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APRESENTACAO GERAL

Esta dissertacdo € apresentada em dois capitulos, composta por: (1) Resisténcia a
dessecagdo em ovos de Micrathyria hesperis e Perithemis mooma (Odonata:
Libellulidae) e (2) Morfologia dos ovos de duas espécies de libélulas neotropicais:
Micrathyria hesperis e Miathyria simplex (Odonata: Libellulidae). A ideia geral dessa
dissertacdo € investigar se 0s ovos de espécies de Odonata neotropicais adquiriram
resisténcia a dessecacgdo, através de uma forca seletiva gerada pelos periodos de seca
sobre os tracos adaptativos dos ovos de Odonata e descrever as caracteristicas
ultraestruturais e histoquimica de ovos de duas espécies neotropicais: M. hesperis e M.
simplex. A formatacdo de ambos capitulos foi baseada nas normas da Revista

Environmental Entomology.

RESUMO

As espécies da ordem Odonata estdo distribuidas em diversos tipos de corpos
d’agua, estando presentes em riachos, lagos e tanques. Varias delas sdo encontradas em
tanques de fazendas de piscicultura, que proporcionam um excelente habitat secundario
para 0 desenvolvimento das espécies. No entanto, as larvas geram diversos prejuizos
aos piscicultores, e a principal razdo disso é devido a predacao dos alevinos pelas larvas
de Odonata que habitam os tanques. Durante o periodo de transi¢do de uma atividade a
outra, os piscicultores esvaziam o0s tanques no intuito de eliminar possiveis doencas e
predadores, entre eles, as larvas de Odonata. Logo ap0s o re-enchimento dos tanques,
tém se observado que os ovos de Odonata se desenvolvem rapidamente, nos levando a
formular a hipotese de que as espécies passaram por uma pressao seletiva que levou a

evolucdo ovos mais resistentes a dessecagdo. NOs iremos, entdo, testar o efeito da



dessecacdo experimentalmente em laboratorio nos ovos de duas espécies de Odonata
neotropicais: Micrathyria hesperis e Perithemis mooma. As taxas de eficiéncia de
eclosdo mostram que ambas espécies deste estudo ndo sofrem efeito da auséncia de
agua sobre a eclosdo das larvas. Esse resultado suporta a hipdtese que os ovos das
espécies de Odonata que habitam ambientes aquaticos temporarios apresentam tragos
adaptativos que maximizam a sobrevivéncia dos imaturos nos ambientes efémeros. As
espécies Micrathyria hesperis e Perithemis mooma sdo distantes filogeneticamente,

indicando que a resisténcia a dessecacao pode estar distribuida na Ordem Odonata.

Palavras-chave: Dessecacdo, Libellulidae, Odonata, ovos, pressao de selecdo

ABSTRACT

The Odonata species are distributed along with all kinds of water bodies, being
present in streams, lakes, and ponds. Many of them can be found found in fish farming
ponds, which provide excellent secondary habitats for species development. However,
the larvae provide economic losses to the fish farmers, and the major reason is due to
immature fish predation by the Odonata larvae which habit the ponds. During the ponds
transition from an activity to another, the fish farmers drain out the ponds, aiming the
elimination of pathogens and among them, the Odonata larvae. After the ponds refill, it
has been observed in previous studies that the Odonata eggs develop rapidly, leading us
to formulate the hypothesis which the species had gone through a selective pressure,
which led to the evolution of more resistant eggs to desiccation. We will then,
experimentally test the effect of the desiccation in the laboratory studying two
neotropical Odonata species: Micrathyria hesperis (Ris 1911) and Perithemis mooma
(Kirby, 1889). The hatch efficiencies showed that both species of this study do not

suffer the effect of the water absence upon the larvae hatching. This result upholds the



hypothesis that eggs from Odonata species in which habitat temporary water bodies
exhibit adaptive traits that maximize de immature survival in ephemerous environments.
The species Micrathyria hesperis and Perithemis mooma are phylogenetically distant,
indicating the desiccation resistance could be distributed among the Odonata.

Keywords: Desiccation, eggs Libellulidae, Odonata, selective pressure



INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento das libélulas esta associado as condi¢des ambientais em que
elas estdo inseridas, onde a temperatura do ambiente e a disponibilidade de agua e luz
estdo ligadas diretamente em seu desenvolvimento desde o seu estagio imaturo até sua
fase adulta (De Marco et al. 2015, Oliveira-Junior et al. 2017). Apos a copula entre um
macho e uma fémea de Odonata, a fémea deposita seus ovos em corpos d’agua,
podendo ser tanto em tecidos das plantas aquaticas como na coluna d’agua. Os ovos
entdo, iniciam o desenvolvimento dos imaturos em meio aquatico, a partir do estagio de
0vo ateé seu Ultimo estdgio larval. A partir desse momento, a libélula, ja adulta, emerge
de sua exuvia, passando entdo a habitar o entorno dos ambientes aquéaticos (Corbet
1999). Em sistemas tropicais, caracterizados por altas temperaturas, tanto como uma
maior intensidade de chuva durante o ano em diversas regides, apresentam condi¢fes
climéticas essenciais para a persisténcia das espécies da ordem Odonata(Oliveira-Junior
et al. 2017). Tanto a fisiologia e a sobrevivéncia dos representantes das espécies estdo
ligadas as temperaturas elevadas, e principalmente, pela intensidade de luz nos
ambientes (Pritchard et al. 1996, De Marco et al. 2015).

As libélulas representam um grupo Util para detectar os efeitos de disturbios de
habitat, dado a sua distribuicdo, composicdo de espécies e riqueza tendem a estar
proximamente relacionados as condicGes fisicas do ambiente(Williams et al. 2004,
Monteiro-Janior et al. 2014, Oliveira-Junior et al. 2017). Inclusive, as libélulas possuem
um longo ciclo de vida, e estdo amplamente distribuidas em sistemas aquaticos(Corbet
1999) e possuem estagio larval aquético e adultos terrestres/aéreos (Oertli 2008), que os
torna bons indicadores de qualidade em ambos sistemas aquaticos e terrestres (Briers

and Biggs 2003, Oliveira-Junior et al. 2017).



Embora a ordem Odonata apresente uma ampla distribui¢do ao redor do mundo,
sua origem esta associada as regifes tropicais, onde existe estabilidade no regime de
chuvas que pode manter os habitats de forma adequada para o desenvolvimento de seus
imaturos (Pritchard 1982). Apesar dos ambientes tropicais apresentarem caracteristicas
favoréveis para o desenvolvimento das libélulas, também apresentam uma consideravel
sazonalidade, representando um fator de selecdo para essas espécies(Williams
1997;Hassall and Thompson 2008). Assim, considerando que esses ambientes podem
passar por periodos de escassez de agua, é possivel deduzir que os ovos das espécies de
Odonata que ocupam esses sistemas possam ter adquirido resisténcia a seca, uma vez
que o desenvolvimento dos imaturos das libélulas ocorre totalmente dentro da &gua.
Esta hipo6tese pode ser interessante para explicar as caracteristicas dos ovos e adaptacdes
de Odonata em ambientes temporarios. Além disso, existem outros estudos que
mostram a resisténcia a dessecacdo em outros grupos de insetos (Sota and Mogi 1992,
Clark and Faeth 1998). Considerando essa possibilidade, apresentamos através de
experimentos em laboratdrio, uma andlise sobre 0s ovos duas espécies neotropicais
Micrathyria hesperis Ris, 1911 e Perithemis mooma Kirby, 1889, avaliando a existéncia
de resisténcia a dessecacdo. Além disso, também buscamos aprimorar o conhecimento
dos aspectos da composicao histoquimica e a ultraestrutura dos ovos de duas espécies:
Miathyria simplex Rambur, 1842 e Micrathyria hesperis, que podem estar envolvidos

nas adaptagdes dos ovos aos seus ambientes.



