et al., 2026). Além de atividades
relacionadas a educagdo, conservagao e conhecimentos tradicionais envolvendo as
abelhas (Matias et al., 2017).

Mais de 77% das espécies de abelhas apresentam habito de vida solitario,
enquanto a socialidade e o parasitismo representam as outras estratégias de vida do
grupo (Danforth et al., 2019). Entretanto, a socialidade ndo é uma condi¢ao unica,
sendo um gradiente comportamental que abrange desde espécies estritamente
solitarias até espécies altamente eussociais, incluindo formas intermediarias com
diferentes niveis de cooperagao e organizagao social (Silva, 2021). Espécies de Apini
e Meliponini (Apidae) sao eussociais, caracterizadas pelo cuidado cooperativo da
prole, sobreposigcdo de geragdes e divisao reprodutiva do trabalho (Michener, 2007), e
estdo entre as abelhas mais utilizadas na agricultura (Klein et al., 2007). Outras
espécies sociais e solitarias também exercem papel fundamental na contribuicdo do
aumento quantitativo e qualitativo de frutos e sementes, formando um conjunto
funcional que potencializa os servicos ecossistémicos de polinizacdo em sistemas
agricolas e naturais, especialmente em culturas com maior diversidade de abelhas
(Witter et al., 2015; Bansch et al., 2021; Ramos et al., 2026). Essa diversidade de
abelhas reflete a ampla variagao na histéria natural do grupo, que evidencia diferentes
adaptagdes ambientais, morfolégicas, comportamentais e reprodutivas entre espécies
(Michener, 2007; Strobl et al., 2019; Prendergast; Campbell, 2025).

A compreensao da biologia reprodutiva e do sucesso evolutivo das abelhas ao

longo de milhdes de anos depende diretamente do conhecimento morfolégico dos
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sistemas reprodutores femininos e masculinos, principalmente de células germinativas
(Martins; Serrdo, 2004; Dallai; Beutel, 2016; Raimundo et al., 2025). Além disso,
diferentes caracteres morfolégicos dos sistemas reprodutores masculinos podem ser
utilizados na descrigéo de novas espécies (Almeida et al., 2025).
No geral, os sistemas reprodutores masculinos dos insetos sdo formados por
um par de testiculos, ductos deferentes, vesiculas seminais, glandulas acessorias e
um unico ducto ejaculatério (Beutel et al., 2014). Em A. mellifera Linnaeus (Apidae),
os testiculos tém origem durante o desenvolvimento larval e, no segundo instar, sdo
constituidos por uma série de foliculos (Cruz-Landim, 2009). Essas estruturas tém
origem nos folhetos embrionarios mesodérmico e ectodérmico, sendo os testiculos e
os ductos deferentes de origem mesodérmica, enquanto as porgdes terminais do
sistema, como o ducto ejaculatoério, sdo derivadas do ectoderma (Chapman, 2013).
As vesiculas seminais de Hymenoptera, de modo geral, correspondem a
dilatacbes dos ductos deferentes e tém como fungdo primaria o armazenamento dos
espermatozoides (Kapil, 1962; Moreira et al., 2008; Liu et al., 2017). Em algumas
espécies, entretanto, essas estruturas podem ser derivadas de dilatagbes do ducto
ejaculatério e, portanto, apresentam revestimento cuticular em seu lumen (Chapman,
2013). Além disso, diferentes espécies de abelhas tém variagbes nos caracteres
anatémicos do sistema reprodutor masculino quanto ao tamanho, posigao, presenga e
quantidade de estruturas (Swammerdam, 1738; Ferreira et al., 2004; Araujo et al.,
2010; Araujo et al., 2020). Sob aspectos histologicos e fisioldgicos, o sistema
reprodutor masculino apresenta variagdes na quantidade e organizagcédo de foliculos
testiculares, além de diferengcas observadas em vesiculas seminais e glandulas
acessorias (Happ, 1984; Ferreira et al., 2004; Araujo et al., 2020; Klein et al., 2021).
Nos insetos, a espermatogénese ocorre de forma organizada ao longo dos
foliculos, da regido apical, onde se localiza o germario, até a regido basal (Snodgrass,
1993). Esse processo de formagdo de espermatozoides € observado em zona de
crescimento, maturacdo e reducdo, e de transformagao (Blning, 1994). Em
Hymenoptera, a espermatogénese ocorre predominantemente no estagio pupal e
difere da observada na maioria dos animais diploides por apresentar particularidades
relacionadas a manutengdo cromossémica, devido a divisdo abortiva do
espermatécito primario, € a dindmica dos centriolos durante a diferenciagao

espermatica (Cruz-Landim et al., 1980; Cruz-Landim; Dallacqua, 2002).
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Apidae, maior familia de abelhas, compreende a maioria das espécies com
estudos anatdmicos e histoldgicos do sistema reprodutor masculino de Anthophila
(Swammerdam, 1738; Bishop, 1920; Ferreira et al., 2004; Araujo et al., 2005;
Gracielle et al., 2009; Brito et al., 2010; Klein et al., 2021), incluindo a ultraestrutura
dos espermatozoides (Araujo et al., 2012; Cruz-Hoéfling et al., 1970; Hoage; Kessel,
1968; Lino-Neto et al., 2000; Peng et al., 1993; Zama et al., 2004). Em contraste, para
Halictidae, segunda maior familia de abelhas, o conhecimento sobre o sistema
reprodutor masculino permanece limitado, com a descricdo anatémica em Megalopta
sp. Smith, Nomia melanderi Cockerell e Pseudaugochlora graminea Fabricius
(Ferreira et al., 2004) e descricdo de espermatozoides de Agapostemon semimelleus
Cockerell, Pseudaugochlora graminea, Augochlora esox Vachal e Dialictus spp.
Robertson (Halictidae) (Fiorillo et al., 2005). Considerando a importancia das abelhas
na polinizacdo de espécies de plantas silvestres e cultivadas em todo o mundo (Khan;
Yogi, 2017), resultando na geracao de bilhdes de ddlares em beneficios econémicos
anualmente (Klein et al., 2007; Giannini et al., 2015; Almeida-Dias et al., 2025), os
estudos anatdbmicos e histoldgicos do sistema reprodutor masculino sao fundamentais
para ampliar o conhecimento sobre a biologia reprodutiva e a diversidade do grupo.

O género Partamona Schwarz (Apidae: Meliponini) compreende 34 espécies
descritas de abelhas sociais sem ferrdo, com comprimento corporal variando entre 4,5
e 7,0 mm, amplamente distribuido pela regiao Neotropical (Pedro; Camargo, 2003;
Michener, 2007). No Brasil, mais de 20 espécies tém ocorréncia registrada (Pedro,
2014), dentre as quais Partamona helleri Friese, que apresenta distribuicdo na Mata
Atlantica e em areas abertas do sudeste do Brasil (Pedro; Camargo, 2003). Operarias
de P. helleri utilizam resina vegetal e terra como materiais para construgcéo de ninhos,
encontrados em uma variedade de locais, principalmente sob raizes de plantas
epifitas (Camargo; Pedro, 2003). Dentre as abelhas-sem-ferrédo, P. helleri tem sido
amplamente utilizada em estudos toxicolégicos, sendo considerada um importante
organismo modelo para compreensao da diversidade das abelhas-sem-ferrao (Tomé
et al., 2015; Bernardes et al., 2018; Araujo et al., 2019; Botina et al., 2020; Motta et
al., 2023).

Dentre as abelhas solitarias, o género Augochloropsis Cockerell (Halictidae)
compreende 151 espécies descritas, com coloragédo variando de preta nao metalica a
diferentes tonalidades metalicas, com comprimento corporal variando entre 5 e 13

mm, amplamente distribuidas da Argentina ao México, com registros nas Antilhas,
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Estados Unidos e Canada (Michener, 2007; Celis; Cure, 2017; Ascher; Pickering,
2024). As espécies de Augochloropsis nidificam predominantemente no solo e exibem
comportamento que varia de solitario a semissocial, sendo consideradas organismos
modelo para compreensdao da evolugdo do comportamento social das abelhas
(Coelho, 2002). Analises filogenéticas recentes indicam desafios na taxonomia do
grupo, especialmente quanto a delimitagédo e identificagdo das espécies (Celis; Cure,
2017; Celis; Melo, 2022; Portman et al., 2022; Celis; Raemakers; Melo, 2024).

