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RESUMO

Durante a histéria de vida dos organismos, diferentes vias metabdlicas devem ser
otimizadas para garantir a ocorréncia exitosa de processos fisiologicos distintos, como a
reproducdo e o investimento somatico (manutengdo). Neste vi€s, as reservas energéticas
do animal nem sempre sao suficientes para sustentar estes dois processos em paralelo,
fazendo com que ocorra o trade-off entre a reproducgdo e a sobrevivéncia/longevidade,
ou seja, animais que investem em reprodugdo, como tipico de fémeas, dispde de menos
energia para investir em reparos, acelerando o envelhecimento e reduzindo o tempo de
vida, como mostrado por alguns estudos. Este fendmeno também ¢é conhecido como
“custo da reprodugdo”. Porém, distintos resultados vém sendo encontrados ao relacionar
estes aspectos, pois além da reprodugdo propriamente dita, 0 momento em que ela
ocorre na historia de vida também tem relagdo com a longevidade. Com o avango da
idade, a resposta das fémeas de grilo ao chamado para a copula emitido pelos machos ¢
menor, podendo ser o resultado do envelhecimento de estruturas cruciais para a
captacdo do som nestes insetos, o timpano. Estudos acerca do envelhecimento
morfologico deste 6rgdo sdo inexistentes. Quando iniciada, a reprodugdo altera a taxa
metabolica dos organismos pelo aumento da demanda energética, refletindo seus custos
sobre o acimulo de um pigmento derivado principalmente da oxidagdo de
macromoléculas, denominado lipofuscina (LF). Neste estudo, grupos experimentais
com fémeas de Gryllus assimilis foram formados para determinar os efeitos da
reproducdo sobre a sobrevivéncia, ajustando-se o modelo de Gompertz e sobre o
envelhecimento fisioldgico, por meio da quantificagdo de neurolipofuscina (nLF), além
do registro de danos morfologicos no timpano causados ao longo do envelhecimento
por meio de analise ultraestrutural em microscopia eletronica de varredura (MEV). Para
isto, um grupo foi privado de copula, um grupo teve reproducdo normal (como inicio
aos 14 dias de vida) e outro, reprodugdo tardia (com inicio aos 30 dias de vida).
Diferengas na longevidade méaxima entre os grupos ndo foram observadas, porém em
fémeas virgens houve um atraso no inicio da queda exponencial da sobrevivéncia,
enquanto em fémeas de reprodugdo normal esta queda ocorreu mais cedo. Fémeas de
reproducdo tardia ficaram em situacao intermediaria. Nao foram encontradas diferencas
significativas na taxa de acimulo de nLF entre os grupos ao longo do tempo. Estes
resultados podem ser explicados pela produgdo de ovos ocorrer em todas as condigdes
reprodutivas, tendo custos semelhantes, refletidos no acimulo de nLF, além de terem
sido alimentadas ad [ibitum, mascarando maiores efeitos do frade-off entre
reproducao/sobrevivéncia. No entanto, efeitos deletérios da copula sobre a longevidade
de fémeas de G. assimilis ndo foram encontrados. Relativo ao envelhecimento
morfolégico do timpano, cinco lesdes foram descritas pela primeira vez: excrescéncia,
perfuracdo, fungos, formacdo de placas e rachaduras, sendo as trés primeiras
significativas em relacdo ao tempo, possivelmente prejudicando o funcionamento do
aparelho auditivo. Nao houve diferencas nos danos encontrados entre os grupos
experimentais, embora o aumento destes acentuou-se apds o periodo reprodutivo
(senescéncia). Portanto, a reprodugdo parece modular a historia de vida das fémeas de
grilo e interferir na manutencdo de estruturas importantes para este processo, como o
timpano.

Palavras-chave: Trade-off; lipofuscina; timpano; custo da reprodu¢do; morfologia.



ABSTRACT

During the life history of organisms, different metabolic pathways must be optimised to
ensure a successful occurrence of distinct physiological traits, such as reproduction and
somatic maintenance. In this way, the energy reserves of an animal are not enough to
sustain these two processes simultaneously, leading to a trade-off between reproduction
and survival, in other words, animals that invest in reproduction, as typical of females,
have less energy to invest in self-repairs, accelerating ageing and reducing lifespan, as
shown by some studies. This phenomenon is also known as "cost of reproduction".
However, several results have been found showing that the moment when the start of
reproduction in the life-history (i.e, either early or late reproduction) is also related to
longevity. Because of the ageing process, the response of cricket females to the calling
song emitted by males is slow, it could be the result of damages on fundamental
structures of sound reception, i.e., the tympanal membrane. Studies on the
morphological ageing of this organ are non-existent. When reproduction starts, it
changes the metabolic rate of the organisms by increasing energy demand, reflecting its
costs on the accumulation of a pigment derived mainly from oxidation of
macromolecules, called lipofuscin (LF). This is an autofluorescent pigment already
validated as a marker of physiological ageing in several animal species. In the present
investigation, experimental groups with female crickets (Gryllus assimilis) were
established to determine the effects of reproduction on survival, applying Gompertz
model, and to quantify physiological ageing through neurolipofuscin (nLF)
accumulation in the brain, and by recording morphological damages (tympanum) during
ageing process by ultrastructural analysis using scanning electron microscopy (SEM).
For this, a group was deprived from copula, one had normal reproduction (young adults)
and another, late reproduction (old adults). No differences were found in maximum
longevity among groups, but in virgin females it was observed a delay to initiate
exponential decline in survival when compared to reproductive groups (normal and
late). Late-reproducing females had an intermediate onset of mortality. For the first time
the nLF accumulation was quantified in crickets, although significant differences in the
rate of accumulation of this between groups over time were not found. These results are
likely due to the similar costs exhibited by all reproductive conditions, reflecting in the
accumulation of nLF, besides being fed ad libitum, what probably masked a traditional
trade-off observation between reproduction and survival. Deleterious effects of copula
on the longevity of G. assimilis females were not seen. Regarding to the morphological
ageing of the tympanal membrane, five lesions were described for the first time:
excrescence, perforation, fungi, plaque formation and cracking; the first three were
time-dependent and impaired the functioning of the auditory organ in these insects.
However, the increase of these damages accentuated after the reproductive period
(senescence). Therefore, reproduction seems to modulate the life history of cricket
females and interfere with the maintenance of important structures for this process, such
as tympanum.

Keywords: Trade-off; Lipofuscin; Tympanum; Cost of reproduction; Morphology.
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1. INTRODUCAO

1.1. Trade-off entre reproducio e sobrevivéncia em insetos
A ecologia fisiologica postula uma relacdo inversa entre reprodugdo e
longevidade nos animais (Calow, 1987), impedindo que os organismos alcancem a taxa
de fecundidade maxima durante toda a vida (Prowse & Partridge, 1997). Esta premissa
vem da comparagdo entre espécies r-estrategistas (reprodugao precoce, fecundidade alta
e curto tempo de vida), e k-estrategistas (reprodugdo tardia, fecundidade baixa e longo
tempo de vida) (Pianka,1994). Associado a reproducao, estao envolvidos os seus custos.
Entende-se por “custo reprodutivo”, os efeitos deletérios da reprodugdo sobre a
sobrevivéncia e também no éxito em futuros processos reprodutivos (Williams, 1966),
podendo ser englobado no conceito de trade-off, ou seja, quando ha o direcionamento
das fontes de energia finitas do animal para o processo reprodutivo (e.g. producdo de
ovos, copula, postura), em detrimento do uso desta energia para manutencao do préprio
individuo, acarretando na aceleragdo da senescéncia e diminui¢do do tempo de vida

(Flatt, 2011) (Fig. 1).
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Figura 1- Modelo simplista de trade-off entre  sobrevivéncia e
reprodu¢do. Em A, animais ndo reprodutivos (virgens); em B, animais
reprodutivamente ativos. Fonte: autor.
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Em outras palavras, o mesmo combustivel energético utilizado em diferentes
processos fisiologicos deve ser canalizado para uma via ou outra, estando estas

negativamente relacionadas no sentido funcional (Flatt, 2011), como no caso da



reproducao e longevidade/manutencao. Isso ocorre, pois as fontes energéticas internas
sdo limitadas (Zera & Harshman, 2001), portanto, a diminui¢do do investimento
energético na manutencdo somatica do animal resultaria em uma “soma descartavel”
que seria mais suscetivel ao processo de senescéncia (Kirkwood, 2005).

Este fenomeno ¢ documentado com maior frequéncia em fémeas de insetos, pois
a producdo dos ovos acelera o envelhecimento (Maynard-Smith, 1959). Estudos com
machos também existem, em menor escala, como com o mosquito Anopheles gambiae,
o qual apresentou decréscimo na sobrevivéncia para machos que copularam (Dao, et al.,
2010) e com machos de mosca-da-fruta (Drosophila melanogaster), encontrando
resultados similares, ou seja, o aumento da longevidade para machos que nunca
copularam (Prowse & Partridge, 1997). Estes fatos elucidam a grande pressao evolutiva
imposta sobre este tipo de “ajuste” fisiologico que relaciona as condi¢des energéticas do
individuo com processos bioldgicos fundamentais, como a manutencdo somatica e a
reproducdo como um todo e nao somente para fémeas.