Capitulo |
Resisténcia a dessecacdo em ovos de Micrathyria hesperis e Perithemis mooma

(Odonata: Libellulidae)

1. INTRODUCAO

Os sistemas tropicais sdo caracterizados por temperaturas mais altas e em muitas
regides, por uma maior quantidade de chuva durante o ano, apresentando condig¢oes
climéticas essenciais para estabelecer florestas vigorosas, sendo habitats favoraveis a
diversidade de espécies (Costa et al. 2007, Kalkman et al. 2008), assim como devem ter
sido importantes moldando a histéria evolutiva de muitas espécies. As libélulas, por
exemplo, apesar de terem uma ampla distribuicdo no mundo hoje, tem sua origem
associada a regides tropicais onde a estabilidade de chuvas pode manter habitats
adequados ao desenvolvimento de suas larvas (Pritchard 1982, Corbet 1999). No
entanto, ambientes tropicais podem ter consideravel sazonalidade e representar um fator
importante de selecdo para essas espécies (Wolda 1980, 1988, Wolda and Fisk 1981).
Assim, considerando que alguns ambientes aquaticos tropicais, principalmente pocas
temporarias, passam por um periodo de seca, uma hipétese interessante € que 0S 0v0S
das espécies que se desenvolvem nesses sistemas podem ter desenvolvido maior
resisténcia a dessecacdo durante sua histéria evolutiva. Essa hipotese ainda ndo foi
explicitamente avaliada em grupos de Odonata, mas hipéteses semelhantes ja foram
testadas em estudos sobre resisténcia a dessecacdo de ovos em outros grupos de insetos
(Clark and Faeth, 1998; Sota and Mogi, 1992). Por exemplo, ja foi evidenciado que a
agregacao de ovos aumenta o sucesso de eclosdo de larvas submetidos a dessecacdo em
Chlosyne lacinia Geyer, 1837, (Lepidoptera)(Clark and Faeth, 1998). Considerando

representantes da ordem Diptera que possuem fase larval aquatica, como Aedes aegypti



Linnaeus, 1762 e Aedes albopicus Skuse 1894, ja se demonstrou que 0s ovos podem ser
resistentes a uma dessecacdo. Apés dois dias, retornam ao seu desenvolvimento quando
colocados em &gua, eclodindo em 10 dias, também j& foi mostrado em estudos que 0s
ovos de Aedes conseguem resistir a auséncia de agua por até um ano (Sota and Mogi

1992, Silva and Silva 1999).

Em Odonata, o tempo de desenvolvimento dos ovos diminui com 0 aumento da
temperatura de incubacdo (Leggott and Pritchard 1985, Pritchard et al. 1996, Mendonca
et al. 2017)-Em climas temperados, 0 tempo necessario para a eclosdo esta associado ao
estagio de desenvolvimento que o ovo se encontra, permitindo-o resistir as baixas
temperaturas do inverno e as altas do verdo, quando presentes em corpos d’agua
temporarios (Corbet 1999). E comum que as libélulas de zona temperada apresentem
diapausa, geralmente no periodo larval, de modo que 0s estagios sensiveis sincronizam
seu desenvolvimento com as condigdes ambientais mais amenas (Hawking and New
1995, Pritchard et al. 1996). Nos tropicos, existem espécies de Odonata no quais 0s
ovos sdo adaptados para sobreviver pelo menos parte da época de seca (Potamarcha
congener, e certos Gynacanthini), mas esta estratégia é aparentemente excepcional

(Corbet 1999).

O desenvolvimento dos ovos e sua resisténcia a dessecacdo podem nos trazer
informacdes relevantes para a compreensdo da evolucdo desse grupo e explicar sua
distribuicdo nos diferentes ambientes existentes, principalmente em pocas temporarias.
Além disso, pode representar uma discussdo sobre um aspecto econdmico importante
porque larvas de libélulas causam danos econémicos importantes a piscicultura (Huang
and Strawn 1985, Witzig et al. 1986, De Marco Jr. et al. 1999). Um aspecto interessante
do desenvolvimento de larvas de Odonata em ambientes dindmicos das pisciculturas é

sua rapidez de desenvolvimento em comparagdo com ambientes naturais, como lagos e



riachos (De Marco et al. 1999). Usualmente, os piscicultores secam os tanques entre
uma atividade e outra, uma prética que também atua na eliminagdo de possiveis doencas
e predadores, entre eles as larvas de Odonata (Verdegem and Mcginty 1986;De Marco,
1999). Tem sido observado que logo apds o preenchimento dos tanques ocorre o
aparecimento muito rapido de larvas, sugerindo que o tempo do estagio de ovo nesse
sistema pode ser muito curto (Verdegem and Mcginty 1986;De Marco et al. 1999) ou a
existéncia de mecanismos de resisténcia a dessecacao largamente difundidos no grupo.
No entanto, sdo poucos 0s artigos que tratam do desenvolvimento de ovos ou de
resisténcia a dessecacdo de Odonata tropical. No Unico estudo existente com espécies na
regido neotropical, Mendonga et al. (2017) avaliaram o efeito da temperatura sobre o
tempo de desenvolvimento dos ovos em quatro espécies que se desenvolvem em
tanques de piscicultura. Um resultado interessante desse estudo foi demonstrar que a
temperaturas abaixo de 15 °C ou os ovos nédo se desenvolviam, ou o tempo de eclosdo
das larvas era muito longo. Por outro lado, a uma temperatura ambiente de 25°C, a
maioria das espécies tinham ovos eclodidos pelas larvas em um tempo menor ou igual a

10 dias.

Considerando as variacGes de clima em regibes tropicais como o Cerrado
brasileiro, é possivel esperar que espécies presentes nesses sistemas tenham
desenvolvido ovos capazes de resistir as temperaturas elevadas e aos intensos periodos
de seca do Cerrado. Em especial, nds assumimos que o hidroperiodo (definido como o
tempo em que o ambiente apresenta agua superficial) gera uma forca seletiva para
tracos adaptativos em ovos dessas espécies. Baseado isso, nos elaboramos uma
estratégia de avaliar experimentalmente o efeito da dessecacdo sobre o sucesso de
eclosdo em duas espécies comumente encontradas em pocas temporarias ou tanques de

pisciculturas da regido (De Marco et al. 2014, Mendonga et al. 2017). Se assumirmos



que o tempo de dessecacdo pode causar um efeito negativo na fisiologia dos ovos, nos
esperamos que quanto maior o tempo de exposicdo a dessecacdo, menores deverao ser
as taxas de eclosdo e maior o tempo que demora para que essa ocorra. No entanto,
podemos considerar como resisténcia a dessecacdo quanto menores esses efeitos
puderem ser observados nas espécies estudadas. Esse resultado “divergente” em relagao
as nossas expectativas evidenciaria a possibilidade de adaptacdes decorrentes de um

longo passado evolutivo sob esse tipo de pressao ambiental.

2.MATERIAIS E METODOS
2.1Escolha das espécies

Nesse estudo tratamos da resisténcia a dessecacdo em duas espécies de libélulas
que vivem em ambientes Iénticos e sdo comuns em areas do Cerrado do Brasil Central
(De Marco et al. 2014, Mendonca et al. 2017). Essas espécies — Micrathyria hesperis e
Perithemis mooma — podem ser observadas juntas, ocorrendo preferencialmente em
lagos, e sdo abundantes nesses ambientes. Ambas apresentam larga distribuicdo e estdo
associadas a plantas aquéaticas, com machos residentes e territoriais e fémeas que
visitam o lago para copula e oviposicdo (De Marco and Resende 2002). Machos de P.
mooma usualmente defendem territérios em poleiros mais baixos na vegetacdo ou
margem, enquanto machos de M. hesperis estdo sempre defendendo territorios na

vegetacdo (De Marco and Resende 2002).