A importancia das abelhas na polinizagdo de plantas silvestres e cultivadas, o
declinio da biodiversidade desses insetos e as limitagbes nas estratégias de
conservacao reforcam a necessidade crescente de ampliar o conhecimento sobre a
diversidade e a biologia reprodutiva desses insetos (Goulson et al., 2008; Potts et al.,
2010; Zattara; Aizen, 2021; Straub et al., 2021; Almeida et al., 2025). Entre os
multiplos fatores associados a esse declinio destacam-se as mudancas climaticas, a
fragmentacdo e perda de habitats, competicdo com espécies invasoras e 0 uso
indiscriminado de agrotoxicos (Nocelli et al., 2012; Goulson et al., 2015; Faita et al.,
2021; Chaves et al., 2023). Nesse contexto, a descricdo de novas espécies e de
caracteres morfolégicos que auxiliam a delimitagdo taxonémica € uma das principais
estratégias para conservagao de abelhas (Pyke et al., 2023; Prendergast; Campbell,
2025). Neste estudo, o objetivo foi descrever caracteres com potencial taxonémico da
morfologia do sistema reprodutor masculino de uma abelha Halictini solitaria e de uma
Meliponini eussocial, incluindo a organizagédo dos testiculos, o numero de foliculos
testiculares, a presenga e a localizagao das glandulas acessorias, além da morfologia
dos ductos deferentes, das vesiculas seminais e do ducto ejaculatério, contribuindo
para ampliacdo do conhecimento sobre a histéria natural e a biologia reprodutiva

desses insetos.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Abelhas

Trés machos adultos de Augochloropsis cupreola Cockerell (Halictidae:
Halictini) foram coletados nos meses de margo e abril de 2025 em flores de Antigonon
leptopus Hook. & Arn., na area do Apiario Central da Universidade Federal de Vigosa
em Vigcosa, Minas Gerais, Brasil (20°45 S, 42°52° O). Os machos da

abelha-sem-ferrao P. helleri foram obtidos nos meses de fevereiro e margo de 2026 a
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partir de pupas retiradas de discos de células de cria coletadas em duas colbnias
mantidas no mesmo local. Essas pupas foram classificadas de acordo com a
coloragao dos olhos em quatro fases: pupa de olho rosa; olho marrom; olho preto e
torax pigmentado; e olho preto e asa pigmentada. Para obtengdo de machos
recém-emergidos em até 48h, cada disco de células de cria foi mantido em placas de
Petri a 28 + 2 °C e umidade relativa de 70 + 5% (Botina et al., 2020).

2.2 Morfologia do sistema reprodutor masculino

Para descricdo morfolégica do sistema reprodutor masculino, foram analisados
trés machos adultos de A. cupreola e 32 machos de P. helleri nas fases de pupa de
olho rosa (n = 5); pupa de olho marrom (n = 9); pupa de olho preto e térax pigmentado
(n = 7); pupa de olho preto e asa pigmentada (n = 7); e recém-emergido (n = 4). Os
espécimes foram crioanestesiados individualmente a -5°C por cinco minutos e
dissecados em tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,2 (PBS) sob estereomicroscopio.
A seguir, os 6rgaos foram transferidos para solugao fixadora de paraformaldeido 4%
por 4 horas em temperatura ambiente e lavados em PBS. A seguir, os sistemas
reprodutores masculinos foram fotografados em estereoscépio de alta-resolugao
Leica M205 FA (Leica Biosystems, Alemanha). Entdo, foram desidratados em série
etandlica crescente (50, 70, 90 e 95%) e incluidas em resina glicol-metacrilato
(Historesin, Leica Biosystems, Alemanha) conforme instru¢des do fabricante. Secgdes
com 2 uym de espessura foram obtidas com navalha de vidro em micrétomo rotativo
Leica RM2255 (Leica Biosystems, Alemanha) e dispostas em laminas histoldgicas.
Em seguida, as amostras foram coradas com hematoxilina de Harris e eosina;
montadas com meio de montagem Entellan, analisadas e fotografadas em
microscopio de luz Visoria B (Leica Biosystems, Alemanha) acoplado a camera digital
Flexacam i5 (Leica Biosystems, Alemanha). As estruturas e caracteristicas
morfolégicas dos sistemas reprodutores foram mensuradas com auxilio do software

ImageJ, versao 1.54g.
3 RESULTADOS

Em adultos de A. cupreola, o sistema reprodutor masculino consiste em uma
capsula escrotal, com 270 ym de altura e 360 pm de largura, contendo um par de
testiculos, de porgbes pré-vesiculares dos ductos deferentes, vesiculas seminais

esféricas e parte das porgdes pos-vesiculares dos ductos deferentes (Fig. 1A-C;
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Tabela 1). Externamente a capsula escrotal localizam-se as por¢des pos-glandulares

dos ductos deferentes, o ducto ejaculatério e as glandulas acessorias (Fig. 1A-C).

Figura 1. Morfologia do sistema reprodutor masculino de Augochloropsis cupreola (Halictidae). A-B)
Anatomia evidenciando capsula escrotal (CS) englobando testiculos e vesiculas seminais (VS), além
de glandulas acessorias (GA), ducto deferente pods-glandular (PgVD) e ducto ejaculatério (ED)
externos. C) Secado longitudinal mostrando a capsula escrotal (CS), testiculos degenerados (TD),
vesiculas seminais (VS), ducto deferente pos-vesicular (PoVD), glandulas acessoérias (GA) e ducto
deferente pés-glandular (PgVD). Barras: A-C= 0,1 mm.

Tabela 1 - Caracteristicas morfolégicas e morfométricas do sistema reprodutor masculino de
Augochloropsis cupreola

Estrutura Dimensao / caracteristica

A. cupreola

Capsula escrotal Altura 270 pm
Largura 360 pm

Espessura do epitélio 35,9 + 7,35 pm (24,1-48,7)

Glandulas acessérias Espessura da camada muscular 12,9+ 3,49 ym (7,18-19,4)
Ductos deferentes pds-glandulares Largura =50 pm
Ducto ejaculatério Largura =30 um

Fonte: Elaborado pelo autor.

A capsula escrotal nessa espécie consiste em um epitélio espesso, com 35,9 +
7,35 uym (24,1-48,7 pym), formado por células com nucleos ricos em cromatina
descondensada e nucléolos evidentes (Fig. 1C; 2A). Os testiculos apresentaram um
aglomerado desorganizado de células sem delimitagdo evidente e com nucleos
pleomorficos (Fig. 1C; 2A), o que impossibilitou a determinacdo do numero de
foliculos na espécie.

Os ductos deferentes pré-vesiculares de A. cupreola consistem em lumen com

poucos espermatozoides livres, revestido por epitélio desorganizado, sem delimitacéo
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celular evidente e com nucleos desestruturados (Fig. 2A). As vesiculas seminais
consistem em lumen preenchido por espermatozoides livres, revestido internamente
por epitélio simples cubico com nucleos esféricos basais com predominio de
cromatina descondensada e acumulo de material basofilo na porgao apical, além de
camada muscular externa (Fig. 1C; 2A).