Em um pioneiro estudo sobre o assunto com insetos, Maynard-Smith (1959),
demonstrou a presenca de um frade-off entre a reprodu¢do e longevidade em
Drosophila subobscura, no qual fémeas estéreis, sem ovarios e virgens, foram mais
longevas. Quase uma década mais tarde, Loschiavo (1968), pesquisando a influéncia de
diferentes substratos na taxa de producdo de ovos no besouro Trogoderma parabile,
revelou que fémeas que ndo ovipositavam eram mais longevas comparadas as fémeas
reprodutivas, relacionando inversamente a producdo de ovos e a sobrevivéncia. Snell &
King (1977), em manipulando o processo reprodutivo em rotiferos, relatou uma relagdo
inversa entre a intensidade reprodutiva e longevidade. Fémeas de D. melanogaster
induzidas experimentalmente a produzir menor nimero ovos tiveram uma aumento da
longevidade (Partridge et al., 1986). Para o gafanhoto Romalea microptera, em que
fémeas foram ovariectomizadas, houve um aumento na longevidade em torno de 20% e
o dobro de reservas energéticas relativas ao controle (fémeas ndo ovariectomizadas)
(Tetlak et al., 2015). Neste mesmo sentido, o coledptero coccinelideo (joaninha)
Propylea dissecta, apresentou um aumento na longevidade de cerca de duas vezes para
fémeas que ndo copularam quando comparadas as reprodutivas (Mishra & Omkar,
2006). Estes trabalhos demonstram claramente os efeitos deletérios da reprodugdo sobre
a manutencao somatica e consequente declinio na longevidade nestes insetos.

Os diferentes trade-offs, como reprodugdo e crescimento vs. sobrevivéncia, sao

importantes aspectos do ponto de vista genético, bioquimico e fisioldgico, estando



suscetiveis ao processo de selegdo de natural nas populagdes animais (Ellers, 1996).
Esses trade-offs configuram-se em um importante componente no processo evolutivo
das espécies, no qual pressdes evolutivas poderdo ser direcionadas em diferentes
momentos da histéria de vida, principalmente por ndo ser possivel maximizar varios
processos anabolicos simultaneamente.

Curiosamente, resultados distintos sdo encontrados ao relacionar trade-off entre
reproducdo e longevidade em insetos. Dean (1981) ndo encontrou custos reprodutivos
relacionados a producao de ovos em fémeas do gafanhoto Melanoplus sanguinipes e
sugere que outros fatores influenciam de maneira mais pronunciada na longevidade,
como as interacdes macho-fémea e questdes ambientais. Kotiaho & Simmons (2003)
ndo encontraram custo reprodutivo em fun¢do da reducdo da longevidade para as
fémeas virgens e reprodutivas do besouro escarabeideo Onthophagus binodis, porém
este mesmo custo foi identificado, no mesmo experimento, para os machos desta
espécie. Estes resultados apontam para a grande variedade de trajetdrias evolutivas, as
quais foram selecionadas em particular para cada grupo, levando em consideragdes
aspectos como disponibilidade alimentar, bioenergética e aspectos intra-especificos.

Além da producdo dos gametas, propriamente dita, o momento da primeira
reproducdo, por exemplo, tem relagdo direta, em mamiferos, com a longevidade
maxima (Holliday, 1995). Em outros grupos animais como em passaros, o desempenho
reprodutivo aumenta com a idade, fato que pode estar relacionado com a eficacia de
forrageio, por exemplo (Froy et al., 2017). Assim, animais que tipicamente investem
fortemente na reproducdo no inicio da vida adulta, irdo sentir os custos da reproducao
durante o processo de senescéncia, apresentando um declinio precoce e rapido na
sobrevivéncia, exibindo diferencas na longevidade entre reproducdo precoce e
reproducdo tardia (Reed et al., 2008). Na literatura de biologia evolutiva, isto refere-se a
Teoria Pleiotropica de Envelhecimento, na qual a fecundidade precoce (fitness
Darwiniano) tera seus efeitos deletérios mais cedo (Williams, 1957).

Um estudo classico em mosca-da-fruta (Luckinbill et al., 1984) mostrou que a
manipulagdo da idade da primeira reproducao influencia a longevidade, ou seja, fémeas
que reproduzem cedo tém menor longevidade, ao passo que a reproducdo tardia
aumenta a longevidade nestes dipteros. Em gafanhotos, o mesmo fendmeno foi
encontrado (Dean, 1981). Logo, fémeas que ovipositam mais ovos ou que comegam a
oviposi¢do precocemente sao menos longevas que fémeas que produzem menos ovos ou

que iniciam a oviposi¢do tardiamente (Dean, 1981).



Para grilos, a hipotese do trade-off entre reprodugdo e longevidade nao foi ainda
explorada, assim como a possivel interferéncia da copula e do momento da reproducao

na historia de vida destes animais.

1.2. O aparato sensério-auditivo e comportamento reprodutivo em grilos

Os grilos utilizam sobretudo a audi¢do para desecadear respostas aos eventos
reprodutivos. Estes insetos possuem duas membranas timpanicas (timpanos) de forma
oval nas pernas anteriores; uma estad localizada na superficie anterior e outra na
superficie posterior de cada tibia, tanto em machos quanto em fémeas (Fig. 2). Este
aparelho especializado é constituido por uma membrana timpanica esticada sobre um
saco de ar (expansdes traqueais) associado a um o6rgdo sensorial denominado 6rgao
cordotonal. Este 6rgdo ¢ composto por conjuntos de neurdnios sensoriais bipolares
inseridos distalmente em células chamadas escaldpales (Hoy & Robert, 1996), que
encontram-se cercadas de células gliais e de células de suporte. Nestes insetos, o 6rgao
timpanal possui entre 60 e 80 mecanoreceptores denominados escalopideos (Yack,
2004) (conjunto de escaldpales + células gliais + células de suporte) que percebem as
vibragdes mecanicas no interior da tibia causadas pelas ondas sonoras provenientes do

ambiente externo.

Figura 2- A: Apéndice anterior (fémur + tibia) - circulo. B: Aspecto macroscépico dos
timpanos — existe um par destes em cada tibia: Timpano anterior e timpano posterior
(enlagados em vermelho e devidamente identificados pelas setas na imagem) em
distintos apéndices. Fonte: autor.



Este timpano tem a funcao de ampliar as ondas sonoras que serao percebidas por
estes mecanorreceptores (escalopideos) no interior desta cavidade, cujos sinais devem
ser decodificados no sistema nervoso central. Esta aferéncia sensorial chega ao ganglio
protoracico, onde localiza-se o neurdpilo auditério e em seguida para o cérebro, por
meio do interneurdnio AN1 (4scending Neuron 1), que esta relacionado com a recepgao
de frequéncias caracteristicas dos chamamentos (ou calling songs; estridulagdo atrativa
para a fémea) (Wohlers & Huber, 1982). Esta percepcdo leva a movimentar-se em
direcdo ao macho, caso esteja receptiva para a copula. Os timpanos das fémeas
trabalham juntos, como um aparato altamente direcional devido a sua localizagdo nas
tibias anteriores. No entanto, dois inputs sensoriais permanecem separados em duas
redes neurais, sendo subsequentemente comparados para a analise da direcdo do som,
tanto em grilos como em esperangas (Stumpner & von Helversen, 2001), conforme
sugerido por Alexander (1961).

Os componentes sonoros sao utilizados para diferentes comportamentos em
grilos (Alexander, 1962; Stumpner & von Helversen, 2001), podendo-se destacar: (I)
Interagdes entre machos e fémeas: corte, copula e chamamento de aproximacao, sinais
poOs-copula, sons de reconhecimento e elaboracao de ninhos; (II) Interagdes entre
machos: territorialismo e sons agressivos; (III) Interacdes entre prole e progenitores:
cuidado de ovos e das ninfas e alimenta¢do para as ninfas (Alexander, 1962).

A sinalizacdo sonora para a corte por parte do macho € o primeiro passo do
processo reprodutivo em Gryllidae (MacDougall, 1996) e leva a fémea a assumir a
posi¢do de copula (Fig. 3) nas diversas espécies de grilos (Alexander, 1961), tornando
este sentido o mais importante para o encontro de parceiros sexuais aptos a reprodugao

a longas e médias distancias.

Os machos deste grupo
produzem sons de chamado
para a copula (calling songs)
que sdo gerados nas tégminas
(asas superiores modificadas) e

possuem padrdes tipicos de

cada espécie (MacDougall,

Figura 3- Cépula de G. assimlis. A fémea (posigdo superior) monta 1996), sendo as fémeas
sobre o macho (posicdo inferior) para a transferéncia do

esbermataéforo. Fonte: autor. capazes de discriminar estes



sinais de acordo com a duragdo, taxa e frequéncia (Gerhardt & Huber, 2002), gragas ao
elaborado aparato auditivo que possuem. Desta maneira, as fémeas orientam-se em
direcdo ao macho (fonotaxia) por intermédio destes receptores auditivos timpanais
(Alexander, 1962). Por exemplo, as fémeas de grilo-doméstico (Acheta domesticus)
utilizam somente a estridulagdo para decidirem entre machos para o acasalamento
(Crankshaw, 1979). Neste sentido, a fémea ndo pode ser obrigada a copular pelo seu
parceiro, pois deve montar no macho (Fig.3) para que receba o espermatéforo (capsula
contendo os espermatozoéides) (Wagner et al., 2001; Leonard & Hedrick, 2010) que se
prende diretamente no ducto vaginal ou vagina (Fig. 4). Por diferenga de pressdo, os
espermatozdides alcangam a espermateca (onde ficam armazenados) e os ovdrios,

fecundando assim os ovocitos.