2.2 Coleta de ovos no campo
Os ovos de Odonata foram coletados em campo nas proximidades do Campus da
Universidade Federal de Goids (UFG - campus samambaia)(16°36'07.3"S

49°15'53.1"W) e em uma represa situada na regido leste de Goiania (Chéacaras Ipanema)
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situada em 16°18°51.4”S 49°09'57.8 W. Os pontos de coleta deste estudo apresentam
caracteristicas ambientais que proporcionam condic¢des favoraveis para a persisténcias
das espécies de Odonata deste estudo. As fémeas das espécies foram capturadas nos
pontos proximas aos tanques de piscicultura e represas de irrigagéo.

A amostragem de ovos foi realizada a partir da captura de fémeas adultas das
espécies no periodo entre 10 e 16h, periodo do dia que o comportamento de oviposicao
é geralmente observado em espécies de Odonata que habitam pogas ou pequenos lagos
(Mendonca et al. 2017). As fémeas foram capturadas apds observarmos a cépula. Os
ovos foram obtidos imediatamente apds a captura das fémeas, inserindo a regido do
6rgdo reprodutor das fémeas em potes com &gua (Nakamura and Takashima 2015) onde
cada fémea capturada depositou naturalmente os ovos embrionados.

Foram capturadas 8 fémeas de M. hesperis e 10 fémeas de P. mooma. A triagem
dos dados foi realizada apds as coletadas dos ovos em campo, com auxilio do
laborat6rio de microscopia para a obtencdo das imagens dos recipientes onde 0s ovos
foram inseridos inicialmente. Logo ap6s a obtencdo das imagens dos potes, a contagem
dos ovos presentes no fundo dos potes foi realizada. A primeira contagem ap6s a
obtencdo de imagens foi necessaria para que fosse possivel contar quantos ovos haviam
inicialmente antes da eclosdo das larvas. Ap6s um periodo de 60 dias apds a oviposicéo,
outra contagem foi realizada, desta vez, das larvas que conseguiram eclodir. Esse
intervalo de 60 dias apds a oviposic¢do foi estabelecido como tempo necessario para que

todas as larvas nos ovos consigam desenvolver e eclodir.

2.3 Experimento em laboratério
Logo apos a captura das fémeas, 0s ovos nos potes foram levados imediatamente

ao Laboratdrio de Ecologia Experimental — ICB-V/UFG e depositados em incubadoras
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(BOD com fotoperiodo SL-224). Os ovos foram armazenados nas incubadoras em
temperatura de 25°C em umidade ambiente para a realizagdo do experimento,
considerando que essa temperatura maximiza a sobrevivéncia dos ovos (Pritchard et al.
1996, Mendonca et al. 2017). No laboratdrio, os ovos de cada fémea capturada, foram
inseridos em potes com &gua potavel, no entanto, um dos potes esteve com &gua potavel
durante todo o experimento, denominado como grupo controle (0 dias). O restante dos
ovos foram distribuidos nos tratamentos de 5, 10, 15 e 20 dias, onde seriam submetidos
a dessecacdo, passando por um periodo sem agua potavel nos potes (5 dias sem &gua, 10
dias sem &gua, 15 dias sem &gua e 20 dias sem agua) apresentando uma media de 114
0vos por pote. Esses tratamentos buscam simular a secagem da poca pelo sol. Em todos
os tratamentos os ovos foram mantidos inicialmente com &gua potavel por dois dias e
depois foram sujeitos a secagem. A secagem foi realizada da seguinte forma:
Primeiramente, retiramos toda &gua que havia no pote, cuidadosamente secamos 0

interior apalpando com algoddo de forma que ndo danificaria 0s 0vos ou
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conseguissemos secar toda agua possivel sem perder 0s ovos que estavam mantidos no
fundo dos potes. AplGs esse procedimento e o periodo submetidos a dessecacdo,
adicionamos agua potdvel novamente e mantemos a &gua até o final do

desenvolvimento dos ovos e da ecloséo das larvas (Figura 1).

(A) controle

5 dias 10 dias 15 dias 20 dias
8888 [08080806’] BBEE) \88EE
agua agua
B) | | | |
l | l I
l | I |
l ]
Sem agua

Figura 1. Desenho experimental esquematizando o experimento em laboratério. (A)
representa a maneira que os ovos foram distribuidos nos potes na incubadora BOD. (B)
representa o intervalo temporal entre a insercao e retirada de adgua potavel dos potes.
Inicialmente, os ovos recolhidos em campo foram inseridos em agua potavel por dois
dias, e em seguida, a agua foi retirada, e cada pote permaneceu sem agua de acordo com
0 tempo em que os ovos foram submetidos a dessecacdo em cada tratamento (5, 10, 15 e
20 dias).

2.4 Procedimentos analiticos

Considerando os resultados de Mendonca et al. (2017) para outras espécies de
pogas e lagos da regido, os ovos foram considerados ndo desenvolvidos apos 60 dias de
observacgdo. Dessa forma, nossa varidvel preditora foi 0 nimero de dias sem agua, sendo

0 (controle), 5, 10, 15, e 20 dias (Figura 1), e como variavel resposta a eficiéncia de
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eclosdo, partindo da premissa que a taxa de eclosdo ir& sofrer variacdo devido a cada
tipo de tratamento, estabelecidos a partir do intervalo entre os ovos estarem inseridos
em &gua e na auséncia de agua. A eficiéncia de eclosao foi obtida a partir da divisdo do
namero de larvas que eclodiram pelo nimero total de ovos.

Uma das suposi¢es subjacentes as abordagens dos modelos lineares
generalizados (GLM), que é a ferramenta mais comum para analisar experimentos como
0 nosso, é que os dados observados sdo independentes. No entanto, uma vantagem
importante do nosso estudo é exatamente poder fazer as comparagdes entre os diferentes
tratamentos usando desovas da mesma fémea e, com isso, utilizando essa dependéncia
para controlar efeitos maternos ou outras caracteristicas ndo controladas. Para incluir
isso explicitamente no modelo, utilizamos neste estudo uma anélise de modelos lineares
mistos generalizados (GLMM) que permite controlar os aninhamentos das fémeas nos
tratamentos. Para isso, utilizamos nos procedimentos os pacotes Ime4 (Bates et al.
2015), ggeffects (Lldecke, 2018), ggplot2 (Wickham, 2016) e gridExtra (Auguie, 2015)
no R, fizemos um modelo para cada espécie (M. hesperis e P.mooma) utilizando em
cada modelo como variavel preditora: tempo sem agua (dias submetidos a dessecacao)

e como variavel resposta, a eficiéncia de eclosdo das larvas.

3. RESULTADOS

A anélise de Modelos lineares mistos generalizados mostrou que as espécies M.
hesperis e P. mooma ndo sofreram efeito da dessecacéo taxa de eficiéncia de eclosdo
das larvas (Tabela 1, Figuras 2 e 3). A eficiéncia de eclosdo de M. hesperis foi em
média 0,60 e para P. mooma, 0,63, ou seja, em cada desova, mais da metade dos ovos

das espécies conseguiram se desenvolver e eclodir na auséncia de agua.
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Figura 2. Relacdo entre a eficiéncia da eclosdo e o tempo sem agua para a espécie
Micrathyria hesperis.
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Figura 3. Relacdo entre a eficiéncia da eclosdo e o tempo sem agua para a especie
Perithemis mooma.