Os ductos deferentes pos-vesiculares consistem em lumen revestido por
epitélio simples cubico com nucleos esféricos e predominio de cromatina condensada
(Fig. 2B). Os ductos deferentes pos-vesiculares sao observados parcialmente
dispostos no interior da capsula escrotal e na porgcédo externa a capsula, conectam-se
aos curtos ductos das glandulas acessorias (Fig. 1C; 2B). As glandulas acessérias
sdo constituidas por lumen preenchido por material acidéfilo, revestido por epitélio
simples cubico com nucleos esféricos e predominio de cromatina condensada, e
externamente por camada muscular de 12,9 + 3,49 ym (7,18-19,4 ym) (Fig. 2B). Os
ductos deferentes poés-glandulares tém organizagdo semelhante aquela dos ductos
deferentes pds-vesiculares, com lumen revestido internamente por epitélio simples
cubico com nucleos esféricos e predominio de cromatina condensada, porém diferem
por apresentarem uma camada muscular externa (Fig. 2C). Os ductos deferentes
pos-glandulares (= 50 um; Fig. 1A) se unem em um unico ducto ejaculatério (= 30 um;
Fig. 1A), constituido por lumen revestido por camada cuticular, epitélio simples cubico
com nucleos esféricos e predominio de cromatina condensada, e externamente por
camada muscular com nucleos esféricos e predominio de cromatina descondensada

e nucléolos evidentes (Fig. 3A-B).
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Figura 2. Micrografias do sistema reprodutor masculino de Augochloropsis cupreola (Halictidae). A)
Detalhe da camara escrotal com epitélio espesso constituido por células com nucleos ricos em
cromatina descondensada e nucléolos evidentes (quadrado pontilhado); testiculos degenerados (TD)
apresentando um aglomerado desorganizado de células sem delimitagdo evidente e com nucleos
pleomorficos, e envoltos por bainha peritoneal (seta); ducto deferente pré-vesicular (circulo pontilhado)
constituido por lumen (LU) com poucos espermatozoides, revestido por epitélio desorganizado, sem
delimitagéo celular evidente e material nuclear desestruturado; vesicula seminal (VS) com lumen (LU)
preenchido por espermatozoides livres, revestido por epitélio simples cubico com nucleos esféricos
basais e predominio de cromatina condensada (ponta de seta) e externamente por camada muscular
(M). Note acumulo de material baséfilo na regido apical do epitélio que reveste o lumen da vesicula
(asterisco). B) Detalhe da glandula acesséria (GA) constituida por lumen (LU) com material aciddfilo,
revestido por epitélio simples cubico com nucleos esféricos e predominio de cromatina condensada
(ponta de seta) e externamente por camada muscular (M) com nucleos alongados. Note ducto
deferente pés-vesicular (PoVD) constituido por lumen (asterisco) revestido por epitélio simples cubico
com nucleos esféricos e predominio de cromatina condensada. C) Ducto deferente pds-glandular
constituido por lumen (LU) revestido por epitélio simples cubico com nucleos esféricos e predominio de
cromatina condensada (ponta de seta) e externamente por camada muscular (M). Barras: 10 ym.
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Figura 3. Micrografias do ducto ejaculatério de Augochloropsis cupreola (Halictidae). A) Aspecto geral
mostrando lumen (LU) revestido por camada cuticular (ponta de seta), epitélio simples cubico com
nucleos esféricos e predominio de cromatina condensada (circulo pontilhado). B) Detalhe do ducto
mostrando camada muscular com nucleos esféricos e predominio de cromatina descondensada e
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nucléolos evidentes (quadrado pontilhado). Note a presenga de espermatozoides livres (setas) no
lumen. Barras: 10 ym.

Em P helleri; mudancas graduais na anatomia do sistema reprodutor
masculino foram observadas ao longo do desenvolvimento pupal até a fase de adulto
recém-emergido.

Na fase de pupa de olho rosa de P. helleri (Fig. 4A), os testiculos sao
alongados e delgados, com aproximadamente 40 um de largura, enquanto as
vesiculas seminais sdo pouco desenvolvidas com 100 ym de largura, ndo sendo
observada a distingao anatdmica entre os ductos deferentes pds-vesiculares e o ducto
ejaculatério (Fig. 4B; Tabela 2). Na fase de pupa de olho marrom (Fig. 4C), os
testiculos s&o mais dilatados, com largura entre 170 e 190 ym, e as vesiculas
seminais mais desenvolvidas, apresentando formato esférico e aproximadamente 140
um de largura, ainda sem distincdo anatdbmica entre os ductos deferentes
pos-vesiculares e o ducto ejaculatério (Fig. 4D). Nessa fase, os foliculos testiculares
podem ser visualizados através da capsula escrotal, que apresenta aspecto

transparente (Fig. 4D).

®
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Figura 4. Diferentes estagios do desenvolvimento corporal e da anatomia do sistema reprodutor
masculino de Partamona helleri (Apidae). A) Pupa de olho rosa. B) Anatomia do sistema reprodutor em
pupa de olho rosa, com testiculos alongados e delgados envoltos por capsula escrotal (CS), vesiculas
seminais (VS) pouco desenvolvidas, e auséncia de distingao anatdémica entre os ductos deferentes
pos-vesiculares e o ducto ejaculatério. C) Pupa de olho marrom. D) Anatomia do sistema reprodutor em
pupa de olho marrom, com testiculos mais dilatados envoltos por capsula escrotal (CS), foliculos
testiculares (F) evidentes e vesiculas seminais (VS) mais desenvolvidas, em formato esférico; sem
distingdo entre ductos deferentes pods-vesiculares e o ducto ejaculatério. Barras: A, C =1 mm; B, D =
0,2 mm.



Tabela 2 - Caracteristicas morfolégicas e morfométricas do sistema reprodutor masculino de

Partamona helleri em diferentes estagios de desenvolvimento

P. helleri

Estrutura

Testiculos
(formato e dimensoes)

Vesiculas seminais
(formato e dimensoes)

Ductos deferentes pos-
glandulares
(largura)

Ducto ejaculatdrio
(largura)

Pupa de olho rosa

Alongados e delgados;
largura = 40 ym
altura = 580 ym

Pouco desenvolvidas;
largura = 100 pm

sem distin¢do entre os
ductos

sem distin¢do entre os
ductos

Pupa de olho marrom

Mais desenvolvidos;
largura 170-190 ym
altura =780 ym

Formato esférico;
largura = 140 pm

sem distin¢do entre os
ductos

sem distin¢do entre os
ductos

A partir do estagio de pupa
de olho preto e corpo

pigmentado

Ovais;
largura > 860 pm
altura > 1.000 pm

Bem desenvolvidas;
largura > 230 pm

> 100 pm

> 200 pm

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir da fase de pupa de olho preto e corpo pigmentado (Fig. 5A), incluindo
pupas de olho preto e asa pigmentada (Fig. 5B) e adultos recém-emergidos (Fig. 5C),
os testiculos apresentam formato oval, as vesiculas seminais bem desenvolvidas com
230 pm de largura, sendo evidente a diferenciacdo entre os ductos deferentes
pos-vesiculares e o ducto ejaculatério, este ultimo com o dobro da largura do que os
ductos deferentes pods-vesiculares (Fig. 5D-F). Além disso, os quatro foliculos de cada
testiculo, observados apdés a remocdo da capsula escrotal, apresentam maior
dilatacdo e sdo unidos em sua regidao basal ao ducto deferente pré-vesicular (Fig.
6A-B).
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Figura 5. Diferentes estagios do desenvolvimento corporal e da anatomia do sistema reprodutor
masculino de Partamona helleri (Apidae). A) Pupa de olho preto e corpo pigmentado. B) Pupa de olho
preto e asa pigmentada. C) Adulto recém-emergido. D) Anatomia em pupa de olho preto e corpo
pigmentado, com testiculo (T) em formato oval envolto por capsula escrotal, mostrando foliculos (F)
com maior didmetro, e vesicula seminal (VS) oval desenvolvida. E) Anatomia em pupa de olho preto e
asa pigmentada, com testiculo (T) em formato oval envolto por capsula escrotal (CS), vesicula seminal
(VS), ducto deferente pods-vesicular (PoVD) e um ducto ejaculatério (ED) com maior didmetro. F)
Foliculos testiculares (F) sem capsula escrotal, evidenciando ducto deferente pré-vesicular (PrVD) em
pupa de olho preto e corpo pigmentado. Barras: A-C = 1 mm; D-F = 0,2 mm.
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Figura 6. Anatomia do sistema reprodutor masculino de machos recém-emergidos de Partamona
helleri (Apidae). A) Capsula escrotal (CS) envolvendo testiculos formados por quatro foliculos dilatados
(F) e ductos deferentes pré-vesiculares (asterisco), além de vesicula seminais (VS) desenvolvidas,
ductos deferentes pos-vesiculares (PoVD) e um ducto ejaculatério dilatado (ED) externos. Barras: 0,2
mm.