Ovipositor

Figura 4- Vista ventral do abdomen de uma fémea de G. assimilis com o
espermatoforo preso no canal vaginal (vagina) apds a transferéncia do
mesmo durante cépula.

O orgdo auditivo relacionado a percepcao destes sons de chamado para a copula
em Gryllidae, sofre desgaste com o tempo (Akai & King, 1982). Evidéncias
experimentais indicam que a idade ¢ um dos fatores que influencia na reproducao
(Prosser et al., 1997). O trabalho demonstrou que fémeas jovens (~14 dias apos a muda
para adulto) de Gryllus integer sdo mais seletivas em direcdo a um sinal atrativo para
copula (calling song) quando comparadas com fémeas mais velhas (~28 dias apds a
muda para adulto). Para Gryllus assimilis e para outras espécies de ortopteros, at€¢ o

momento, faltam andlises ultraestruturais do envelhecimento da membrana timpanal,



podendo ser este um dos fatores que explicam a baixa velocidade com que fémeas
velhas (22 — 28 dias de vida adulta) se deslocam em direg@o a estridulagdo do macho.
Isto foi observado em G. assimilis por Pacheco et al. (2013), refor¢ando a percepgdo de
presbiacusia, ou seja, perda das fungdes auditivas decorrente da idade ¢ um marco de
envelhecimento em intimeras espécies (Zheng et. al. 1999; Gratton & Vazquez 2003;
Kujoth et al., 2005). Neste viés, estruturas sensoriais importantes para a selecdo dos
parceiros sexuais, como o timpano (6rgdo auditivo dos ortdpteros), poderiam estar
prejudicados pela acdo do tempo (idade) e/ou pela presenca de parasitas, impedindo o
éxito deste sistema auditivo na resposta a atragdo dos machos como resultado do
processo de senescéncia imediato ap6s o alcance da idade reprodutiva neste grupo.

Informagdes acerca do envelhecimento do timpano sdo ausentes para insetos.

1.3. Envelhecimento/Senescéncia e acimulo de neurolipofuscina

Assume-se por envelhecimento o conceito proposto por Arking (1998), que o
define como mudangas funcionais e estruturais que ocorrem de maneira cumulativa,
progressiva, intrinseca e deletéria, que pode, eventualmente, levar o animal a morte. E
um processo tempo-dependente que resulta de danos ou injurias celulares, seguidas de
subsequente declinio da func¢do, elevando a vulnerabilidade dos organismos a morte
(Lopez-Otin et al., 2013). Muitas das manifestacdes do envelhecimento irdo aparecer
em organismos que ja passaram pelo periodo de reprodugdo e, portanto encontram-se
distantes da sele¢do natural, demonstrando uma explicagdo evolutiva para o
envelhecimento (Gavrilov & Gavrilova, 2002), uma vez que esta ¢ uma das fases
inerentes contidas nos ciclos de vida dos organismos, juntamente com o nascimento,
crescimento e reproducdo, culminando na morte. Para este processo natural de
envelhecimento apos o periodo reprodutivo, denominamos senescéncia (Arking, 1998).
Portanto, teoricamente, animais que reproduzem mais cedo estardo sujeitos ao processo
de senescéncia também mais cedo. O mesmo raciocinio se aplica para animais que
reproduzem tardiamente ao longo do seu ciclo de vida.

Uma das mais fortes vertentes que contribuem para o envelhecimento esta
relacionada aos danos oxidativos produzidos durante a respiragdo celular. A Teoria do
Envelhecimento baseada em radicais livres (Harman, 1956), estabelece que a produgao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) resulta em danos acumulativos que levardo ao
envelhecimento. As principais ERO sdo produzidas na cadeia respiratoria mitocondrial

(Ruder et al., 2009) e estdo relacionados aos custos da reprodu¢do (Harshman & Zera
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2007) e ao processo de senescéncia. Sabe-se que hd uma queda nas defesas
antioxidantes em diferentes grupos animais relacionada a reprodugdo (Alonso-Alvarez
et al., 2004), incluindo insetos, como documentado para D. melanogaster (Wang et al.,
2001; Rush et al., 2007).

Neste proposito, nem todos os danos oxidativos gerados ao longo da vida, e que
podem ser agravados pela reprodu¢do em alguns grupos, conseguem ser eliminados
pelos sistemas de defesa antioxidantes do organismo. Desta maneira o acimulo destes
danos ocorre paralelo ao acimulo de um pigmento, denominado lipofuscina (LF) ou
pigmento de envelhecimento, que quando encontrado no tecido nervoso, chama-se

neurolipofuscina (Fig. 5).

Figura 5- Granulos de neurolipofuscina (em branco) localizados no
citoplasma de células neurossecretoras da pars intracerebralis de G.
assimilis em microscopia de fluorescéncia. Setas amarelas: granulos.
Objetiva: 100x. Fonte: autor.

O pigmento LF ¢ autofluorescente, constituido basicamente por granulos
formados majoritariamente de proteinas e lipidios oxidados (Terman & Brunk, 1998)
que ndo sdo alvos de degradagdo lisossomal, comprometendo a viabilidade celular,
especialmente em células pos-mitdticas (como neurdnios) (Hohn & Grune, 2013). Estes
granulos ficam armazenados nos lisossomos, no entanto podem ser formados no interior
da propria organela ou no citoplasma celular, sendo posteriormente autofagocitados pela
mesma, pois nao sdo exocitados, embora ndo possam ser degradados pelas enzimas
lisossomais (Terman & Brunk, 2004). Fonseca et al. (2005) encontrou uma forte

correlacdo entre a concentracdo de neurolipofuscina e a taxa de mortalidade idade-
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especifica, em ambos os sexos, no gafanhoto migratorio Locusta migratoria. Um estudo
com mosca (Musca domestica) verificou que o acumulo de LF esta diretamente
relacionado com a taxa metabdlica do animal. Neste trabalho, moscas com alta taxa
metabolica (provocada pela atividade fisica) acumularam cerca de 50% mais LF que
moscas controle, com baixa atividade fisica, porém nao houve diferencas na quantidade
do pigmento em insetos com 14 dias de vida para animais em alta atividade fisica
quando comparados aos animais com 30 dias de vida em condi¢des opostas (Sohal,
1981), ou seja, a velocidade de acimulo € proporcional ao metabolismo durante a vida e
reflete a idade fisioldgica do organismo.

Estudos com outros insetos, como com a abelha de mel Apis mellifera carnica
Pollmann (Miinch et al., 2013), com a mosca-da-carne Sarcophaga bullata Parker
(Ettershank et al., 1983) e com formigas Polyrhachis sexpinosa Latrielle (Robson &
Crozier, 2009) j& verificaram o pigmento de envelhecimento lipofuscina (LF) nestes
organismos. Até o presente momento, nao se encontram publicagdes que procedessem a
analise de neurolipofuscina em grilos, portanto, conhecimentos basicos acerca da taxa
de acumulacdo de lipofuscina e as regides do cérebro com maior abundancia do
pigmento ndo foram documentados. Portanto, os efeitos de condi¢des reprodutivas

associadas ao acimulo deste pigmento ndo foram ainda explorados em Gryl/lus.

1.4. Gryllus assimilis (Fabricius, 1775)

A espécie foi descrita por Fabricius em
1775 como Acheta assimilis, proveniente da
Jamaica. Por esta razdo, também € conhecido na
literatura como grilo jamaicano ou em ingeés,
“Jamaican field cricket”. Em 1838, Burmeister,
transferiu a espécie para o género Gryllus. A
espécie, G. assimilis (Fig. 6), passou desde entdo

por diversas mudangas na classificacdo

taxonOmica, incluindo novas combinacoes,

sinonimizagdes e descrigdes de novas espécies até Figura 6- Fémeas adultas de G. assimlis

ovipositando em algodao umedecido.

entdo consideradas como pertencentes a esta
Fonte: autor.

espécie (Weissman et al.,, 2009; Cigliano et al.,

2018).
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A maioria dos grilos possuem habitos noturnos, sao onivoros e canibais. Porém
ndo ficam restritos aos horarios noturnos para estridular ou se alimentar. Podem ser
encontrados em diversos tipos de vegetagdo, em tocas/fendas no solo ou em paredes,
troncos, galhos, pedras, entre outros (Ackert & Wadley, 1921). Os mesmos autores
(Ackert & Wadley, 1921) encontraram uma propor¢ao semelhante de machos e fémeas
na natureza, exceto no final da época reprodutiva, em que as fémeas com seus
abdomens cheios de ovos ultrapassam a quantidade de machos vivos.

Em nosso laboratério (Biotério de Invertebrados Terrestres da Universidade
Federal do Rio Grande - FURG), sdo animais com ciclo de vida em torno de cinco
meses. Destes, aproximadamente trés sdo de fases ninfais e dois de vida adulta. As
fémeas se distinguem bem dos machos a medida que avangam no desenvolvimento

ontogenético (Fig. 7).

Figura 7- Ninfas (macho e fémea) de ultimo estagio de
G. assimilis, provenientes de col6nia estabelecida no
Biotério de Invertebrados Terrestres - FURG. Seta
vermelha indica o ovipositor das fémeas, evidenciando
o claro dimorfismo sexual dos imaturos. Fonte: autor.