A espécie M. hesperis, ndo sofreu efeito do tempo sem agua sobre a eficiéncia
de eclosdo (Figura 2, Tabela 1). A eficiéncia de eclosdo apresentou variagao entre 0s
tratamentos. Todos os tratamentos (0, 5, 10, 15 e 20 dias) apresentaram tanto altas

eficiéncias de eclosdo (>0,5) como baixas eficiéncias (<0,5). Essa variacdo pode estar
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associada as caracteristicas individuais de cada fémea, tanto como o sucesso de
fertilizacdo dos ovos. A proporcdo entre a quantidade de ovos depositados e as larvas
que eclodiram nos mostra que cerca de 45% das larvas dos ovos de M. hesperis

conseguiram eclodir.

P. mooma também ndo sofreu efeito da dessecacdo. (Figura 3, Tabela 1). De
maneira geral, tanto 0s ovos que estavam inseridos em &gua por todo o experimento (0
dias sem &gua) como 0s 0vos que passaram por periodo de seca, ndo sofreram com a
auséncia de agua, mantendo elevadas taxas de eficiéncia de eclosdo, ou seja, 0s ovos de
fato sdo resistentes. A propor¢do entre o total de ovos depositados e quantos ovos
eclodiram, nos mostra que, cerca de 80% dos ovos da espécie P. mooma conseguiram
eclodir. Essa informacdo enfatiza o qudo resistentes 0os ovos desta espécie sdo. No
entanto, apenas um tratamento (15 dias) possuiam amostra com taxa de eficiéncia de
eclosdo igual a zero (Figura 3). Portanto, a variagdo nas taxas de eficiéncia de ecloséo

parece ser maior em M. hesperis do que para P.mooma.

Tabela 1. Resultados da analise GLMM a partir das varidveis: tempo sem agua em que
os ovos ficaram submetidos e a eficiéncia de eclosdo dos ovos para duas espécies de
Odonata. g.l. sdo os graus de liberdade do residuo.

Espécies Intercepto Slope F g.l. P
Micrathyria hesperis -0,53016 -0,02321 0,418 31 0,516
Perithemis mooma -0,16786 -0,003962 0,0269 37 0,864
4. DISCUSSAO

O principal propésito deste estudo foi avaliar os efeitos da dessecacdo, inferida
pela eficiéncia de eclosdo larvas, para duas espéecies de Odonata neotropicais. Foi

demonstrado que as espécies de fato apresentaram resisténcia a dessecacdo. As taxas de
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eclosdo permaneceram constantes em relacdo ao ndmero de dias sem agua no
experimento. M. hesperis foi a espécie que apresentou maior variacdo das taxas de
eficiéncia de eclosdo nos tratamentos, apresentando taxas de eficiéncia entre 0,5 ou zero
em todos os tratamentos (0, 5, 10, 15, e 20 dias). Podemos inferir que as taxas de
eficiéncia de eclosdo em P. mooma apresenta menor variagdo, uma vez que apenas um
tratamento (15 dias) apresentou eficiéncia de eclosdo igual a zero. Essa variagdo pode
estar associada as diferentes caracteristicas e adaptacGes que 0s ovos apresentam podem
estar associadas a uma adaptacdo dos ovos de modo que eles alcancem a emergéncia
antes que os habitats sequem (Corbet 1999).

A dessecacdo € a principal causa de inviabilidade dos ovos (Corbet 1999). As
pressoes seletivas que os corpos d’dgua temporarios exercem na fauna sdo bem
diferentes das pressoes de corpos d’agua permanentes (Williams 1997;Hassall and
Thompson 2008). Essa pressao seletiva se mostra principalmente na direcdo a evolucéao
de tracos de histéria de vida que promovem sobrevivéncia em corpos d’agua mais
efémeros, como tem sido visto em Lestes spp. (De Block et al. 2008) e em algumas
Libellulidae da Namibia (Suhling et al. 2005). Algumas Odonata possuem adaptacGes
que permitem a sobrevivéncia em lagos temporarios como o0vos resistentes a
dessecacdo, e.g. Lestes spp (De Block et al. 2008), larvas resistentes a seca, e.g.
Coenagrion hastulatum (Charpentier) (Valtonen 1986), e desenvolvimento larval
acelerado, e.g. Lestes sponsa (Pickup and Thompson 1990). Ischnura pumilio
(Charpentier) também exibe ovos resistentes a dessecacdo (Cham 1992). Por outro lado,
a resisténcia a dessecacdo pode ser afetada em ambientes naturais, quando pensamos
nos corpos d’agua do cerrado brasileiro, onde o periodo de estiagem de chuvas se

estende por varios meses, afetando diretamente no hidroperiodo dos corpos d’agua.



17

Uma outra hipbtese relacionada as pressdes pela sobrevivéncia dos ovos seria
um aumento da quantidade de ovos que a fémea consegue ovipositar a cada copula,
levando a um aumento de seu sucesso reprodutivo. Por exemplo, entre as duas espécies,
Perithemis mooma apresentou a maior numero de ovos, com cerca de 781 ovos por
desova. Nossa técnica de coleta dos ovos forga a fémea a colocar todos 0s ovos no
mesmo momento. No entanto, 0 comportamento normal das fémeas e colocar 0s ovos
espalhados em pequenos aglomerados em varios locais (Wildermuth 1991, 1992). Uma
outra hipoOtese que pode explicar essa resisténcia € o agrupamento dos ovos, essa
hipotese ja foi testada anteriormente em ovos de Chlosyne lacinia (Lepidoptera)(Clark
and Faeth, 1998). Ovos agrupados poderiam proteger ovos no interior que
sobreviveriam mais tempo a dessecacdo. Muitas espécies de libélulas tém ovos que, ao
contato com a &gua, parecem aumentar sua adesdo e formar agrupamentos (e.g.

Perithemis mooma) que poderiam gerar 0 mesmo resultado predito por essa hipotese.

Diversas espécies de Odonata podem ser encontradas em fazendas de
piscicultura de peixes, camardes e culturas de sapos, um excelente habitat secundario
para o seu desenvolvimento (Santos, Costa & Pujol-Luz, 1988). Por causa disso, as
larvas de Odonata geram diversos prejuizos a piscicultura, principalmente durante o
periodo imaturo dos peixes, quando a predacdo por Odonata é maior (De Marco et al.
1999). Entretanto, apesar dos criatdrios de peixes exercerem uma atividade econémica
importante, especialmente nas regides tropicais, ainda sdo poucos os estudos sobre 0s
problemas causados pelas larvas de Odonata em tanques de piscicultura (Huang,
Aldrich & Strawn 1985; Witzig, Huner and Avault 1986; Santos, Costa and Pujol-Luz,
1988; Delgado, Alcantara and Couturier 1995; De Marco et al. 1999) considerando a
diversidade de organismos criados e tipos de manejo nesses sistemas. Nossos resultados

sugerem que ovos de libélulas podem estar sendo mantidos no fundo de tanques de
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piscicultura mesmo quanto eles sdo secos, o que explicaria o aparecimento muito rapido
de libélulas e seu maior dado as larvas de peixe. Isso sugere que essa estratégia de

manejo pode ser ineficiente e pode ser reavaliada.