A analise histolégica revelou que pupas de olho rosa de P. helleri apresentam
testiculos constituidos por foliculos com células somaticas e germinativas em
diferentes estagios de desenvolvimento (Fig. 7A-B). Nessa fase, os foliculos
testiculares sdo unidos por uma capsula escrotal que apresenta padrdo epitelial
semelhante ao da bainha peritoneal, dificultando a distingdo entre essas estruturas
(Fig. 7A). Cada foliculo testicular é envolvido por uma bainha peritoneal que varia de
epitélio simples cubico, com nucleos esféricos e predominio de cromatina
descondensada, para epitélio simples pavimentoso com nucleos alongados,
principalmente nas regides de contato entre foliculos adjacentes (Fig. 7A-B).
Diferentes estagios de desenvolvimento de células germinativas sdo observados
dentro dos foliculos e correspondem a zona de maturagdo da espermatogénese,
incluindo a presenca dos espermatocitos primarios, com nucleos volumosos com
predominio de cromatina descondensada (Fig. 7B); os espermatdcitos secundarios,
células menores em comparacdo aos espermatocitos primarios, com nucleos
evidentes e um unico nucléolo (Fig. 7B); e as espermatides organizadas em rosetas,
com nucleos esféricos e predominio de cromatina condensada (Fig. 7B). Os ductos
pré-vesiculares sao constituidos por epitélio com células esféricas com nucleos
esféricos e predominio de cromatina condensada, sem lumen evidente (Fig. 8A).
Vesiculas seminais sdo constituidas por lumen revestido por epitélio simples

prismatico com nucleos esféricos apicais e predominio de cromatina condensada, e
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externamente uma unica camada de bainha peritoneal formada por epitélio simples
pavimentoso com nucleos alongados (Fig. 8B). Conforme descrito anteriormente, os
ductos deferentes pds-vesiculares de pupas de olho rosa ndo sdo anatomicamente
diferenciados, entretanto, histologicamente, esses ductos apresentam Iumen estreito
revestido por epitélio simples cubico com nucleos esféricos e cromatina
predominantemente condensada, sem camada muscular externa evidente (Fig. 8B). O
ducto ejaculatério é constituido por lumen revestido por camada cuticular com epitélio
simples cubico com nucleos esféricos e cromatina predominantemente condensada,

sem camada muscular evidente (Fig. 8C).

A

Figura 7. Micrografias do sistema reprodutor masculino de pupas de olho rosa de Partamona helleri
(Apidae). A) Secéo longitudinal mostrando foliculos testiculares (F) envolvidos por bainha peritoneal
(Sh) e capsula escrotal (CS), ducto deferente pré-vesicular (PrvD) e vesicula seminal (VS),
evidenciando zona de maturacédo (ZM) do foliculo (F). B) Detalhe dos foliculos envolvidos por bainha
peritoneal (Sh) e capsula escrotal (CS), com células somaticas (So), diferentes estagios de
desenvolvimento células germinativas com espermatécitos primarios (setas), evidenciando nucleo (N)
volumoso com predominio de cromatina descondensada e citoplasma (asterisco), espermatdécitos
secundarios (pontas de seta) com nucleos evidentes e um Unico nucléolo, e espermatides organizadas
em rosetas com nucleos esféricos e predominio de cromatina condensada (circulo pontilhado). Barras:
10 um.
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Figura 8. Micrografias do sistema reprodutor masculino de pupas de olho rosa de Partamona helleri
(Apidae). A) Secédo longitudinal dos foliculos testiculares envolvidos por bainha peritoneal (Sh)
evidenciando espermatocitos primarios (setas) com nucleo (N) e citoplasma (asterisco), espermatécitos
secundario em divisdo celular (quadrado pontilhado) e ducto deferente pré-vesicular (PrVD) revestido
por epitélio simples cubico com nucleos esféricos e predominio de cromatina condensada, sem lUmen
evidente (ponta de seta). B) Segdo longitudinal da vesicula seminal constituida por lumen (LU)
revestido por epitélio simples prismatico com nucleos esféricos apicais e predominio de cromatina
condensada, e externamente por bainha peritoneal (Sh) formada de epitélio simples pavimentoso com
nucleos alongados; e ducto deferente pods-vesicular com lumen estreito (asterisco), revestido por
epitélio simples cubico com nucleos esféricos e cromatina predominantemente condensada (quadrado
pontilhado). C) Sec¢éo longitudinal do ducto ejaculatério constituido por Iumen (LU) revestido por
camada cuticular (pontas de seta), epitélio simples cubico com células esféricas e cromatina
predominantemente condensada (seta). Barras: 10 um.

Em pupas de olho marrom, a capsula escrotal e a bainha peritoneal que
revestem os foliculos se distinguem, sendo cada uma formada por epitélio simples
pavimentoso com células de nucleos alongados (Fig. 9A). Nessa fase, os ductos
deferentes pré-vesiculares apresentam lumen estreito contendo material acidofilo,

revestido por células esféricas com limites celulares pouco evidentes (Fig. 9B).
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Figura 9. Micrografias do sistema reprodutor masculino de pupas de olho marrom de Partamona helleri
(Apidae). A) Secgéao longitudinal de foliculos testiculares envoltos por bainha peritoneal (Sh) e capsula
escrotal (CS) formadas por epitélio simples pavimentoso com nucleos alongados, limen com
espermatoécitos primarios (setas) com nucleo volumoso e predominio de cromatina descondensada,
espermatoécitos secundarios (pontas de seta) e espermatides organizadas em roseta com nucleos
esféricos e predominio de cromatina condensada (circulo pontilhado). B) Secao longitudinal do ducto
deferente pré-vesicular com lumen (asterisco) revestido por células esféricas com limites celulares
pouco evidentes e nucleos com predominio de cromatina condensada (seta). Note acimulo de material
acidofilo no lumen. Barras: 10 ym.

Em pupas de olho preto e corpo pigmentado, a espessura da capsula escrotal é
de 8,10 + 3,74 um (4,54-15,6 um). Os foliculos apresentam zona de transformagao com
espermatides em processo de diferenciagdo em espermatozoides flagelados, os quais
sdo organizados em feixes (Fig. 10A-C). Os ductos deferentes pré-vesiculares séo
constituidos por lumen revestido por epitélio simples cubico com nucleos esféricos e
predominio de cromatina descondensada, e externamente por camada muscular
recoberta por bainha peritoneal (Fig. 10D). Nessa fase, esses ductos tornam-se
progressivamente mais dilatados, sendo observado um maior acumulo de material
aciddfilo na porcao apical das células de revestimento interno em comparagao com os
ductos pré-vesiculares de pupas de olho marrom, além da presenga de granulos e

invaginagdes da superficie basal (Fig. 10D).
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Figura 10. Micrografias do sistema reprodutor masculino de pupas de olho preto e corpo pigmentado de
Partamona helleri (Apidae). A) Sec¢ao longitudinal do testiculo com foliculos testiculares envolvidos por
bainha peritoneal (Sh) e capsula escrotal (CS) evidenciando feixes de espermatozoides (setas) e
algumas células somaticas (pontas de seta); além do ducto deferente pré-vesicular (quadrado
pontilhado); e vesicula seminal constituida por lumen (LU), revestido por epitélio simples cubico com
nucleos esféricos, e externamente por camada muscular (M) recoberta por bainha peritoneal (Sh)
formada por epitélio simples pavimentoso. B) Detalhe dos foliculos com feixes de espermatozoides
(quadrado pontilhado) e algumas células somaticas (pontas de seta) C) Detalhe dos feixes de
espermatozoides com nucleos (asterisco) e algumas células somaticas (pontas de seta). D) Detalhe do
ducto deferente pré-vesicular constituido por lumen (LU), revestido por epitélio simples cubico com
nucleos esféricos e predominio de cromatina descondensada (seta), e externamente por camada
muscular (M) recoberta por bainha peritoneal (Sh). Note acumulo de material aciddéfilo (asterisco) no
lumen, presencga de granulos (ponta de seta) e invaginagbes da superficie basal (IN). Barras: 10 uym.