Atualmente, insetos como os grilos sdo importantes fontes alimentares no
mundo todo, sendo criados em escalas industriais tanto para servirem de alimento para
zoologicos, lojas de animais (pet shops) e também para fabricas de alimentos
processados. Além disso, possuem também importancia econdmica, pois os grilos sao
pragas agricolas (Grodzki, 1972; Barbosa et al., 2009).

O crescimento demografico mundial implicard em mudancas nos habitos
alimentares da populacgao, incluindo novas fontes alimentares que sejam mais rentaveis,

que produzam menos polui¢do global e que tenham potencial proteico e lipidico
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elevados, como no caso dos insetos (Deroy, 2015; van Huis, 2016; Barroso et al., 2017;
Megido et al., 2018), tornando-se fundamental a compreensao de aspectos relacionados
a biologia destes animais incluindo estudos de sobrevivéncia, de processos
reprodutivos, envelhecimento e senescéncia. Complementar aos interesses econdmicos,
estudos ecofisioldgicos em diferentes populagdes animais irdo favorecer planejamentos
de manejo sustentavel da fauna, avaliagdo de impactos ambientais causados por acdes
antropogénicas e/ou abidticas, além de enriquecer a literatura cientifica com novos
dados, servindo de base para trabalhos que envolvam reproducdo e principalmente o
envelhecimento morfofisiolégico em insetos, cujo tema apresenta grandes lacunas e

caréncia de pesquisas.

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

o Identificar efeitos da reproducdo na longevidade e no envelhecimento

morfofisiologico de fémeas do grilo Jamaicano (Gryllus assimilis).

2.2. Objetivos especificos

o Comparar a sobrevivéncia entre fémeas com restricdo reprodutiva, com

reproducdo normal e com reprodugdo tardia;
o Descrever modificagdes morfologicas nos timpanos posteriores de fémeas
com restricdo reprodutiva, com reproducao normal e com reprodugdo tardia de G.

assimilis ao longo da vida adulta.

o Quantificar o envelhecimento fisioldgico no cérebro de fémeas com restricao

reprodutiva, com reproducao normal e com reprodugao tardia.
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Abstract:

Some physiological traits not related, like reproduction and self-maintenance, are costly
for many animals and an energetic compromise (trade-off) is necessary. Animals
investing energy in reproduction would decrease their lifespan and vice-versa. The
objective of this investigation was to verify the effect of mating in survival and
morphophysiological ageing of female crickets (Gryllus assimilis) in three experimental
groups: virgin, normal and late reproduction. Survival analysis and the in situ
quantification of the age-pigment neurolipofuscin were performed. Ultrastructural
analysis using scanning electron microscopy of the posterior tympanal membrane was
carried out over time, to record potential changes on this important structure in the
cricket reproduction. No differences were found longevity between groups, although
virgin females took longer to initiate exponential survival decay. Neurolipofuscin
accumulation was found in all groups and it was inversely related with lifespan, but no
significant differences in accumulation between reproductive conditions was found.
Five lesions associated with morphological ageing of the tympanum: excrescence, fungi
agglomerate, perforation, plaque formation and crack between tympanal and tibial
cuticle, but unrelated to the reproductive condition. However and regardless of the
reproductive conditions, significant wear of the posterior tympanal membrane matched
the reproductive senescence.

Keywords: Neurolipofuscin; trade-off; tympanum; morphology; senescence; cost of

reproduction.
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1. Introduction:

When an organism, at any moment in its life-history, has to divert limited energy
resources from a physiological trait to another, a trade-off is observed [1]. The inverse
relationship between contrasting traits, such as growth vs. longevity, growth vs.
reproduction, and reproduction vs. longevity has been reported for a long time (e.g.,
some articles in a CIBA Foundation Colloquia on Ageing publication, such as Beverton
& Hol [2], Bourliére [3], and Maynard-Smith [4]. The rationale is that it occurs because
the internal energy source is limited to keep both life-history processes at the same time
[5], whereas these are expensive processes in life-history. Ecologically, it prevents
organisms from reaching the maximum fertility rate throughout its entire life [6]. Trade-
off between reproduction and longevity is associated with the ,,cost of reproduction”
concept, meaning that the current reproduction prevents future reproduction and
decreases survival [7], considering that energy expenditure in somatic maintenance
would result in a “disposable soma”, being more susceptible to senescence, like
proposed by Kirkwood [8], leading to acceleration of senescence and death. This
phenomenon is often documented for insect females due to the acceleration of
senescence by egg producing [9], although some studies with males had been carried
out [6, 10].

Besides reproduction by itself, the moment of the first reproduction is regarded
as inversely related to longevity [11-13]. In some species, reproductive performance
increases with age [14]. Animals that typically invest heavily in reproduction early in
adulthood will experience the costs of reproduction early during the senescence,
exhibiting an early and rapid decline in survival or a trade-off between early and late
reproduction [15]. In the evolutionary literature, it has been called the pleiotropy theory
of ageing in which increases of fecundity early in life (Darwinian fitness) would have
deleterious effects late in life [16]. This aspect is unknown for crickets.

Experimental evidences found by Prosser et al. [17], demonstrated that young
adult females are more selective for mating call than older females of Gryllus integer.
However, no information regarding survivorship is reported. For G. assimilis, Pacheco
et al. [18] showed that females with 22-28 days old went toward male calling song
(phonotaxis) at a low speed. It might be due the senescence process of morphological
structures involved in the reproductive behaviour of crickets, but analyses considering it

have not been performed.
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Crickets have tympanal organs to capture sounds. They are located in the foreleg
tibia, one on the anterior surface and the other on the posterior surface [19]. These
hearing organs are directly linked to the nervous and tracheal system and they allow
females to decide among mate partners by discriminating duration, rate, and the
frequency of the calling song produced by males [20, 21], being the most important
sensorial input related to the reproductive behaviour. During ageing, this complex
structure may wear micro and macroscopically, influencing the perception and
phonotaxis response of female crickets.

Associated with the metabolism (including reproduction and ageing), the
autofluorescent age pigment called lipofuscin is gradually deposited over time and it is
formed mostly by undigested oxidized proteins and lipids [22]. As follows, it has been
shown elsewhere that reproduction also decreases the antioxidant defences in some
animals, including insects [23-25], likely resulting in an increase of oxidative damage.
Therefore, the reproductive effort could increase neurolipofuscin accumulation. To date,
no studies have been done on neurolipofuscin accumulation in crickets.

This study had three major goals. The first was to determine the influence of
reproduction in the lifespan of female crickets. The second goal was to identify the
damages in the posterior tympanum caused by the ageing process in virgins and
reproductive females. The last, third goal, was to determine and to compare

neurolipofuscin accumulation rate in the brain of virgins and reproductive females.

2. Material and methods:

2.1. Crickets rearing

The Jamaican field crickets, G. assimilis, were reared in the Bioterium of
Terrestrial Invertebrates at the Institute of Biological Sciences (Federal University of
Rio Grande) in Rio Grande/RS - Brazil. Crickets were maintained under a controlled
light and temperature regime (12hL:12hD, 26 + 1°C). They were fed ad libitum with
Cat Chow® since the eclosion of the eggs. The animals were kept in plastic boxes
(41x29x13cm) with egg cartons to provide hiding places. To avoid uncontrolled mating,

all nymphs — from the 4™ stage — were sexed and sorted by sex prior the experiments.

2.2. Experimental design
Female crickets from the same cohort (within three days of difference in age)

were used to set three experimental groups (n: 35), with three replicates. The first group,
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virgins (V) was deprived from mating (Control). The second group, normal
reproduction (N) was allowed to mate once early in life (15 days after imaginal moult).
The third group, late reproduction (L) had access to males later in life (30 days after
imaginal moult). For normal and late reproduction groups, adult males (n: 40) were
randomly selected and left together with females for seven days.

After males removal, females of the three groups were monitored and deaths
were daily recorded. Survival curves were constructed and the Gompertz survival model
was fit to data. This model — (EXP((a/b)*(1-EXP(b*age)) — assumes an exponential
increase in death rate after sexual maturity. The “b” parameter of model indicates this
exponential increase in death rate [26].

During the survival monitoring, three sampling times were carried out in all
groups: Time 1: at beginning of experiment (2+1 days old — adults age — 100% of
survivors); Time 2: when virgins and mated females, including normal and late
reproductive groups, reached 40% of survival, respectively and; Time 3: at the end of
experiment, when all females (virgins and mated) reached 5% of survivorship. At each
sampling time, two females per box (three replicates) were sampled for neurolipofuscin
quantification plus two for tympanum ultramorphological analysis. The three times of
sampling were defined according to prior survival curves estimated for these
experimental conditions, and they reflected an initial phase of no mortality, a second
phase of a sharp increase in mortality rate, and a third phase of a decline in mortality

rate late in life.

2.3. Tympanum analysis

Six crickets from each treatment were cold anaesthetised on ice and the forelegs
were carefully removed disrupting the articulation between the femur and the trochanter
using a pair of tweezers. This body part was used for observation of the posterior
tympanal membrane (PT) in the tibia under Scanning Electron Microscopy (SEM). All
forelegs were dehydrated in an ascending ethanol series and air-dried for 5 h before
examination. The forelegs were attached to a holder using double sided carbon tape,
sputter-coated with gold (Denton Vacuum Desk V), examined and photographed with a
Jeol, JSM - 6610LV SEM at 10 kV~15 kV in the Southern Center of Electron
Microscopy (CEME-Sul) located at Federal University of Rio Grande (FURG).