Nosso estudo foi feito apenas com duas espécies de Libellulidade, porém, séo
afastadas na filogenia de Odonata. Os resultados ndo permitem uma extrapolagéo todo
esse grupo taxondmico nem para 0 agrupamento ecoldgico das “libélulas neotropicais”.
No entanto, o encontro de uma resisténcia a dessecacdo em espécies ndo aparentadas e
com caracteristicas ecoldgicas muito diferentes, sugere a possibilidade de que essa
caracteristica possa estar ainda mais distribuida no grupo. Novos estudos com mais
espécies precisam ser desenvolvidos para avaliar sua real prevaléncia e aspectos

evolutivos de sua distribuicdo nos grupos.
CONCLUSOES

E comum na natureza a necessidade que as espécies apresentam em se adaptar e
procurar novas maneiras de sobrevivéncia em ambientes dindmicos, tanto como adaptar
as pressdes que os ambientes exercem sobre suas populacdes, de uma forma que cada
espécie consiga persistir durante sua histdria evolutiva. Em nosso estudo, podemos ver
que as pressdes, sendo representadas pela auséncia de &gua em corpos dagua efémeros,
podem afetar no sucesso de eclosdo das espécies, e que, essa eficiéncia de eclosdo,

tende a variar entre as espécies.

Apesar de apenas utilizarmos duas espécies em nosso estudo, M. hesperis e P.
mooma, foi possivel evidenciar que, 0os ovos dessas duas espécies, embora distantes
filogeneticamente, apresentam resisténcia a dessecagdo. A distdncia de ambos na
filogenia nos leva a hipétese de que essa caracteristica de resisténcia dos ovos pode

ainda estar distribuida em toda Ordem Odonata, mas, novamente, é importante ressaltar
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a caréncia de estudos abordando a resisténcia dos ovos a dessecacdo para as Odonatas,

inclusive das espécies da regido neotropical.
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Capitulo 11

Morfologia dos ovos de duas espécies de libélulas neotropicais: Micrathyria

hesperis e Miathyria simplex (Odonata: Libellulidae)

RESUMO

As espécies de Odonatas passam seu desenvolvimento imaturo em meio
aquatico, apresentando ovos adaptados para a sobrevivéncia em habitats aquaticos. A
sobrevivéncia dos ovos esta associada as camadas que formam a casca do ovo, sendo
elas: exocorion, endocérion e envelope vitelinico. As camadas sdo comuns em todos as
espécies de Odonata, mas apresentam variacdo entre si dependendo do modo de
oviposicdo da espécie. Dessa forma, os ovos endofiticos (ovipositados no tecido de
plantas aquaticas) e exofiticos (ovipositados na superficie da &gua) apresentam
morfologias diferentes, podendo apresentar adaptacfes dos ovos as diversas demandas
dos ambientes. Essas diferencas na morfologia podem estar presentes na espessura das
camadas dos ovos, como também na composi¢do histoquimica e ultraestrutural dos
mesmos. A composicdo histoquimica dos ovos pode apresentar caracteristicas bem
claras que permitiriam entender melhor sua fun¢do, como por exemplo, presenca de
glicoproteinas e proteinas totais que podem regular a umidade e retencdo de agua no
interior dos ovos, de acordo com as demandas dos ambientes que as espécies ocupam.
Neste estudo, nds realizamos analises histoquimicas e ultraestruturais dos ovos de duas
especies de Odonata neotropicais que ovipositam exofiticamente: Micrathyria hesperis
e Miathyria simplex. As imagens obtidas através da analise histoquimica e das
microscopias de transmisséo e varredura mostraram diferencas nas concentracfes de

glicoproteinas nas camadas dos ovos de ambas espécies como também a existéncia do
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que acreditamos ser um endocérion modificado nos ovos de Miathyria simplex. Nossos
resultados suportam a hipdtese de que as caracteristicas das camadas dos ovos podem
estar associadas as demandas dos ambientes que as espécies ocupam.

Palavras-chave: Casca do ovo, histoquimica, microscopia eletrénica de transmisséo,

neotropical, Odonata, ultraestrutura.

ABSTRACT

The Odonata species undergo their immature development on water habitats,
where the eggs are adapted to survive in water habitats. The eggs’ survival is linked to
the layers that make up the eggshell. The layers are common to all Odonate species, but
show variation amongst them depending on which manner the eggs are laid. Thus, the
endophytic eggs (laid on plants tissues) and exophytic (laid on the water surface, exhibit
distinct morphologies, being able to present egg adaptation to the environmental
pressures. The differences in the the morphologies could be shown on the length of the
egg layers, on its histochemical composition and ultrastructure as well. The
histochemistry composition can present features that allow us to a better comprehension
of its function, for example, how glycoproteins and total proteins could regulate the
humidity and water retention in the eggs, according to the environments that the eggs
are present.
Keywords: Eggshell, Odonata, neotropical, ultrastructure, histochemistry, transmission

eletron microscopy.
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1.INTRODUCAO

A fisiologia e a sobrevivéncia dos ovos de Odonata séo influenciadas pelas camadas
que formam a casca do ovo (Corbet 1999). O ovo é composto pelo envelope vitelinico,
ou membrana vitelinica, sendo a camada mais interna, e acredita-se que participa de um
importante papel na protecdo da casca do ovo (Sahlén 1995a). O endocorion, exocérion
e envelope vitelinicos sdo camadas comuns nos ovos de todas as espéecies de Odonata,
mas exibem variacdo entre as espécies endofiticas (ovipositam dentro de plantas
aquaticas) e exofiticas (ovipositam na superficie da agua) (Miller and Miller 1985;

Miller 1987).

Os ovos de espécies exofiticas geralmente possuem um involucro espesso,
compondo a maior parte da casca do ovo, um endocérion laminado muito fino, e um
exocorion filamentoso que sofrem grandes modificagdes(Corbet 1999, Gaino et al.
2008). Essas modificacBes no exocdrion ocorrem logo apds o contato do ovo com a
agua onde o exocorion transforma-se em uma camada gelatinosa que, quando
expandida, pode ser tdo espesso como o diametro do ovo, enquanto o corion dos ovos
endofiticos ndo sofrem nenhuma alteracdo morfolégica, mas sdo compostos pelas
mesmas camadas. A camada gelatinosa possui duas funcdes: (i) camuflar o ovo; (ii)
melhorar a protecdo proporcionada pelo envelope vitelinico (Sahlén 1995a). Uma vez
que a camada gelatinosa é responsavel pela protecdo dos ovos, é possivel associar as
fungdes que a gelatina proporciona aos ovos a sobrevivéncia dos mesmos durante seu
desenvolvimento. As substancias presentes na superficie dos ovos podem apresentar
caracteristicas histoquimicas que permitem entender melhor sua funcdo, como por
exemplo, presenca de glicoproteinas e proteinas totais que poderiam regular a umidade

e retencdo de &4gua no interior dos ovos.
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As espécies de Odonata podem ser encontradas no entorno de diversos tipos de
habitats aquéticos, sendo presentes em riachos, lagos e pogas temporarias(De Marco and
Resende 2002) para obtencgdo de recursos e para o acasalamento. A presenca de &gua em
pocgas temporérias é restrita ao hidroperiodo (definido como o periodo em que o
ambiente apresenta agua superficial). De acordo com as demandas dos ambientes em
que as libélulas ocupam, espera-se que as caracteristicas dos ovos estejam associadas as
pressdes do ambiente, podendo apresentar diferencas em sua composicao ultraestrutural

e histoquimica que possam representar adaptacdes a essas demandas.

Visando uma melhor compreensédo sobre a morfologia dos ovos, especialmente para
as espécies cujas morfologias de seus ovos ainda ndo foram descritas, faz-se de extrema
importancia o uso de dados de histoquimica e de ultraestrutura, dessa maneira, €
possivel entender a composicao que as camadas dos ovos apresentam. Este estudo tem
como objetivo realizar a descricdo da composicao histoquimica ultraestrutural de duas
espécies exofiticas de Odonata neotropicais: Micrathyria hesperis Ris, 1911 e Miathyria
simplex Rambur, 1842 como contribuicdo para a melhor compreensdo da morfologia e

funcgéo das estruturas presentes nos ovos de Odonata.