As vesiculas seminais de pupas de olho preto e corpo pigmentado sao
constituidas por lumen revestido por epitélio simples cubico com nucleos esféricos,
predominio de cromatina descondensada e nucléolos evidentes, além de uma camada
muscular espessa de 32,5 + 23,8 um (9,39-95,7 um) com nucleos esféricos e cromatina

descondensada (Fig. 11A). Essas células epiteliais de revestimento das vesiculas
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seminais apresentam invaginagbes da superficie basal e é observado acumulo de
material acidéfilo na porgcao apical (Fig. 11A). Os ductos deferentes pds-vesiculares
apresentam lumen preenchido por material basofilo, revestido por epitélio simples
cubico com nucleos esféricos, predominio de cromatina descondensada e nucléolos
evidentes, além invaginagdes da membrana basal e uma camada muscular externa
(Fig. 11B). O ducto ejaculatoério segue o padrao observado nas fases anteriores, sendo
constituido por lumen revestido por camada cuticular, epitélio simples cubico com

nucleos esféricos e cromatina descondensada, além da camada muscular externa.

i W

Figura 11. Micrografias do sistema reprodutor masculino de pupas de olho preto e corpo pigmentado de
Partamona helleri (Apidae). A) Vesicula seminal constituida por limen (LU) revestido por epitélio
simples cubico com nucleos esféricos, predominio de cromatina descondensada e nucléolos evidentes
(seta), e externamente por camada muscular (M) com nucleos esféricos e cromatina descondensada
(ponta de seta). Note acumulo de material acidéfilo na superficie apical (asterisco) e invaginagdes da
superficie basal (IN). B) Segao longitudinal do ducto deferente pds-vesicular constituido por limen (LU)
preenchido por material basodfilo, revestido por epitélio simples cubico com nucleos esféricos,
predominio de cromatina descondensada (setas), e externamente por camada muscular (M). Note a
liberagdo de material basdfilo na porgédo apical das células de revestimento (asterisco) e invaginagdes
da superficie basal (IN). Barras: 10 ym.

Em pupas de olho preto e asa pigmentada, a espessura da capsula escrotal é
de 10,4 + 4,23 pm (5,67-22,8 pm). Os foliculos testiculares com vesiculas
citoplasmaticas na porgéo posterior dos flagelos e material amorfo unindo os
espermatozoides em feixes nos foliculos testiculares tornam-se evidentes (Fig.
12B-C). Além disso, os ductos deferentes pré-vesiculares passam a ser preenchidos
por feixes de espermatozoides, ndo sendo mais observados acumulo de material
aciddfilo na porgcao apical das células epiteliais, granulos citoplasmaticos ou
invaginagdes da superficie basal (Fig. 13A). As vesiculas seminais apresentam
poucos espermatozoides livres no lumen juntamente com material acidofilo
proveniente da porgao apical das células epiteliais (Fig. 13B). Em comparagao com a
fase anterior, os ductos deferentes pds-vesiculares apresentam maior diametro do
[bmen com 19,1 + 7,95 ym (11,6-34,0 pm) (Fig. 13C). O ducto ejaculatorio é
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constituido por lumen revestido por camada cuticular sustentada por epitélio simples
cubico com nucleos esféricos alguns com predominio de cromatina descondensada e

outros condensada, sendo recoberto por uma camada muscular (Fig. 13D).

Figura 12. Micrografias do testiculo de pupas de olho preto e asa pigmentada de Partamona helleri
(Apidae). A) Segéao longitudinal mostrando foliculos testiculares envoltos por bainha peritoneal (Sh) e
capsula escrotal (CS) contendo feixes de espermatozoides (circulo pontilhado) e células somaticas
(pontas de seta). B) Detalhe do lumen do foliculo mostrando células somaticas (pontas de seta), e
feixes de espermatozéides (seta) com nucleo (asterisco) e flagelos (fg) contendo vesiculas
citoplasmaticas na porgao posterior (quadrado pontilhado). C) Feixes de espermatozoides unidos por
capa de material amorfo (setas), bem como os nucleos (asteriscos) e flagelos (Fg). Barras: 10 ym.
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Figura 13. Micrografias do sistema reprodutor masculino de pupas de olho preto e asa pigmentada de
Partamona helleri (Apidae). A) Secdo longitudinal do ducto deferente pré-vesicular constituido por
limen, preenchido por feixes de espermatozoides (asterisco), revestido por epitélio simples cubico com
nucleos esféricos e predominio de cromatina descondensada e nucléolos evidentes (setas). B) Se¢ao
longitudinal da vesicula seminal constituida por limen (LU) revestido por epitélio simples cubico com
nucleos esféricos, predominio de cromatina descondensada e nucléolos evidentes (pontas de seta) e
revestimento externo por camada muscular (M) com células de nucleos alongados (setas) recoberta
por bainha peritoneal (Sh) formada por epitélio simples pavimentoso. C) Transigdo entre a vesicula
seminal e o ducto deferente pds-vesicular (PoVD) constituido por limen preenchido por material
basdfilo, revestido por epitélio simples cubico com nucleos esféricos, predominio de cromatina
descondensada e nucléolos evidentes (quadrado pontilhado). D) Segdo longitudinal do ducto
ejaculatorio constituido por l[imen (LU), revestido por camada cuticular (ponta de seta) sustentada por
epitélio simples cubico com nucleos esféricos (seta) recoberta por camada muscular (M). Barras: 10
pm.

Em adultos recém-emergidos, a capsula escrotal e a bainha peritoneal dos
foliculos apresentam aspecto delgado e homogéneo, sem limites celulares ou nucleos
evidentes (Fig. 14A). As vesiculas seminais apresentam lumen parcialmente
preenchido por espermatozoides e nucleos das células do epitélio de revestimento do
[lumen apresentam reducdo de tamanho em comparagao as fases anteriores (Fig.
14B).
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Figura 14. Micrografias do sistema reprodutor masculino de machos recém-emergidos de Partamona
helleri (Apidae). A) Secéo longitudinal do testiculo evidenciando foliculos testiculares com feixes de
espermatozoides (quadrado pontilhado) e células somaticas (pontas de seta). B) Vesicula seminal
constituida por lumen (LU), preenchido por feixes de espermatozoides, revestido por epitélio simples
cubico (ep) com nucleo esféricos, predominio de cromatina descondensada (ponta de seta), e
externamente por camada muscular (M) recoberta por bainha peritoneal (Sh) formada por epitélio
simples pavimentoso. Note acumulo de material acidéfilo na regido apical das células epiteliais de
revestimento (asterisco) e invaginagdes da superficie basal (IN). Barras: 10 uym.

4 DISCUSSAO

A anatomia geral dos sistemas reprodutores masculinos é diferente entre A.
cupreola e P. helleri. Em adultos de A. cupreola, o sistema reprodutor masculino
apresenta capsula escrotal envolvendo ambos os testiculos e vesiculas seminais,
formando uma unidade globular, enquanto as glandulas acessorias, os ductos
deferentes pods-glandulares e o ducto ejaculatério permanecem organizados
externamente, similar ao observado em outros Halictidae, como Megalopta sp., N.
melanderi e P. graminea (Ferreira et al., 2004), evidenciando uma conservagéo
morfolégica do grupo. Entretanto, difere do observado em machos recém-emergidos
de P. helleri, os quais apresentam um par de testiculos, separados entre si, ductos
deferentes, vesiculas seminais € um ducto ejaculatério, sem glandulas acessorias.
Essa auséncia de glandulas acessoérias em meliponineos tem sido associada ao
comportamento monandrico, no qual rainhas copulam com um udnico macho
(Colonello; Hartfelder, 2005). Além disso, segundo Ferreira et al. (2004), a dindmica
evolutiva do sistema reprodutor masculino das abelhas segue a tendéncia de
transicdo de testiculos encapsulados, caracteristica observada em grupos mais
similares ao ancestral, para testiculos separados entre si em grupos mais derivados.
Essa tendéncia evolutiva corrobora com o observado em individuos de A. cupreola,
com capsula escrotal englobando ambos testiculos, e em P. helleri, com testiculos

separados.
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A diferenca observada nos epitélios que constituem as capsulas escrotais de A.
cupreola e P. helleri pode ser associada a diferentes niveis de atividade funcional e
organizacao estrutural. Em machos de A. cupreola, o epitélio constituido por células
com nucleos com cromatina descondensada e nucléolos evidentes é similar ao
observado na vespa parasitoide Diachasmimorpha Ilongicaudata Ashmead
(Hymenoptera: Braconidae) (Souza et al., 2021). Embora D. longicaudata apresente
produgao continua de espermatozoides, a similaridade entre os epitélios das capsulas
escrotais de ambas espécies pode indicar a ocorréncia de processos relacionados a
sintese proteica e a manutencéo tecidual, uma vez que a presenca de nucleos com
cromatina descondensada e nucléolos evidentes é associada a uma intensa atividade
transcricional e producao de RNA ribossomal (Gomes et al., 2012; Araujo et al.,
2020).