To evaluate the injuries throughout ageing, a ranked classification was proposed

taking into account the severity of the wear (ranging from 1 to 5) of the posterior
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tympanum (PT) as follows: (1) excrescence (Exc); (2) plaque formation (Pqf); (3) fungi
agglomerate (Fng); (4) crack between tympanal and tibia cuticle (Ctt); and (5)
perforation (Prf). Exc: was defined as rugged protrusion rising above the cuticle of the
tympanal surface; prominence. Pqf: reflect formation of a cuticle-enriched plaque,
modifying the natural morphology of the tympanum; Fng: presence of fungal hyphae
and spores colonising tympanal surface. Ctt: cracking between the cuticle of the
tympanum and the cuticle of tibia (insertion) and Prf: tympanal cuticle with perforation,
fissure. Also, the area occupied by the damage was ranked from 0 to 5, as follows: (0)
Absent; (1) slight initial (present); (2) mild to moderate (occupying ~1/3 of total
tympanal area); (3) Moderate (occupying ~2/5 of total tympanal area); (4) Moderate to
severe (occupying ~2/3 of total tympanal area) and; (5) Severe (occupying total
tympanal area). Using these two rankings, an index was calculated. For example, a
plaque formation (2) occupying 1/3 of the tympanum (2) had an index value of 2 x 2 =
4,

2.4. Neurolipofuscin quantification

Six females were used from the three sampling times for neurolipofuscin
quantification. Brains were dissected out under a stereomicroscope while submerging
the insects head into iced insect saline buffer and were subsequently fixed with formalin
10% until preparation for histological procedures in an automatic Leica ASP200 tissue
processor. After wax embedding, the brains were sectioned in a manual microtome set
at 6um thickness. Sections were observed using a 100x oil immersion objective under
blue (488 nm) fluorescence excitation, barrier filter at 515 nm. Images of the region of
interest were acquired with a coupled camera (Olympus DP72) and saved in grayscale
tiff format. Neurolipofuscin granules were quantified in the pars intracerebralis, as
described by Fonseca et al. [27]. A total of 185 images was analysed in the free image
editor program GIMP (version 2.8.20), allowing determination of the total area
occupied for the granules within the region of interest (pars intracerebralis) in a tissue
section. Neurolipofuscin concentration was expressed as volume fraction (% vol.), and

according to Sheehy et al. [28], a geometric weighted average was estimated.

2.5. Statistics
The effect of reproduction regimes on specific mortality rate was verified

applying Gompertz model. Estimates of the Gompertz b parameter — exponential rate of
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increase of mortality — were compared by the 95% confidence intervals. The maximal
longevity (Tmax = age at 5% survival) and the mortality rate doubling time - time
required for mortality rate to increase by 2-fold — (MRDT= In2/b) were calculated for
survival curves.

Two-way ANOVA was applied to neurolipofuscin and tympanal wear data
(reproductive condition and age as factors). No normality and homocedasticity was
found to tympanal wear data, then Mann-Whitney Test with Holm-Bonferroni

correction was used. A significance level of 5% was adopted in all analyses.

3. Results

3.1. Survival curves

All fits of the Gompertz model to survival curves were significant (Fig. 1)
(p<0.001); V- r*= 0.99; N and L- r’= 0.98. The slope of the Gompertz model
demonstrated that when the decay in survival starts, it occurred significantly faster in
virgin females (b = -0.185+£0.015) than in reproductive groups (normal and late
reproduction, b = -0.143+0.012 and -0.174+0.016, respectively). Survival curves
profiles show that virgin females took longer to start dying (slope at 20 days: V= -
0.006; N=-0.011 and; L= -0.008), but virgins showed a faster decay in survival at 37
days (V=-0.0682+0.0001), differing from reproductive groups (N=-0.05304+0.0001 and
L=-0.0640+0.0004).

Taking account the Gompertz parameters, Tmax were very similar among
treatments, i.e., 47.46, 46.58 and 46.60 days for N, V and L groups, respectively. No
significant differences were found. The MRDT was significantly higher in normal
reproductive females (4.84+0.38 days) than virgin females (3.74+0.29). For late

reproduction females, the figure was 3.97+0.34 days.

3.2. Neurolipofuscin accumulation

Neurolipofuscin granules were found in different regions over the entire brain,
including a neurossecretory center (pars intracerebralis), and Kenyon cells bodies at
the mushroom bodies. Within each reproductive treatment, it was found a significant
age dependency in accumulation of neurolipofuscin (ANOVA, p=0.001). The
reproductive condition was not related to neurolipofuscin accumulation (ANOVA,
p=0.50), as no interaction between variables was found (ANOVA, p=0.21). All Pairwise
Multiple Comparison (Holm-Sidak method) to age data showed significant differences
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in neurolipofuscin accumulation between the 1% and 2™ and between the 1®* and 3™
sampling times (p<0.001). No differences between the 2™ and 3™ sampling times

appeared (p<0.78) (scatter plot: Fig.1).

3.3. Tympanal wear

In the comparison between young (14 days) and old females (30 days)
tympanum showed macroscopically differences (Fig. 2). The young female tympanum
had a clean, continuous and homogeneous surface. During ageing, mainly from the
~37" day of adulthood (2nd sampling time), damages were more pronounced, changing
clearly the normal morphology of the posterior tympanal membrane. The number and
integrity of hairs (bristles) that typically surround tympanum in early adult females were
remarkably reduced.

In our exploration, five different kinds of damage were found in SEM images
analysis: excrescence (Exc); plaque formation (Pqf); fungi agglomerate (Fng); crack
between tympanal and tibia cuticle (Ctt) and perforation (Prf) (Fig. 3).

For Exc the age was significantly (p< 0,005), without interaction between
factors (p=0.35). All Pairwise Multiple Comparison to age data showed significant
differences (p<0.01) just between 1* and 31 sampling times. For Pqf the age was also
statistically significant (p< 0.005), without interaction (p=0.73). All Pairwise Multiple
Comparison to age data showed significant differences (p<0.01) between 1* and 2" and
between 1% and 3™ sampling times. For fungi agglomerate (Fng), the effect of age was
significant (p<0.001), not having interaction between factors (p=0.82). All Pairwise
Multiple Comparison to age data showed significant differences (p<0.05) between 1*
and 2™, between 1% and 3™ and also between 2™ and 3™ sampling times. For Ctt, the
age showed significance (p<0.05), without interaction (p=0.86). The 1* and 2™
sampling times showed differences (p<0.05) and also the 1* and 31 (»<0.01) in the all
Pairwise Multiple Comparison. The last damage, Prf, had statistical differences in age
data (p<0.001), without interaction between factors (p=0.97). The Pairwise Multiple
Comparison to age data showed significant differences (p<0.05) between 1 and 2™, 1%
and 3" and 2™ and 3™ sampling times. There was no difference on tympanal wear
between reproductive conditions (Exc: p=0.42; Pqf: p=0.17; Fng: p=0.80; Ctt: p=0.69
and Prf: p=0.73).
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4. Discussion

The rationale of this investigation was that the reproduction process would
decrease the survival of females, with the stronger effect found in normal reproduction
females than in late reproduction females. Moreover, it was presumed that normal
reproduction females would accumulate neurolipofuscin faster than virgin females.
Tympanal wear, as an important sense for reproduction, was expected to increase after

reproductive age (senescence).

4.1. Survival analyses

Interestingly, in our results, the lowest initial mortality rate of virgin Gryllus
assimilis females is compensated by the increase in the mortality rate late in life and,
consequently, it reflects the highest mortality rate doubling time (MRDT) found for
virgins. On the other hand, in females mated at normal ages, the highest initial mortality
rate at 20 days was compensated by the lowest increases in mortality rate as females got
older. Late reproductive females have both initial mortality and increases in mortality
rates that are in intermediate conditions compared to the other reproductive conditions.
As all three treatments did not differ in Tmax, the initial mortality rates have been
counterbalanced by middle age mortality rates. A possible explanation — in light of the
disposable soma theory — for this finding is that, initially, in the absence of males,
females would invest more resources in somatic maintenance. This has also been
reported for true bugs Apolygus lucorum [29]. This premise may explain the delay in the
exponential decay in survival in virgin females of G. assimilis when it compared to
mated ones.

The lowest increases in mortality rate in mated females as they got older, can be
explained by beneficial effects of copulation, which are also described in a cricket of the
same genus, G. fexensis, where the fluids transferred within spermatophore by males
acted as an immune system stimulant in females, increasing its survival and resistance
to pathogens [30]. Still in Gryllus, the work of Wagner et al. [31] showed that multiple
copula increased survival of Gryllus lineaticeps females up to 32% when compared to
females that had only a single copula. In this investigation, as no differences in
maximum longevity were found, the possibility of beneficial effects of copulation
would be related to the lowest increase in mortality observed in middle-aged mated
females. However, in this experiment, it was not registered, for each female, whether

multiple or single copulations occurred.
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The assumption that virgin females do not lay eggs is at the core of the costs of
reproduction idea, particularly impacting the maximum longevity. However, this
assumption is incorrect since virgin females of G. assimilis do lay eggs. Deans [11]
study on grasshoppers showed that virgin females, although lived longer than mated
females, produced a higher total number of eggs than mated females, suggesting that the
costs of reproduction in this species is not related to the egg production. Some virgin
females of different taxonomic groups also produce and lay eggs, even if not fertilised,
such as the predatory pentatomid Podisus nigrispinus [32] and the seaweed fly Coelopa
frigida [33], suggesting that the maturation of oocytes occurs independently of mate
condition, perhaps related to low probability of these females to keep virgin in the field
[33]. So, in the case of G. assimilis the costs of oogenesis and egg laying could not be
demonstrated to be a factor interfering the maximum longevity, as no difference
between virgins and mated females were identified in respect to egg laying behaviour.