2.MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta de ovos no campo

Os ovos de Micrathyria hesperis e Miathyria simplex foram coletados em campo
em pocas temporarias e lagos nas proximidades do Campus da Universidade Federal de
Goids (UFG — campus samambaia) (16°36'07.3"S 49°15'53.1"W). A amostragem de
0Vvos consiste na captura de fémeas adultas das espéecies em estudo no periodo entre 10 e

16h, o periodo do tempo que o comportamento de oviposicdo € geralmente observado
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em espécies de Odonata que habitam pocas ou pequenos lagos (Mendonga et al. 2017).
Foram capturadas as fémeas ap0s a observacdo da a copulagdo e sempre quando a
copulacdo estiver completa. A escolha espécies Micrathyria hesperis e Miathyria
simplex se deve por existirem em ambientes Iénticos e sdo comuns em areas do Cerrado
do Brasil Central (De Marco et al. 2014, Mendonca et al. 2017). Ambas espécies podem
ser observadas juntas, ocorrendo preferencialmente em lagos, e sdo abundantes nesses
ambientes. Ambas sdo de larga distribuicdo e estdo associadas a plantas aquaticas, com
machos residentes e territoriais e fémeas que visitam o lago para copula e oviposi¢cdo

(De Marco and Resende 2002).

2.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Os ovos coletados em campo foram fixados em glutanaldeido 2,5% durante 24h.
Em seguida foram realizados 3 banhos de 15 min em tampdo fosfato de sédio 0,1 M pH
7,4. Os ovos foram desidratados em série alcodlica crescente e secos no equipamento de
ponto critico (Autosamdri, 815). Em seguida as amostras foram recobertas com ouro
(Denton Vacuum, Desk V) e analisadas em Microscépio Eletronico de Varredura (Jeol,

JSM 6610).

2.4 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para realizar a Microscopia Eletronica de transmissao, os ovos foram fixados em
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de sodio 0,1M pH 7,4. O material foi pos-fixado
em tetroxido de 6smio 1% na mesma solucdo tampéo, desidratados em séries gradual de
acetona e incluidos em resina epoxi (Epon). Cortes ultrafinos com 70nm foram
contrastados com acetato de uranila 2% e citrato de chumbo 0.2% e analisados

utilizando o microscopio eletrénico de transmissdo JEOL, JEM 2100 sob 80kV.



29

2.3 Analise histoguimica

Os ovos foram fixados em paraformaldeido tamponado 4%, desidratados em
séries graduais alcdolicas, infiltrados e incluidos em resina glicol metacrilato
(Historesin Leica). Para determinar a natureza quimica dos ovos, se¢des de espessura de
quatro micrdbmetros foram cortadas em um microtomo Leica RM2245 e submetidos aos
procedimentos de coloragdo usais (veja descri¢do abaixo). As fotomicrografias foram
realizadas com um fotomicroscépio Olympus BX-41 e a analise morfométrica realizada
com o software IMAGE PRO PLUS.

Azul de Bromofenol. Este procedimento foi realizado para determinar o pH
aproximado dos ovos de Odonata. Os cortes foram corados em solugdo de azul de
Bromofenol [azul de Bromofenol ACS 0,5%, cloreto de mercurio 10% em acido acético
2% (p/p/v)] por duas horas em temperatura ambiente, lavados em acido acético 0.5% e
entdo lavados brevemente em &lcool terciério-butilico.

Acido Periodico — Schiff (PAS). Essa reacdo foi realizada com intuito de
investigar a presenca de glicoproteinas basicas no interior dos ovos de Odonata. Os
cortes foram tratados com acido periddico 1% por 20 minutos, lavados em &agua
destilada e entdo cobertos com o reagente de Schiff por cinco minutos. Em seguida, 0s
cortes foram lavados em agua corrente por 10 minutos e contracorados com
hematoxilina de Harris por aproximadamente um minuto.

Xylidine Ponceau. Este método foi realizado para investigar a presenca de
proteinas basicas nos ovos. Os cortes foram coradas em solucdo Xylidine Ponceau
[Xylidine Ponceau 0,1% em acido acético2,5% (p/v)] por 20 minutos em temperatura
ambiente e entdo lavados em agua destilada.

Alcian Blue 8GS pH 2,5. Este procedimento foi realizado para detectar a

presenca do acido mucopolissacarideos nos ovos. Os cortes foram corados em Alcian
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Blue em pH 2,5 [Alcian Blue 8GS 1% em éacido acético 3% (p/v)] por 30 minutos em
temperatura ambiente e entdo lavados por 10 minutos em &gua corrente.

Alcian Blue 8GS pH 1,0. Este procedimento foi realizado para detectar a
presenca de substancias mucosas fortemente sulfatadas nos ovos. Os cortes foram
corados em Alcian blue sob pH 1,0 [Alcian Blue 8GS 1% em 4cido cloridrico 0,1N

(p/v)] durante 30 minutos em temperatura ambiente e entdo secos com filtro de papel.

3. RESULTADOS

3.1 Micrathyria hesperis

Os ovos da espécies exofitica M. hesperis apresentaram formato subesférico, de
comprimento de 399,3+(S.D. 8.57) um e 261.6 = (S.D. 8.33) um de largura (Figura
1A). A haste micropilar possui formato de cone, estendendo de sua base e apresentando
30.45% (S.D. 0.93) um de comprimento e 13.07+ (S.D. 3.83) um de largura (Figura 1 B-

D). A reticulacdo da superficie do cérion mostra-se rigida e rugosa (Figura 1 E-F).



Figura 1. Eletromicrografia de varredura dos ovos de Micrathyria hesperis. (A) Vista
panoramica de um aglomerado de ovos; (B) Posi¢do da micropila no ovo; (C) Imagem
ampliada da micrépila; (D) A seta indica a abertura na micropila que permite a entrada
do esperma no ovo; (F) imagem ampliada da regido de (E), mostrando a superficie do
ovo desta espécie.
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Analisando os ovos dessa espécie ao microscéopio eletrénico de transmissao,
observamos um exocorion formado por um adensamento de filamentos com
aproximadamente 9,33 +(S.D. 0,165) nm de espessura (Figura 2). Esses filamentos
formam uma camada com aproximadamente 2,85 pm de espessura que recobre todo o
0vo.

O endocérion € composto por uma camada elétrondensa continua localizada
abaixo do exocorion. Em diferentes regibes do ovo observamos o endocérion com
espessura variando de aproximadamente 1,11 um (Figura 2 A) a aproximadamente 1,88
pum (Figura 2 C).

O envelope Vvitelinico é uma camada elétrondensa uniforme, com
aproximadamente 1,01 £(S.D. 0,33) um de espessura (Figura 2A). O envelope vitelinico
¢ a camada mais préxima do vitelo e fica separada do endocérion por um espaco elétron

lucido de espessura variavel sem estrutura definida.
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Figura 2. Eletromicrografia de transmissdo dos ovos de M. hesperis, ex = exocorion, em
= endocorion, ve = envelope vitelinico. (A) Vista frontal das camadas que compdem o
corion; (a) Foto de um dos ovos de M. hesperis em fase de desenvolvimento,
apresentando o exocorion expandido; (B) Vista ampliada do endocérion e exocérion.
(C) Visdo ampliada apresentando a extensdo do endocorion; (D) Vista dos filamentos
gue compdem o exocorion.