Em machos de P. helleri, a capsula escrotal e a bainha peritoneal sofrem
modificagdes graduais ao longo do desenvolvimento do sistema reprodutor masculino.
Nas fases de pupa de olho rosa e de olho marrom, a variagao de epitélio simples
cubico, com nucleos esféricos e predominio de cromatina descondensada, para
epitélio simples pavimentoso com nucleos alongados sugere uma transicdo de
regides de maior atividade metabdlica para uma funcdo predominantemente de
revestimento. Alteragdes morfolégicas semelhantes também foram observadas no
epitélio das vesiculas seminais de Scaptotrigona xanthotricha Moure (Apidae:
Meliponini) durante o desenvolvimento (Araujo et al., 2020). Em pupas de olho preto e
corpo pigmentado e de olho preto e asa pigmentada, a capsula escrotal e a bainha
peritoneal formam estruturas bem delimitadas, ambas constituidas por epitélio simples
pavimentoso, sugerindo uma condi¢gao intermediaria com mudanga completa na
organizagao estrutural e uma redugéo da atividade metabdlica dessas células, sendo
similar ao observado em machos recém-emergidos de Melipona mondury Smith
(Apidae: Meliponini) (Lima et al., 2006). Em adultos recém-emergidos de P. helleri, a
capsula escrotal e a bainha peritoneal apresentam aspecto delgado e homogéneo,
sem limites celulares ou nucleos evidentes, condicdo que pode estar relacionada aos
estagios que antecedem a degeneracao testicular descrita para outros Hymenoptera
(Allard et al., 2011; Klein et al., 2021).

Testiculos com quatro foliculos testiculares envolvidos individualmente por uma
bainha peritoneal em P. helleri seguem o padrdo observado em outras espécies de

Meliponini (Cruz-Landim et al., 1980). No geral, familias de abelhas mais similares ao
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ancestral, como Colletidae, Andrenidae e Halictidae, apresentam trés foliculos em
cada testiculo (Ferreira et al., 2004). Em Apidae, a maioria das espécies apresenta
quatro foliculos por testiculo, sendo o género Apis Linnaeus um dos exemplos mais
extremos, podendo apresentar mais de 250 foliculos (Kapil, 1962; Klein et al., 2021).
Esse aumento no numero de foliculos testiculares tem sido associado a uma
tendéncia evolutiva de aumento da produgdo de espermatozoides (Ferreira et al.,
2004).

Em A. cupreola, parte do interior da capsula escrotal, constituido por
aglomerados desorganizados de células, sem delimitacdo evidente e com nucleos
pleomdérficos, sugere degeneragao dos foliculos apds término da espermatogénese.
Esse padrao é associado a espécies com produgdo uUnica de espermatozoides
(Cruz-Landim; Dallacqua, 2002; Araujo et al., 2020; Klein et al., 2021), indicando que
os machos analisados de A. cupreola se encontravam em estagio avangado de
maturagdo sexual. O processo de degeneracdo dos testiculos apés o término da
espermatogénese e transferéncia dos espermatozoides para as vesiculas seminais, &
observado em diferentes grupos de Hymenoptera, como espécies de abelhas
solitarias e sociais (Araujo et al., 2010; Klein et al., 2021), vespas sociais (Vespidae)
(Moors et al., 2009), e formigas (Formicidae) (Wheeler; Krutzsch, 1992; Allard et al.,
2011). Em abelhas, esse processo tem sido associado a reabsorgao testicular para
nutricdo do adulto (Cruz-Landim; Dallacqua, 2002).

Mudancgas graduais na anatomia do sistema reprodutor masculino de P. helleri
observadas ao longo do desenvolvimento pupal até a fase de adulto recém-emergido
evidenciam o processo continuo de maturacao estrutural e fisiolégica até o0 momento
de maturidade sexual para a copula, também foram observadas em A. mellifera e S.
xanthotricha (Araujo et al., 2020; Klein et al., 2021). Em P. helleri, pupas de olho rosa,
com testiculos alongados e delgados e vesiculas seminais pouco desenvolvidas, e
pupas de olho marrom, com testiculos de maior didmetro e vesiculas seminais mais
desenvolvidas e de formato esférico, evidencia o processo continuo de diferenciagao
morfolégica do sistema reprodutor masculino ao longo do desenvolvimento pupal.
Nesses estagios pupais, a auséncia de distincdo anatdbmica entre os ductos
deferentes poés-vesiculares e o ducto ejaculatério evidenciam que o processo de
diferenciacao dessas estruturas ainda nao esta completo. Esse padrao € compativel
com a origem ectodérmica do ducto ejaculatério e com o desenvolvimento dos ductos

deferentes, os quais se estendem posteriormente e se conectam a invaginagao
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ectodérmica do disco imaginal (Heming, 2003; Cruz-Landim, 2009), indicando que a
maturagao do ducto ejaculatério ocorre de forma tardia no periodo pés-embrionario. A
partir da fase de pupa de olho preto e corpo pigmentado, incluindo pupas de olho
preto e asa pigmentada e adultos recém-emergidos, os testiculos apresentam formato
oval e as vesiculas seminais bem desenvolvidas e ovais, sendo evidente a
diferenciagao entre os ductos deferentes pos-vesiculares e o ducto ejaculatério, o que
indica um estagio mais avangcado de maturagdo morfolégica do sistema reprodutor
masculino, similar ao observado em outros meliponineos (Brito et al., 2010; Ferreira et
al., 2019; Araujo et al., 2020).

Neste estudo, os foliculos testiculares de P. helleri, observados em diferentes
estagios pupais e constituidos por células somaticas e germinativas em diferentes
estagios de desenvolvimento, sugerem que a espermatogénese ocorre
predominantemente durante o estagio pupal, conforme descrito para Hymenoptera
(Cruz-Landim et al., 1980; Cruz-Landim; Dallacqua, 2002). Em pupas de olho rosa e
olho marrom P. helleri, a presenca de espermatocitos primarios, espermatocitos
secundarios e espermatides, caracteriza a zona de maturacdo e redugao da
espermatogénese, indicando intensa atividade meidtica durante essas fases do
desenvolvimento (Cruz-Landim, 2009; Chapman, 2013). Nessa zona, o0s
espermatocitos primarios se dividem em espermatocitos secundarios por meio da
primeira divisdo meibtica, os quais subsequentemente dao origem as espermatides
apos uma segunda divisdo meidtica, padrdo observado em Hymenoptera
(Cruz-Landim, 2009).

Em pupas de olho preto e corpo pigmentado e em adultos recém-emergidos de
P. helleri, a presenca de espermatides em processo de diferenciacdo em
espermatozoides flagelados caracteriza a zona de transformacdo (Buning, 1994),
indicando que os estagios finais da espermatogénese dessa espécie ocorrem nesse
estagio do desenvolvimento pupal. Esses espermatozoides tém sua origem a partir de
um mesmo cisto espermatico, no qual as células germinativas se desenvolvem de
forma sincronizada, e portanto sdo organizados em feixes (Cruz-Landim et al., 1980).
Esses feixes de espermatozoides apresentam vesiculas citoplasmaticas em sua
porcao posterior, sendo estas associadas a eliminagao de citoplasma residual durante
a diferenciagcdo das espermatides (Sperry, 2012), como observado em machos

recém-emergidos de M. mondury (Lima et al., 2006).