Another approach to this subject is related to findings in Mediterranean fruit
flies [34], in which the rate of decline of egg laying — and not the intensity of
reproduction — predicted best the latter mortality. For this rationale, a slow declining in
egg laying rates is related with a longer life span. Therefore, if G. assimilis females of
the present investigation did not differ in the rate of decline of egg laying, no
differences in Tmax would be expected. This explanation is interesting because it has as
consequence that the reproductive pattern of laying are coordinated with the
physiological age of an individual [34], an issue that can be further explored using
neurolipofuscin quantification.

No difference in Tmax figures could be related to the experimental design.
Recent investigations have suggested that the observation of trade-offs in laboratory
studies are unlikely since organisms typically are reared in optimum conditions of
feeding (ad libitum) and health [9,35-37]. Therefore, the animal would not have to
divert energy reserves from maintenance to reproduction, because energy resources are
not limited to support both physiological traits simultaneously, therefore masking
possible trade-offs, expressed as different maximum longevities between reproductive
treatments.

A trade-off could be observed in the life history of these cricket females in terms
of the effects of reproduction, which were observed on early and middle age mortality

rates, but not terms of maximum longevity, which seemingly compensated each other.
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4.2. Neurolipofuscin accumulation and survival

Our results report the first occurrence of morphological neurolipofuscin in
Gryllus assimilis. As this pigment reflects the rate of physiological ageing, as a result of
the production of by-products, such as free radicals, inevitably produced by metabolism
and increased with higher metabolic rates [38-41]. Actually, this has been documented
for crustaceans [42], in which increasing of rearing temperatures made lifespan shorter
and increased neurolipofuscin accumulation rate in a freshwater crayfish. In insects,
activity restriction increased the lifespan of houseflies and decreased the accumulation
rate of neurolipofuscin [43].

Results of the present investigation showed a significant increase in
neurolipofuscin at 37-38 days-old females of all treatments. While mortality at 20 days
was negligible, at 37-38 days survival was no larger than 50% in all treatments, and
neurolipofuscin accumulation reached the maximum, as in any treatment it was
observed a significant difference between neurolipofuscin accumulated at 37-38 days
and at 46-48 days. Therefore, the sharp increase in neurolipofuscin accumulation was
observed during the same period of a clear drop in survival. The inverse relationship
between post-maturity neurolipofuscin accumulation and survival is important because
it reinforces the link between senescence — independently of the reproduction treatment
— and adult death, as suggested by Fonseca et al. [27], and it can be related to the role of
the nervous system in controlling invertebrate ageing and longevity [44-46].

The increase in neurolipofuscin accumulation was likely not related to the
reproductive effort, as egg-laying was observed in all treatments. Two mechanisms
could be suggested to explain it. The first is that the eggs production does not change
metabolic rate in these insects. In insects, brain metabolic rate is coupled with the
animal metabolic rate [47]. The second, as mentioned earlier [34], is that reproductive
pattern of laying is in synchrony with the physiological age of an individual, therefore,
the physiological age — as accrued by neurolipofuscin accumulation — is not dependent
of the reproductive pattern, but otherwise, the reproductive pattern that is dependent of

the physiological ageing.

4.3. Tympanum wear
This study is a pioneer in the morphological identification of damages caused
throughout the ageing process in cricket auditory organ. These organisms are

extensively studied with a focus on bioacoustics [48-51], but no information about
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tympanum wear is found. Lesions begin to appear early in many of the analysed females
(~ 14 days) and accentuate mainly after the reproductive period (senescence) (~ 30-40
days). The posterior tympanal membrane, analysed in our study is the main structure
responsible for capturing sound from the external environment being a fundamental
requirement for hearing [52,53].

Although a single study reports contrary evidence regarding the role of the
auditory system in reproductive behaviour [54], there is substantial evidence supporting
the role hearing as an essential sense which enables females to identify and to choose
males to mate based on the calling songs [55-58,21,59,60].

Abiotic factors were controlled during the experiment. Therefore in the
environment these lesions may be even more serious, as they are faced with different
stressors, such as predation and adverse climatic conditions. However, even with this
control, the presence of fungi agglomerate covering partially or totally the posterior
tympanic membrane was found, and may be the result of the lack in grooming
behaviour of the place as they progress in ageing, taking account that middle and aged
females had a significant increase in this damage, since it is a fundamental process for
cleaning surfaces, including the sensorial ones [61]. The presence of fungi agglomerates
likely impairs the normal functioning of this membrane during sound perception. It is
known that locomotor activity and grooming decrease as a natural consequence of
ageing [62,63], therefore fungi accumulation would be a natural process not
counterbalanced by cleaning. On the other hand, since the excrescence is a superficial
lesion, when alone, it should influence in a smaller scale.

Paton et al. [64] have shown that perforations in the posterior tympanic
membrane or simply cover it with Vaseline® reduces the sensitivity of the auditory
interneurons, decreasing sensory inputs in this place. In addition, the sensitivity
threshold of the nerve cells of the injured site gradually increases with the perforations
size until reaching a peak, resulting in loss of tuning. This demonstrates the importance
of maintaining the integrity of this membrane [64]. Following this reasoning, since it is
an irreversible lesion and tends to increase, it was considered the most serious lesion,
including direct entry of pathogens and dust into the insect body, since there are nearby
hemolymphatic channels and tracheas [65]. The same reasoning applies to the crack
between the cuticle of tympanal and tibial membranes. In addition, the continuity of the
tympanum cuticle with tibial cuticle is fundamental for the sensitivity of this system

[66].
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A great variability of results was found in the present investigation, preventing
the observation of significant differences between middle aged females and older
females. However, formation of fungi agglomerate, excrescence and perforation
increased significantly in relation to the chronological age, characterising the
morphological ageing of the posterior tympanic membrane and the consequent loss of
efficiency. Apparently, the peak in wear in not observed at the oldest animals, but it is
already found in middle aged females. Considering the reproductive process, this is
exactly the relevant period, as these females from 15 to 30 days old (from imaginal
moult) are those reproductively active.

In this way, more detailed comparative studies involving parameters such as
behaviour should be done in order to relate the damages identified in the tympanum to
the reproductive success of females. Ultrastructural analysis in transmission electron
microscopy also makes an interesting approach for the identification of structural
changes at the cellular and tracheal level throughout insect senescence.

Based on discussion above, we conclude that a no traditional trade-off could be
observed in the life history of cricket females. This trade-off was not in terms of
maximum longevity, but, instead, the effects of reproduction were observed on early
and middle age mortality rates, which apparently compensated each other. Moreover, a
decrease in survival was clearly inversely related to neurolipofuscin accumulation,
similar to the profile described for other Orthoptera. Lastly, the worsened of wear on the
posterior tympanal membrane coincided with the reproductive senescence in Gryllus

assimilis females.
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Figure 1- Survival curves and scatter plot of neurolipofuscin accumulation.
Virgins (A), normal (B) and late reproduction females (C). Circles: replicates per
group (reproductive treatment). Cubic symbols: neurolipofuscin samples. Solid
line: Gompertz model fitted.
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Figure 2- Macroscopic aspects of posterior tympanal membrane of G. assimilis in
coloured images. A - B: 14 days old females. C - F: 30 days old females. Scale bars:
500 pm.
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Figure 3- Eletromicrography of posterior tympanal membrane (TM) of G.
assimilis females. A: Posterior tympanum surface at 14 days old; B: plaque
formation (arrow); C: excrescence (setae); D: fungi agglomerate (arrow); E and F:
crack between foretibial cuticle (Tc) and tympanal membrane (TM) (arrow); G:
perforation (arrow); H: magnification of tracheoles (T) within TM perforation.
Fungal colonization of auditory tracheoles (arrows). I: Severe perforation (arrow).
B,C,D,E, F, G, H and I: senescent females (37-48 days old). Scale bars = 200, 50,
10, 100, 100, 100, 200, 5 and 200 pm, respectively.
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Figure 1- Survival curves and scatter plot of neurolipofuscin accumulation.
Virgins (A), normal (B) and late reproduction females (C). Circles: replicates per group
(reproductive treatment). Cubic symbols: neurolipofuscin samples. Solid line: Gompertz

model fitted.

Figure 2- Macroscopic aspects of posterior tympanal membrane of G. assimilis
in coloured images. A - B: 14 days old females. C - F: 30 days old females. Scale bars:
500 pm.