Os resultados referentes aos testes histoquimicos realizados em M. hesperis
estdo compilados na Tabela 1. Analisando os resultados podemos observar que a técnica
de Xylidine Ponceau revelou a presenca de proteinas em todas as camadas dos ovos.
Sendo que o vitelo e o envelope vitelinico reagiram com maior intensidade (Figura 3 E).
A técnica de Acido Periddico — Schiff (PAS) revelou a auséncia de glicoproteinas no
exocorion, em contrapartida, o vitelo e o envelope vitelinico se destacaram quanto a
intensidade de coloracdo apresentada (Figura 3 C).

O teste de Azul de Bromofenol permitiu identificar que os componentes dos

ovos de M. hesperis possuem pH predominantemente basicos apresentando variacao

entre as cores azul e verde (Figura 3 A), onde azul detecta um pH baésico (> 4,5) e
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amarelo como &cido (pH < 3,0). Esses resultados se confirmam pela resposta negativa

aos testes de Azul de Alcian (pH 2,5 e 1,0).

Micrathyria hesperis Miathyria simplex
A ! BB B S.BrB

20 pm

PAS p PAS

N
/ 20 ym L N —
5 Xylidine F Xylidine
\'ex

|

en

Figura 3. Analise histoquimica a partir dos cortes de ovos de duas espécies de Odonata:
Micrathyria hesperis e Miathyria simplex. Brb= Azul de Bromofenol (Bromophenol
blue); PAS = Acido Periodico — Schiff; Xylidine= Xylidine Ponceau; v = vitelo; ve =
envelope vitelinico; en = endocdrion; ex = exocarion.
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3.2 Miathyria simplex

M. simplex possui ovos exofiticos de formato subesférico, de comprimento
379.75% (S.D. 12,60) um e 289,65 £(S.D. 6,92)um de largura (Figura 4 A, B). A haste
micropilar apresenta formato de cone em sua base, estendendo-se em forma de arco no
topo, apresentando 22,265 £(S.D. 2,735) um de comprimento e 10.84 +(S.D. 0,12) um
de largura (Figura 4 C, D). A abertura da micropila se estende da regido intermediéria
da micropila até o topo do arco, apresentando 9.33 +(S.D. 0,45) um de comprimento e
5.385 * (S.D. 0,085) um de largura (Figura 4 D). Analisando a superficie do cérion
observamos estruturas em forma de hexagonos que parecem estar localizado sob a
superficie externa, possuindo 4,847 +(S.D 2818,06) um de diametro (Figura 4 E). Em
regides dos ovos onde o exocdrion foi removido mecanicamente, observamos que o
endocorion € uma estrutura fragmentada, descontinua (Figura 4 F — H) que se se apoia
sobre o envelope vitelinico ligeiramente enrugado (Figura 4 G, H). O endocdrion possuli
o formato parecido com vales com o lado concavo voltado para 0 meio externo (Figura

4 F), sendo coberto por um exocdrion de constituigdo fibrosa (Figura 4 F — H).
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Figura 4. Eletromicrografia de varredura dos ovos de Miathyria simplex. (A) Vista
panoramica de um aglomerado de ovos; (B) Vista panoramica de um dos ovos; (C)
Posicdo da micrépila no ovo; (D) Visdo ampliada da micrépila; (E) Superficie externa
do ovo;(F) Vista frontal ampliada das estruturas hexagonais do cérion; (G) Vista lateral
dos hexagonos; (H) Vista ampliada de (G). en = endocdérion; ve = envelope vitelinico;
ex= exocorion.
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Avaliando os ovos de M. simplex ao Microscopio Eletrdnico de Transmissao,
observamos que o endocorion € formado por estruturas lamelares sobrepostas,
aparentemente enroladas sobre si (Figura 5 A — D). Em cortes transversais do corion
podemos observar estruturas em vales que se extendem junto com o exocdrion,
apresentando 0,24 +(S.D. 0,08) um de distancia entre um vale e outro, e 0,56 +(S.D.
0,06) um de espessura (Figura 5 C, D).

O exocorion, a camada mais externa do ovo, € formada por filamentos
apresentando 22.07c+(S.D.2,18) nm de espessura. Os filamentos estdo distribuidos ao
longo de todo exocdrion, no entanto é possivel observar que o exocdrion € mais espesso
na regido central dos fragmentos concavos do endocérion com 0,883+ (S.D. 0,11) um
de expessura (Figura 5 C, D). No entanto, nas bordas dos fragmentos do endocérion, os
filamentos do exocdrion sdo mais esparsos e 0 exocorion € mais delgado.

O envelope vitelinico apresenta estruturas filamentosas densas, a densidade desses
filamentos no vitelo é semelhante aos filamentos em forma de vale presentes sob o
exocorion. E possivel observar um padrdo dos filamentos em formato de circulos
elipsoidais. O envelope vitelinico apresenta 3.51 + (S.D. 0,33) um de espessura (Figura

5, F).
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10 pm

Figura 5. Eletromicrografia de transmissdo dos ovos de M. simplex. (A) Vista frontal
das camadas que compBem o corion ve = envelope vitelinico, en= endocorion, ex=
exocorion (B)Vista ampliada de (a). (C) vista ampliada apresentando as estruturas em
forma de vales presentes no endocorion. (D) Vista ampliada do exocérion (ex) e
endocorion (en). (E) Vista ampliada dos filamentos presentes no exocorion. (F) Vista
ampliada do envelope vitelinico.

Os resultados referentes aos testes histoquimicos realizados em M. simplex estdo
compilados na Tabela 1. As quatro estruturas observadas nessa andlise responderam ao
Xylidine Ponceau. O Xylidine detectou a presenca de proteinas basicas do cérion, no

entanto, houve variacdo entre a intensidade da reacdo entre as camadas, o envelope

vitelinico se destacou por apresentar a maior intensidade de coloracdo. Além disso,
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podemos destacar que o endocorion respondeu com maior intensidade ao teste quando
comparado ao exocérion (Figura 3 F). A reacdo pelo Acido Periddico — Schiff (PAS)
detectou a presenca de glicoproteinas no exocorion do ovo, no vitelo e no envelope

vitelinico, sendo ausente apenas no endocérion (Figura 3 D).

A técnica do Azul de Bromofenol mostrou que as camadas dos ovos de M.
symplex possuem pH predominantemente basico, sendo intermediarias no exocorion e
no vitelo, apresentando variagcdo entre as cores azul e verde, onde azul detecta um pH
basico (> 4,5) e amarelo como &cido (pH < 3,0). Esses resultados se confirmam pela

resposta negativa aos testes de Azul de Alcian (pH 2,5 e 1,0).

Tabela 1. Resumo dos testes histoquimicos utilizados para estudar as estruturas dos ovos de M.
hesperis e M. simplex. Ex = Exoc6rion; En = Endocérion; V = Vitelo; Ve = Envelope vitelinico.