33

A partir da fase de pupa de olho preto e asa pigmentada de P. helleri, os feixes
de espermatozoides apresentam uma capa amorfa, que tem sido reportada como
sendo de natureza glicoproteica e derivada de produtos das células cisticas
associadas ao desenvolvimento das células germinativas e a manutengcdo da
organizagdo dos espermatozoides durante os estagios finais da espermatogénese
(Higginson; Pitnick, 2011; Burnett; Heinze, 2014). Em Friesella schrottkyi Friese
(Apidae: Meliponini), os feixes de espermatozoides apresentam capa glicoproteica
apenas a partir do nono dia apés emergéncia (Brito et al., 2010). Essa diferencga
temporal entre os representantes de Meliponini pode ser associada a formacao e
maturagcao prévia dos feixes de espermatozoides em P. helleri, indicando um
adiantamento na maturagcdo sexual da espécie. Diferencas no periodo necessario
para a maturacao sexual sao relatadas entre espécies de abelhas e refletem distintas
estratégias de desenvolvimento reprodutivo (Tasei et al., 1998; Lima et al., 2006; Klein
etal., 2021).

Os ductos deferentes pré-vesiculares de A. cupreola, com poucos
espermatozoides livres no lumen e epitélio desorganizado, sem delimitagao celular
evidente e com material nuclear desestruturado, sugerem reducdo da atividade celular
e perda da funcionalidade estrutural (Araujo et al., 2020). Essas caracteristicas
observadas nos ductos deferentes pré-vesiculares podem ser associadas diretamente
ao processo de degeneracao observado nos foliculos, o qual se estenderia para os
ductos apo6s transporte total dos espermatozoides para as vesiculas seminais
(Dallacqua; Cruz-Landim, 2003; Cruz-Landim, 2009).

Em P helleri, os ductos deferentes pré-vesiculares apresentam mudancas
progressivas na dilatagdo do lumen e na morfologia das células epiteliais ao longo do
desenvolvimento, incluindo alteragcdes no padrao de condensagao da cromatina e na
evidéncia dos nucléolos, sugerindo variagbes na atividade metabdlica dessas células
durante a maturagcdo do sistema reprodutor masculino (Lodish et al., 2021). O
predominio de cromatina condensada no epitélio dos ductos deferentes
pré-vesiculares de pupas de olho rosa e olho marrom de P. helleri indica menor
atividade transcricional, enquanto a presenca de cromatina descondensada e
nucléolos evidentes a partir da fase de pupa de olho preto e corpo pigmentado sugere
aumento da atividade metabdlica e sintética do epitélio (Araujo et al., 2020).

Da fase de pupa de olho preto e corpo pigmentado até adultos

recém-emergidos de P. helleri, a presenga de invaginagdes da superficie basal,
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presenca de granulos e o acumulo de material acidofilo na porgao apical das células
epiteliais dos ductos deferentes pré-vesiculares sao similares ao observado em pupas
de Melipona bicolor bicolor Lepeletier (Apidae: Meliponini) (Cruz-Landim, 2009).
Essas caracteristicas podem reforcar a interpretacdo de aumento da atividade
metabodlica em comparagdo com as fases anteriores e sugerir maior atividade
secretora do epitélio durante a maturagao sexual dos machos de P. helleri. Em outras
espécies de abelhas, como S. xanthotricha e M. bicolor bicolor, a producdo de
substancias durante a maturacdo sexual ocorre predominantemente no epitélio da
vesicula seminal, sendo observada também em ductos deferentes pré e
pos-vesiculares (Dallacqua; Cruz-Landim, 2003; Araujo et al., 2020). Portanto, essa
atividade secretora pode estar relacionada a manutengcdo e transporte dos
espermatozoides pelo sistema reprodutor masculino, uma vez que a produgao dessas
substancias tem inicio antes da chegada dos feixes espermaticos aos ductos
deferentes pré-vesiculares, como também observado em M. bicolor bicolor
(Dallacqua; Cruz-Landim, 2003). Além disso, essas secregcbes podem estar
associadas a manutengdo da viabilidade e desempenho reprodutivo apos a
transferéncia dos espermatozoides para a fémea (Dallacqua; Cruz-Landim, 2003).

A partir da fase de pupa de olho preto e asa pigmentada, ha auséncia de
acumulo de material acidéfilo na porgcdo apical das células epiteliais, de granulos
citoplasmaticos e de invaginacbes da superficie basal nos ductos deferentes
pré-vesiculares, sugerindo redugéo da atividade secretora. Além disso, a presenga de
feixes espermaticos sugere que a espermatogénese se encontra em seus estagios
finais, com a producao e diferenciagao dos espermatozoides concluidas em parte dos
foliculos (Brito et al., 2010; Higginson; Pitnick, 2011).

As vesiculas seminais de adultos de A. cupreola, constituidas por lumen
preenchido por espermatozoides livres, revestido por epitélio simples cubico com
nucleos esféricos basais com predominio de cromatina condensada e acumulo de
material basdfilo, e externamente por camada muscular, sugerem fungao
predominantemente relacionada ao armazenamento dos espermatozoides, como
observado em espécies de abelhas (Kapil, 1962), vespas (Moreira et al., 2008) e
formigas (Allard et al., 2011). Embora o epitélio das vesiculas seminais de A. cupreola
nao apresente evidéncias morfoldgicas de atividade secretora em adultos com estagio
avancado de maturacdo sexual, como a presencga de vesiculas citoplasmaticas e de

invaginagdes da membrana basal descritas para as abelhas solitarias Thygater analis
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Lepeletier e Melitoma segmentaria Fabricius (Apidae: Apinae) (Araujo et al., 2010), a
presenca de material baséfilo no lumen, por sua vez, pode sugerir que durante a
maturagcao sexual, houve a producdo e o acumulo de substancias pelas células
epiteliais, as quais sdo posteriormente sdo relacionadas a fungdo de armazenamento.

Em P helleri, mudangas histologicas observadas em vesiculas seminais ao
longo do desenvolvimento pupal até a fase de adulto recém-emergido também sao
relatadas para outras abelhas-sem-ferrao (Lima et al., 2006; Brito et al., 2010; Ferreira
et al., 2019; Araujo et al., 2020). Vesiculas seminais de pupas de olho rosa e olho
marrom de P. helleri, constituidas por epitélio simples prismatico com nucleos
predominantemente ricos em cromatina condensada, sdo semelhantes as de pupas
de olho rosa de S. xanthotricha; entretanto, nesta ultima espécie os nucleos
apresentam cromatina descondensada, indicando maior atividade celular (Araujo et
al., 2020). O aumento da atividade epitelial em machos de P. helleri ocorre apenas a
partir da fase de pupa de olho preto e corpo pigmentado, sendo similar ao descrito
anteriormente para ductos deferentes pré-vesiculares. Ademais, assim como nos
ductos deferentes pré-vesiculares, essas caracteristicas podem reforcar a
interpretacdo de aumento da atividade metabdlica em comparagdo com as fases
anteriores e sugerir uma atividade secretora do epitélio durante a maturagao sexual
dos machos de P. helleri, similar ao observado em machos de Melipona quadrifasciata
Lepeletier (Apidae: Meliponini) (Ferreira et al., 2019).

Em P. helleri, a presenga de epitélio simples cubico e o preenchimento das
vesiculas seminais por espermatozoides em adultos recém-emergidos com até dois
dias de idade sugerem uma maturagcdo sexual mais precoce. Em contraste, em S.
xanthotricha, a transi¢cao para um epitélio simples cubico ocorre apenas em adultos
com cinco dias apds a emergéncia, enquanto o preenchimento das vesiculas por
espermatozoides é observado aos seis dias (Araujo et al., 2020). Mudangas na
organizagcao epitelial de vesiculas seminais, associadas a transicdo de fungao
secretora para armazenamento de espermatozoides, foram descritas para outras
espécies de Meliponini, porém com cronologia de maturagédo diferente (Lima et al.,
2006; Brito et al., 2010; Ferreira et al., 2019). Em M. mondury e F. schrottkyi, o
preenchimento das vesiculas seminais por espermatozoides ocorre aos quatro e nove
dias pds-emergéncia, respectivamente (Lima et al., 2006; Brito et al., 2010). Essas
diferencas indicam variagao interespecifica na velocidade de maturagéo das vesiculas

seminais durante o desenvolvimento sexual desses machos.
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Além disso, machos recém-emergidos com epitélio das vesiculas seminais
apresentando reducdao no acumulo de material acidéfilo na porcdo apical, nas
invaginagdes da superficie basal e no tamanho dos nucleos, pode sugerir uma
reducao da atividade metabdlica do epitélio. Banin et al. (2005) relatam que o epitélio
das vesiculas seminais de machos adultos de P. helleri apresentam projecoes
semelhantes a microvilosidades e grande quantidade de pequenas mitocondrias na
regido apical das células de revestimento interno, além de nucleos com agregados de
cromatina e inumeras inclusées similares a figuras mielinicas. Em conjunto, essas
caracteristicas sugerem que o epitélio das vesiculas seminais de P. helleri apresenta
0 pico de atividade durante as etapas finais do estagio de pupa, seguido por uma
diminuigdo gradual de sua atividade metabdlica apds o estabelecimento do
armazenamento de espermatozoides, similar ao observado em machos de M.
quadrifasciata (Ferreira et al., 2019).