Figure 3- Eletromicrography of posterior tympanal membrane (TM) of G.
assimilis females. A: Posterior tympanum surface at 14 days old; B: plaque formation
(arrow); C: excrescence (arrow); D: fungi agglomerate (arrow); E and F: crack between
foretibial cuticle (Tc¢) and tympanal membrane (TM) (arrow); G: perforation (arrow); H:
magnification of tracheoles (T) within TM perforation. Fungal colonization of auditory
tracheoles (arrows). I: Severe perforation (arrow). B, C, D, E, F, G, H and I: senescent
females (37-48 days old). Scale bars = 200, 50, 10, 100, 100, 100, 200, 5 and 200 pm,

respectively.
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3. DISCUSSAO GERAL

Seguindo nosso raciocinio para esta pesquisa, a reproducdo iria acarretar no
decréscimo na sobrevivéncia de fémeas acasaladas, com maior efeito a ser percebido no
grupo de reprodugdo normal comparado ao de reproducao tardia. Assim, fémeas virgens
serlam mais longevas. Neste viés, fémeas reprodutivamente ativas acumulariam
neurolipofuscina mais rapido que as virgens, explicado pelo aumento metabdlico
provocado pelo processo reprodutivo (e.g. producdo e postura dos ovos). O
agravamento do desgaste da membrana timpanal posterior, como sendo um sentido
fundamental para a reproducdo, foi esperado ap6s a idade reprodutiva normal (~30 dias

de vida adulta), quando os animais tornam-se senescentes.

3.1. Analise de sobrevivéncia

Em nossos resultados, a taxa de mortalidade inicial mais baixa das fémeas
virgens de Gryllus assimilis ¢ compensada pelo aumento da taxa de mortalidade em
fémeas de meia-idade e, consequentemente, reflete no aumento do tempo da duplicagdo
da taxa de mortalidade (MRDT). Por outro lado, nas fémeas acasaladas em idades
normais, mortalidades iniciais mais altas aos 20 dias sdo compensadas por menores
aumentos da taxa de mortalidade a medida que envelhecem. As fémeas tardias tém tanto
mortalidades iniciais € aumentos na taxa de mortalidade que encontram-se em situagoes
intermediarias as outras duas condi¢des reprodutivas. Como todos os tratamentos nao
diferiram na longevidade maxima, a taxa de mortalidade inicial foi contrabalangada por
taxas de mortalidade intermedidrias. Isso pode ser explicado tendo em vista a teoria da
soma descartavel — em que fémeas na auséncia de machos irdo investir mais energia na
manutencdo somatica do que para a reprodugdo. Isto foi encontrado para fémeas do
mirideo Apolygus lucorum, que na auséncia de machos investem mais em manutengao
somatica do que no crescimento dos ovarios, elevando a longevidade e a consequente
probabilidade de encontrar um futuro acasalamento (Li, et al., 2017). Esta premissa
pode explicar o atraso na queda exponencial da sobrevivéncia em fémeas virgens de G.
assimilis, quando comparadas aos grupos que acasalaram.

O menor aumento na taxa de mortalidade de fémeas acasaladas & medida que
avangam no envelhecimento pode ser explicado pelos efeitos benéficos da copula, que
ja foram encontrados para um grilo do mesmo género deste trabalho, G. texensis, em
que substancias transferidas pelos machos juntamente com o espermatoéforo, atuaram

como estimulantes do sistema imune nas fémeas (Shoemaker, et al., 2006; Worthington
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& Kelly, 2016), aumentando a sobrevivéncia e a resisténcia a patégenos. Ainda com
Gryllus, o trabalho de Wagner et al. (2001), mostrou que multiplas copulas elevaram a
sobrevivéncia de fémeas de Gryllus lineaticeps em até 32% quando comparado com
fémeas que tiveram somente uma Unica copula. Em nosso experimento, ndo tivemos
controle de quantas vezes cada fémea copulou, pois ficaram durante sete dias em
contato com machos no mesmo ambiente, no entanto, quando consideramos o menor
declinio da mortalidade dos grupos reprodutivos, podemos estabelecer uma relacdo com
estas substancias transmitidas durante a copula, pois embora efeitos da copula ndo
interfiram na longevidade maxima, pode modular a historia de vida das fémeas
reprodutivas, atrasando a senescéncia reprodutiva. Este fato foi encontrado por
Reinhardt, et al. (2009), para o percevejo-da-cama Cimex lectularius, que teve a
senescéncia reprodutiva atrasada dependendo da quantidade de ejaculado
experimentalmente administrados as fémeas.

Por outro lado, ao relacionar o trade-off entre a reproducao e
manutengdo/sobrevivéncia neste grupo de animais, os mais diversos resultados
emergem. Trabalhos como o de Dean (1981), com gafanhotos, mostrou que fémeas
virgens apesar de mais longevas que fémeas acasaladas, produziram um maior numero
total de ovos, indicando que os custos da reproducdo nesta espécie nao estdo
relacionados com a produgdo de ovos. Embora o nimero total de ovos por grupo nao
tenha sido considerado, Dunn, et al. (2005), ndo encontraram relagao entre o nimero de
ovos postos e o tamanho das fémeas com a taxa de mortalidade, independente de serem
virgens ou submetidas a diferentes condi¢des de acasalamento, utilizando como modelo
a mosca Coelopa frigida. Algumas fémeas virgens de insetos de diferentes grupos
taxondmicos também possuem a caracteristica de produzir e por ovos, mesmo nao
fecundados, como por exemplo, o pentatomideo predador Podisus nigrispinus (Soares,
et al., 2011) e a mosca das algas C. frigida (Dunn, et al., 2005), sugerindo que a
maturacao dos oocitos ocorre independente da condigdo reprodutiva e que isso talvez
esteja relacionado com a baixa probabilidade destas fémeas se manterem nao
fecundadas (virgens) no ambiente (Dunn, et al., 2005). Ainda, no caso de G. assimilis os
custos da ovogénese e da postura ndo se mostraram fatores que interferem na
longevidade maxima entre virgens e acasaladas.

Outra abordagem relativa aos nossos resultados foi encontrada na mosca do
mediterraneo (Muller et al., 2001), em que a taxa de declinio da postura dos ovos (e ndo

a intensidade da reproducdo) antecedeu a mortalidade. Neste sentido, o lento declinio na
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taxa de producao de ovos esta relacionado com maior tempo de vida. Assim, as fémeas
de G. assimilis, neste trabalho, ndo apresentaram diferencas na taxa de declinio da
postura de ovos e consequentemente diferencas na longevidade maxima nao seriam
esperadas. Esta explicagdo torna-se interessante, pois o padrao da postura de ovos
ocorre coordenadamente com a idade fisiologica de um individuo (Muller et al., 2001),
sendo esta uma questdo que pode ser explorada mais afundo utilizando a quantificacio
de neurolipofuscina.

Nossos resultados de sobrevivéncia também podem estar relacionados ao
desenho experimental. Trabalhos recentes sugerem que a observagdo do trade-off em
laboratério ¢ dificultada, haja vista que os organismos permanecem mantidos em
condi¢cdes Otimas de temperatura, alimentacdo (ad [libitum) e saude durante a
experimentacdo (De Loof, 2011; Metcalfe & Monaghan, 2013; Speakman & Garratt,
2014; Beaulieu, et al., 2015). Neste viés, o animal ndo tera que direcionar as reservas
energéticas para a reprodugdo ou para a manutengdo (e.g. reparos, sistema imunitario),
pois dispde de recursos para sustentar ambos os processos fisioldgicos em simultaneo,
mascarando ou atenuando possiveis trade-offs entre estes fatores, demonstrado pela
auséncia de diferengas entre a longevidade mdxima encontrada. Vale ressaltar que

apesar disto, esta situagdo bioenergética também pode ser observada no ambiente.

3.2. Acumulo de neurolipofuscina e sobrevivéncia

Nosso estudo reporta pela primeira vez a ocorréncia/analise de neurolipofuscina
em grilos. Este pigmento reflete a taxa de envelhecimento fisioldgico, como resultado
da produgdo de subprodutos, como espécies reativas de oxigé€nio, inevitavelmente
produzidas pelo metabolismo (Sohal & Brunk, 1990; Fleming et al., 1992; Ishii et al.,
1998; Sitte et al., 2001). Isto ja foi documentado para crustdceos (Sheehy et al., 1995),
em que o aumento das temperaturas de cultivo diminuiu o tempo de vida e aumentou a
taxa de actimulo de neurolipofuscina em um lagostim de &4gua doce (Cherax
quadricarinatus). Em insetos, como na mosca doméstica (Musca domestica), a restrigdo
de atividades fisicas aumentou a sobrevivéncia e diminuiu a taxa de acumulo de
neurolipofuscina (Sohal & Donato, 1979).

Os resultados do nosso trabalho mostram um aumento significativo no acumulo
de neurolipofuscina aos 37-38 dias para todos os grupos experimentais. Considerando a
sobrevivéncia aos 20 dias, a mortalidade ¢ praticamente insignificante, enquanto aos 37-

38 dias (segundo momento amostral), a sobrevivéncia ndo foi maior que 50% para todos

40



os tratamentos, € 0 acumulo de neurolipofuscina alcangou seu pico maximo. Nao foram
encontradas diferencgas no acimulo de neurolipofuscina entre os tratamentos aos 37-38 e
46-48 dias. Portanto, o aumento acentuado no aciimulo deste pigmento foi observado
durante 0 mesmo periodo em que houve uma clara queda da sobrevivéncia dos grupos.
Uma relagdo inversa entre o acimulo de neurolipofuscina e a sobrevivéncia ¢
importante por reforcar a ligacdo entre senescéncia (independente da condicdo
reprodutiva imposta) e a morte de ortopteros adultos, como sugerido por Fonseca et al.
(2005). Adicionalmente, esta observagdo pode ser relacionada com o papel do sistema
nervoso controlando o processo de envelhecimento e a longevidade de invertebrados
(Boulianne, 2001; Mattson et al., 2002; Wolkow, 2002).