Espécie Técnica Resultado Resultado Resultado Resultado
(Ex) (En) V) (Ve)
Micrathyria hesperis  Azul de Bromofenol Azul Azul Verde Azul
PAS - - +++ +
Xylidine Ponceau + + ++ +++

Azul Alcian pH 2,5* - - - -
Azul Alcian pH 1,0* - - - -

Miathyria simplex Azul de Bromofenol Verde Azul Verde Azul
PAS + - ++ ++
Xylidine Ponceau + ++ ++ +++

Azul Alcian pH 2,5* - - - -
Azul Alcian pH 1,0* - - - -

* Dados ndo mostrados.
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4. DISCUSSAO

O principal objetivo estabelecido neste estudo foi avaliar a morfologia do corion dos
ovos de duas espécies neotropicais de Odonata. Apo6s observar a estrutura da micropila
dos ovos das duas espécies, observamos que a micropila de M. hesperis possui a base da
haste micropilar larga, e sua abertura estreita, j& para M. simplex a base da haste
micropilar € estreita e 0 arco do topo, tanto como a abertura da micropila séo largas. E
importante enfatizar nessa se¢cdo que a estrutura em forma de arco observada nos ovos
de M. simplex mencionada anteriormente é uma caracteristica ausente nos ovos da
espécie M. hesperis. Todos o0s insetos estdo sujeitos a perda de dgua, mas a extensdo
qual a perda de &gua ocorre é afetada pela escolha de local de oviposicdo pela fémea e
pela permeabilidade do cérion (Chapman 1998). Em ovos de Odonata, a abertura da
micropila esta associada as trocas gasosas € a entrada e saida de &gua no ovo(Sahlén
1994a, Andrew and Foerster 2015). Essa observacdo nos levou a hipotese de que o
tamanho da abertura da micrépila poderia estar associado a eficiéncia de entrada e saida
de 4gua, no entanto, essa hipotese ainda ndo foi explicitamente testada em Odonata. Em
ovos de insetos terrestres, em coleoptera, o tamanho da aerdpila é criticamente
importante, pois um poro muito pequeno nao permite a entrada de oxigénio suficiente.
Essa observagdo é evidente nos ovos de duas linhagens de Callosobruchus maculatus
com diferentes taxas metabdlicas, possuindo aerdpilas com diferentes formatos (Daniel
and Smith 1994, Chapman 1998). Em Odonata, o corion dos ovos ndo possui um
sistema de espacos e 0 oxigénio difunde através do material solido, provavelmente,
porque na auséncia de qualquer necessidade de restringir a perda de agua, o corion é
relativamente poroso, e por si sO limita a perda de agua, mas as diferencas em sua

espessura pode ser importante na retencéo de agua (Chapman 1998).
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M. simplex possui um exocorion mais fino, sendo possivel observar a silhueta das
estruturas hexagonais que estdo localizadas sob o exocorion. A caracteristica que mais
chamou a atencdo em nossos resultados séo as estruturas hexagonais presentes nos ovos
de M. simplex que acreditamos corresponder ao endocorion.

Ja foram realizados estudos previamente abordando a ultraestrutura de ovos de
espécies de Odonata (Sahlén 1994b, 1994a, 1995a, 1995b, Gaino et al. 2008) mas até o
momento existe uma caréncia de estudos envolvendo andlises ultraestruturais e
histoquimicas em ovos de Odonata neotropicais. Diante essa lacuna de conhecimento,
pressupbe-se que as estruturas hexagonais observadas anteriormente sejam uma
modificacdo do endocorion do ovo, no entanto, seria necessario obter mais informagdes
sobre essa estrutura, tanto como avaliar se esse padrdo hexagonal é exclusivo ou ndo
nos ovos das espécies do género Miathyria.

As estruturas hexagonais do endocérion modificado em M. simplex também foram
observadas nas imagens obtidas através da microscopia eletronica de transmisséo e da
analise histoquimica, sendo observadas pelos reagentes Azul de Bromofenol, Acido
periddico — Schiff (PAS) e pela MO (Xylidine Ponceau). Essas observacdes confirmam
as conclusbes obtidas a partir da microscopia de varredura, mostrando que existem
espacos entre os fragmentos do endocérion. Esses espacos formam canais que podem
estar associados a entrada e saida de agua no interior do ovo, possivelmente reduzindo a
capacidade de retencdo de umidade no interior do ovo. Além disso, o exocoérion de M.
simplex apresenta espessura menor do que M. hesperis tanto como menor densidade de
filamentos. Gaino et al. (2008) mostrou que esses filamentos quando em contato com a
agua se hidratam e expandem formando uma cobertura gelatinosa.

Nossos resultados demonstraram que 0s exocérions das duas espécies estudadas

possuem composicédo glicolipidica (reacdo PAS positiva), o que fortalece a hipotese da
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sua funcdo na retencdo de umidade ao redor dos ovos, ja que os carboidratos possuem
grande afinidade por agua. Podemos inferir também que o endocdrion nas duas espécies
sdo formados por camadas de proteinas neutras sem carboidratos associados.

Essas diferencas observadas no endocorion e exocorion das espécies estudadas
podem estar associadas as demandas dos ambientes em que as espécies estdo inseridas.
M. hesperis consegue colonizar tanto ambientes que passam por um periodo de seca
(pocas temporérias) como os ambientes permanentes (lagos e tanques) ja M. simplex é
somente encontrada em ambientes aquaticos que ndo passam pelo periodo de seca.
Podemos imaginar que o endocorion fragmentado, associado a um exocérion menos
desenvolvido, tornem os ovos de M. simplex mais vulnerdveis a periodos de seca. No
entanto, mais estudos precisam ser realizados para testar essa hipotese.

Em nosso estudo as duas espécies de Odonata apresentaram distintas espessuras do
corion. Devido ao seu desenvolvimento embribnico em meio aquético, as espessuras
estdo associadas a retencdo de &gua no interior do ovo como havia sido dito
anteriormente. As diferengcas nas espessuras podem indicar que, as espécies que
apresentam um corion mais espesso possam apresentar um sucesso adaptativo quanto ao
seu desenvolvimento em ambientes onde a disponibilidade de agua é menor. Tanto
como a espessura do corion, a porosidade de sua superficie também pode estar
associada a restricdo de perda de agua (Chapman 1998), indicando que variacdes na
reticulacdo do corion estejam associadas a regulacdo de agua nos ovos. Tanto como a
espessura do cérion, é importante ressaltar que o volume de filamentos no exocdérion
indica que o tamanho das camadas gelatinosas que se formardo em contato com a agua
varia entre as espécies. Portanto, é importante que mais estudos que abordem a

ultraestrutura externa e microscopia de transmissdo sejam feitos abordando os ovos de
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espécies de Odonata de outros géneros, de modo que haja uma maior abrangéncia do

conhecimento dessas estruturas para as espécies desse grupo.

CONCLUSOES

Existem inimeras maneiras de avaliar estrutura ultraestrutural de ovos das
espécies. Entre elas, a microscopia eletrénica de varredura, microscopia eletrdnica de
transmissao e analise histoquimica sdo ferramentas extremamente Uteis na descri¢do das
estruturas presentes nos ovos. A microscopia eletronica de varredura foi importante
nesse estudo para tratar dos atributos externos dos ovos. Para olhar a estrutura
histologica dos cortes, utilizamos a microscopia eletronica de transmisséo. E, a fim de
avaliar a composigdo histoquimica dos ovos, temos a andlise histoquimica, também
conhecida como microscopia de luz. Cada uma dessas ferramentas desempenhou um
papel fundamental na descricdo morfolégica dos ovos das nossas espécies de estudo.

A partir dos resultados obtidos nas imagens, foi possivel avaliar as diferentes
espessuras das camadas e estruturas, tanto como as composic¢fes quimicas das estruturas
dos ovos e ainda mais, através da analise histoquimica e da microscopia eletrnica de
varredura, identificar estruturas hexagonais presentes nos ovos de M. simplex e ausentes
nos ovos de M. hesperis. Essas estruturas hexagonais, acreditamos que seja o
endocdrion modificado, no entanto, € importante reforcar essa hipotese com mais
estudos utilizando essas técnicas de microscopia para concluir essa suposi¢do quanto a
essas estruturas hexagonais. E possivel cogitar que as diferencas na espessura do
exocorion, a densidade de filamentos, tanto como os outros atributos citados neste
estudo, possa estar associada aos ambientes que essas espécies ocupam, onde M.
hesperis esta presente em corpos d’agua temporarios, j& M. simplex é comumente

avistada em corpos d’agua permanentes. Novamente, € necessario realizar mais estudos
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abordando especificamente o habitat que as espécies de Odonata ocupam e as

caracteristicas morfoldgicas dos ovos dessas espécies.
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