Em machos adultos de A. cupreola, os ductos deferentes pds-vesiculares e
pos-glandulares s&o constituidos por lumen revestido internamente por epitélio
simples cubico com nucleos esféricos, sendo similares ao observado nos ductos de S.
xanthotricha e diferentes espécies do género Centris (Apidae) (Araujo et al., 2010;
Gomes et al.,, 2012). Em P. helleri, a partir da fase de pupa de olho preto e corpo
pigmentado, os ductos deferentes pds-vesiculares apresentam epitélio simples cubico
com nucleos esféricos, predominio de cromatina descondensada e nucléolos
evidentes, indicando aumento da atividade transcricional das células epiteliais.
Associada a essas caracteristicas, a presenga de material basofilo no lumen sugere o
inicio do acumulo de substancias na regiao, possivelmente relacionado ao processo
de maturagdo funcional dos ductos deferentes pods-vesiculares, o que também é
observado em S. xanthotricha (Araujo et al., 2020). Ademais, a presenca de
invaginagdes da superficie basal a partir da fase de pupa de olho preto e asa
pigmentada, sugere o aumento da atividade metabdlica e possivel participagdo do
epitélio na composigdo do conteudo secretado para o lumen, similar ao observado a
partir da fase de pupas de olho marrom em S. xanthotricha (Araujo et al., 2020). A
similaridade morfofuncional entre os ductos deferentes pré-vesiculares, as vesiculas
seminais e os ductos deferentes pds-vesiculares pode estar associada a origem das
vesiculas seminais como dilatagao dos ductos deferentes, caracteristica observada na
maioria dos Hymenoptera (Kapil, 1962; Moreira et al., 2008; Liu et al., 2017), o que

pode explicar a ocorréncia de atividade secretora ndo apenas nas vesiculas seminais,
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mas também nos ductos deferentes pré- e pds-vesiculares durante a maturacao
sexual.

Alguns estudos abordam a composicao e a funcdo do material presente nos
ductos deferentes e nas vesiculas seminais, ou ainda, as alteragdes morfologicas e
histolégicas do epitélio dessas estruturas ao longo da maturagdo sexual em espécies
de Meliponini (Dallacqua; Cruz-Landim, 2003; Araujo et al., 2005; Brito et al., 2010;
Ferreira et al., 2019). Em vesiculas seminais de machos adultos de M. bicolor bicolor
e S. xanthotricha, os espermatozoides estdo embebidos em material amorfo no
[lumen, o qual tem sido sugerido como um produto secretorio associado a sua
manutengado (Dallacqua; Cruz-Landim, 2003; Araujo et al., 2005). Além disso, em F.
schrottkyi foram descritas modificagdes morfologicas e histoldgicas do epitélio das
vesiculas seminais, incluindo a ocorréncia de secrecao holécrina (Brito et al., 2010),
enquanto em M. quadrifasciata, juntamente com as modificagbes morfolégicas e
histolégicas dessas estruturas, foram observadas alteragdes na presenca de
carboidratos, lipidios e proteinas associadas ao revestimento epitelial das vesiculas
seminais ao longo da maturagcao sexual dos machos (Ferreira et al., 2019). Essas
caracteristicas e aquelas aqui observadas em P. helleri reforcam a necessidade de
estudos adicionais sobre o desenvolvimento pds-embrionario dos ductos deferentes e
vesiculas seminais para a elucidagao de suas modificacbes morfoldgicas, histolégicas
e funcionais ao longo da maturacdo sexual dos machos de meliponineos, uma vez
que essas abelhas ndo apresentam glandulas acessorias.

As glandulas acessérias de machos adultos de A. cupreola constituidas por
lumen preenchido por material acidéfilo, revestido internamente por epitélio simples
cubico com nucleos esféricos e externamente por camada muscular, sao similares ao
observado em machos adultos da abelha solitaria 7. analis (Araujo et al., 2010). Em
contraste, as glandulas acessoérias de M. segmentaria e de outras espécies de
Hymenoptera, sédo constituidas por epitélio prismatico com nucleos esféricos e
externamente por camada muscular (Ball; Vinson, 1984; Araujo et al., 2010; Silva et
al., 2024). Essas diferengcas evidenciam variagdo interespecifica das glandulas
acessoérias, associada ao estagio de desenvolvimento do inseto e ao tipo de secrecao
produzida, além de variagdes previamente descritas quanto ao tamanho, origem
embrionaria, formato e quantidade dessas glandulas em insetos (Happ, 1984).

Em A. cupreola e P. helleri, os ductos deferentes mais posteriores,

pos-glandulares e pds-vesiculares, respectivamente, unem-se formando um unico
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ducto ejaculatério, constituido por um Iumen revestido por cuticula, epitélio simples
cubico com nucleos esféricos e recoberto externamente por uma camada muscular,
sendo similar ao observado nas abelhas solitarias M. segmentaria e T. analis (Araujo
et al., 2010) e na formiga Solenopsis invicta Buren (Formicidae) (Ball; Vinson, 1984).
No geral, os ductos ejaculatérios de insetos, por apresentarem origem ectodérmica,
sao revestidos internamente por cuticula produzida pelo epitélio simples subjacente,
podendo apresentar regides com diferenciagcao glandular (Chapman, 2013). Ademais,
diferentemente do observado em A. cupreola e P. helleri em espécies como A.
mellifera e M. bicolor bicolor a camada muscular externa nédo € formada (Dallacqua;
Cruz-Landim, 2003; Cruz-Landim, 2009), o que pode indicar uma variagao
interespecifica na estratégia de condugcdo dos espermatozoides durante a cépula.
Essa variagcdo pode estar relacionada a auséncia de necessidade de contracdo ao
redor do ducto ejaculatorio, uma vez que a pressdao gerada pela contragdo da
musculatura das vesiculas seminais e dos proprios ductos deferentes durante a
copula seria suficiente para a propulsdo do sémen (Bishop, 1920). Além disso, em A.
cupreola, a dilatagdo do ducto ejaculatério € semelhante a dos ductos deferentes,
entretanto, em P. helleri, o ducto ejaculatorio é mais dilatado em relagdo aos ductos
deferentes. Variagdes anatdbmicas no ducto ejaculatério de diferentes espécies de
abelhas tém sido associadas a uma tendéncia evolutiva de aumento do tamanho e da
complexidade dessa estrutura (Ferreira et al., 2004).

Em conjunto, este trabalho descreve a anatomia e a histologia dos sistemas
reprodutores masculinos de A. cupreola e P. helleri. O sistema reprodutor masculino
de A. cupreola segue o padrdo observado em Halictidae e difere do descrito para
Meliponini. Em P. helleri, a descricdo e analise das mudancas graduais na morfologia
do sistema reprodutor masculino, desde o estagio de pupa de olho rosa até machos
recém-emergidos, evidencia o processo de maturagdo sexual dos machos e amplia o
conhecimento sobre o desenvolvimento reprodutivo das abelhas. Por fim, os
caracteres dos sistemas reprodutores masculinos de A. cupreola e P. helleri descritos
neste estudo evidenciam o potencial taxonémico em estudos de abelhas, corroboram
estudos prévios e ampliam o conhecimento sobre a historia natural e a biologia

reprodutiva desses insetos.
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