A taxa de acimulo de neurolipofuscina provavelmente nao estd relacionada ao
esfor¢o reprodutivo, como a producao de ovos observada em todos os tratamentos. Dois
mecanismos podem ser sugeridos para explicar este fato. O primeiro € que a producdo
de ovos ndo altera a taxa metabolica nestes insetos. Em insetos, a taxa metabdlica do
cérebro acompanha a taxa metabolica do animal (Kern, 1986). O segundo mecanismo,
como mencionado anteriormente (Muller et al., 2001), esta relacionado a sincronizagao
da producdo de ovos com a idade fisioldgica do individuo, assim, a idade fisioldgica
(demonstrada pelo acimulo de neurolipofuscina) nio ¢ dependente do padrdo
reprodutivo do animal, mas sim o padrao reprodutivo que ¢ dependente da idade
fisiologica. Isto sugere que a copula, incluindo possiveis substancias transferidas pelos
machos, e a idade da reprodugdo (normal ou tardiamente) ndo modulam o acumulo de

neurolipofuscina em grilos.

3.3. Desgaste do timpano

Este estudo ¢ pioneiro na identificacdo morfologica de lesdes causadas ao longo
do processo de envelhecimento no aparelho auditivo de Gryllidae. Estes organismos sao
extensivamente estudados com foco em bioacustica, nas suas bases eletrofisioldgicas e
de comportamentos diversos, incluindo aqueles derivados do chamado dos machos para
a copula (calling song) e da resposta de fémeas a este chamado (Popov & Shuvalov,
1977; Wohlers & Huber, 1982; Schoneich & Hedwig, 2010; Kostarakos & Hedwig,
2012; Harrison, et al., 2013; Pollack & Kim, 2013; Henning, et al., 2014; Godthi &
Pratap, 2015; Fukutomi, et al., 2015), porém referente ao desgaste do sistema auditivo
deste grupo, nomeadamente da membrana timpanal, ndo haviam informagdes cientificas

disponiveis. As lesdes comegam a aparecer desde cedo em muitas das fémeas analisadas
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(~14 dias) e acentuam-se principalmente apos o periodo reprodutivo (senescéncia) (~30-
40 dias). A membrana timpanal posterior, analisada em nosso trabalho, ¢ a principal
estrutura responsavel pela captagdo do som proveniente do meio externo nestes animais
(Kleindienst et al., 1983; Imaizumi & Pollack, 1999).

Embora um tUnico estudo tenha relatado evidéncia contraria sobre o papel da
audi¢cdo no comportamento reprodutivo de grilos (Vedenina & Pollack, 2012), existe um
grande suporte na literatura a respeito da utilizagdo da audicdo pelas fémeas na
identificacdo e escolha de machos para a copula, baseado nos sons de chamado
(Simmons, 1986; Wagner & Reiser, 2000; Stumpner & von Helversen, 2001; Rebar et
al., 2009; Bertram & Rook, 2012; Shestakov & Vedenina, 2015; Botha et al., 2017).

Fatores abioticos foram controlados durante o experimento, portanto, no
ambiente estas lesdes podem ser ainda mais graves, pois estdo sujeitas a diferentes
estressores, como predagao e condigdes climaticas adversas. Todavia, mesmo com este
controle, a presenga dos fungos cobrindo parcial ou totalmente a membrana timpanal
posterior foi encontrada, podendo ser resultado da falta de limpeza (grooming) do local
a medida que avangam no envelhecimento, uma vez que nao foram encontrados em
fémeas jovens e agravou-se significativamente no segundo (37-38 dias de vida adulta) e
terceiro (46-48 dias de vida adulta) momentos amostrais, tendo em vista que este ¢ um
processo fundamental para a limpeza de superficies, incluindo as sensoriais
(Zhukovskaya, et.al., 2013). A presenca de fungos provavelmente dificulta o
funcionamento adequado da membrana timpanica durante a percep¢ao sonora. Sabe-se
que com o avanco da idade, a atividade locomotora e o grooming diminuem como
consequéncia natural do envelhecimento (Scimonelli, et al., 1999; Ridgel & Ritzmann,
2005). Logo, o acimumo de fungos seria um processo natural que ndo ¢ compensado
pela limpeza. Sendo a excrescéncia uma lesdo superficial na membrana timpanal,
quando sozinha, deve influenciar em menor escala no processo vibratorio.

Paton et al. (1977) mostraram que perfuragdes na membrana timpanal posterior
ou simplesmente cobri-la com Vaselina®, diminuiu a sensibilidade dos interneuronios
auditivos, reduzindo os imputs sensoriais neste local. Além disso, o limiar de
sensibilidade das células nervosas do local lesionado aumenta gradativamente conforme
o tamanho da perfuracao, até alcangar um pico, acarretando na perda da sintonia do som
(tuning); Isto demonstra a importancia de manter a integridade desta membrana (Paton
et al., 1977). Seguindo este raciocinio, por ser uma lesdo irreversivel e que tende a

aumentar, foi considerada a lesdo mais grave, inclusive por permitir/facilitar a entrada
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direta de patdégenos e impurezas para o interior do corpo do inseto, uma vez que neste
local existem canais hemolinfaticos préximos e também inimeras traqueias/traquéolas
(Friedman, 1972), tornando-o mais suscetivel. O mesmo raciocinio se aplica para a
rachadura entre a cuticula das membranas timpanais e tibiais. Além disso, a
continuidade da cuticula do timpano com a da tibia ¢ fundamental para a sensibilidade
deste sistema (Ball & Cowan, 1978).

Uma grande variabilidade de resultados foi encontrada, impedindo que se
estabelecessem relagdes entre os danos entre fémeas de idade média e avancada.
Contudo, a formagdao de aglomerados fungicos, de excrescéncia e perfuracdes
aumentaram significativamente em relacdo ao avanco da idade cronoldgica, designando
ligagdes diretas com o envelhecimento morfoldégico da membrana timpanal posterior € a
consequente provavel perda da eficiéncia. Aparentemente, o pico do desgaste desta
membrana ndo ¢ observado nos animais mais velhos, mas ja € visto em fémeas de meia-

idade. Considerando o processo reprodutivo, este ¢ exatamente o periodo mais

relevante, pois as fémeas de 15-30 dias de vida adulta estdo reprodutivamente ativas.

4. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Baseado nas discussdes acima, conclui-se que o trade-off entre reproducao e
sobrevivéncia pode ser observado na historia de vida das fémeas de Gryllus assimilis,
gracas a manifestacdo de um retardo na queda exponencial da sobrevivéncia ocorrido
nas fémeas virgens quando comparadas as copuladas, ou seja, investiram na
manuten¢cdo somadtica na auséncia da copula. Além disso, o decréscimo da
sobrevivéncia foi inversamente relacionado com o acumulo de neurolipofuscina, similar
ao perfil descrito para outro ortoptero. Por fim, a piora dos danos na membrana
timpanal posterior coincidiu com a senescéncia reprodutiva nesta espécie de grilo.

Para a melhor compreensdao do fenomeno de frade-off entre reprodugdo e
sobrevivéncia neste grupo de insetos, anexar estressores exdgenos nos diferentes grupos
experimentais como a restricdo alimentar e a exposicdo a patdgenos parece uma
interessante vertente para a pesquisa em laboratorio, haja vista que terdo acesso restrito
a fonte energética e custos extras envolvidos com o sistema imunitario (manutencao).
Nestas situacdes (escassez alimentar + reproducdo e/ou patologias) o trade-off,
eventualmente, se sobressaira e podera ser melhor entendido. Além disso, os efeitos da
copula nesta espécie serdo melhor compreendidos/detalhados. Para isto, andlises

bioquimicas, principalmente envolvendo enzimas do sistema antioxidante e do sistema
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imune, serdo uteis durante o ciclo de vida das fémeas, bem como o acompanhamento
das taxas de oviposi¢do nos diferentes grupos estabelecidos.

Concernente ao acumulo de neurolipofuscina (envelhecimento fisioldgico),
outras areas do cérebro podem ser exploradas, principalmente as células de Kenyon,
bem evidentes em G. assimilis. Com isso, novas relagcdes podem ou nao ser estipuladas,
relacionando o acimulo do pigmento com processos biologicos fundamentais, como a
reproducao, crescimento e envelhecimento.

Ao nos referirmos aos danos morfologicos do timpano (envelhecimento
morfologico), estudos mais detalhados envolvendo parametros importantes como o
comportamento devem ser feitos, com intuito de relacionar os danos identificados no
timpano com o sucesso das fémeas no encontro de machos com boa condigdo
reprodutiva. Analises ultraestruturais em microscopia eletronica de transmissao (MET)
também se faz uma interessante abordagem para a identificacio de modificacdes
estruturais a nivel celular e traqueal ao longo da senescéncia, uma vez que o

envelhecimento morfoldgico de insetos ¢ pobremente estudado.
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