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RESUMO

Dentro da subordem Heteroptera algumas espécies pertencentes a familia Pentatomidae
apresentam espermatides polimdrficas em seus lobos testiculares que séo oriundas de dois
fendmenos: a polimegalia e o lobo harlequin. Para a investigacdo dessas espermatides
polimorficas e de seu desenvolvimento comparadas as espermatides ndo polimdrficas,
foram coletadas em S0 José do Rio Preto as espécies Antiteuchus tripterus, Edessa
meditabunda, Loxa deducta e Proxys albopunctulatus (Pentatomidae, Heteroptera). Os
machos tiveram seus testiculos extraidos, fixados e incluidos em parafina ou resina. O
material incluido em parafina foi cortado e corado com hematoxilina/eosina (HE) e
analisados em microscopia de luz, outros testiculos, destas quatro espécies, foram incluidos
em resina e analisados em microscépio eletronico de transmissdo (MET). Os testiculos A.
tripterus séo alongados e divididos em 6 lobos, sendo 1 a 3 sem alteracGes, 4 e 6 com
polimegalia e 0 5 o lobo harlequin. Foi possivel observar, também, que os lobos 4 e 6
possuem espermatides grandes enquanto o 5 apresenta espermatides pequenas. Em MET
foi possivel observar em todos os lobos a formacao da cauda da espermétide onde ocorre a
formacdo dos derivados mitocondriais e a posterior formacdo do axonema entre 0s
derivados. Além disso, foi detectada a presenca de trés tipos de espermatozoides no ducto
eferente, sendo estes oriundos dos diferentes lobos. H& o espermatozoide maior com
morfologia alongada com pequenas protuberancias em suas extremidades; o intermediario
com morfologia reniforme com a extremidade apical maior que a extremidade basal e o
menor e o0 mais arredondado quando comparado aos demais. Ja nas espécies E.
meditabunda, L. deducta e P. albopunctulatus foi possivel se observar a morfologia do
testiculo e formacdo da cauda dos espermatozoides onde em E. meditabunda o testiculo
apresentou quatro lobos todos sem alteracdes, também se observou s6 um tipo de
espermatide com forma arredondada que da origem a um tipo de espermatozoide, ja L.
deducta apresentou sete lobos testiculares sendo o 5 o harlequin e os demais sem
alteracGes. Foi possivel observar a presenca de um tipo maior e arredondado de
espermatide oriunda dos lobos sem alteragcGes e um tipo menor e de morfologia irregular
originado do lobo harlequin, sendo possivel observar dois tipos de espermatozoides no
ducto eferente onde o primeiro tipo € menor e mais arredondado, com pequenas estruturas
paracristalinas em seu interior e o segundo tipo é maior e mais retangular e com grandes
estruturas paracristalinas. Em P. albopunctulatus se observou seis lobos testiculares, sendo
0 4 e 6 com polimegalia e os demais sem alteracfes, também foi possivel visualizar

espermatides normais e arredondadas presentes nos lobos sem alteragdes, enquanto nos



lobos com polimegalia estavam presentes espermatides gigantes com muitas mitocéndrias
e vesiculas em seu citoplasma J& a compactacdo da cromatina ocorreu de maneira
semelhante nas espécies estudadas, ela se torna finamente granulada e comeca a se
aglomerar onde da origem a cromatina filamentar que se aglomera para preencher o nucleo
se tornando completamente compactada. Esse processo ocorre de maneira muito
semelhante nas espermatides oriundas de lobos sem alteragdes, com polimegalia e do
harlequin, além de que nas espermétides do lobo harlequin foram encontradas todas as
estruturas que compdem a cabeca dos espermatozoides.. Portanto com este estudo
podemos concluir que na espécie A. tripterus e L. deducta, os seus diferentes lobos
testiculares produzem diferentes tipos de espermatozoides, sendo que estes apresentam
todas as estruturas necessarias para serem funcionais e que estes diferem
morfologicamente entre si, a formacdo dos componentes da cabeca e da cauda dos
espermatozoides se da de maneira semelhante nas quatro espécies e em outros insetos
estudados, a condensagdo da cromatina se deu de maneira semelhante em A. tripterus e L.
deducta seguindo um padrdo anteriormente descrito. Existem diferengas morfoldgicas
entre os derivados mitocondriais das espécies estudadas e até mesmo na mesma espécie em
espermatozoides oriundos de diferentes lobos testiculares o que pode fazer que através de
novos estudos esses caracteres morfologicos sejam usados como ferramentas de

identificacdo de novas espécies.

Palavras-chave: Polimorfismos. Polimegalia. Lobo harlequin.



ABSTRACT

Within the suborder Heteroptera, some species belonging to the Pentatomidae family show
alterations in some of their testicular lobes, where we can show the polymegaly and the
harlequin lobe. For the investigation of these polymorphic cells and their development
compared to non-polymorphic cells, the species Antiteuchus tripterus, Edessa
meditabunda, Loxa deducta and Proxys albopunctulatus (Pentatomidae, Heteroptera) were
collected in S&o José do Rio Preto. The males had their testicles extracted, fixed and
included in paraffin or resin. The material included in paraffin was cut and stained with
hematoxylin / eosin (HE) and analyzed under light microscopy, other testicles, of these
four species, were included in resin and analyzed using a transmission electron microscope
(TEM). The testicles A. tripterus are elongated and divided into 6 lobes, 1 to 3 without
changes, 4 and 6 with polymegaly and the 5 the harlequin lobe. It was also possible to
observe that lobes 4 and 6 have large cells while 5 has small cells. In TEM, it was possible
to observe the formation of the sperm tail in all lobes where the formation of the
mitochondrial complex occurs, which divides into two mitochondrial derivatives and the
subsequent formation of the axoneme between the derivatives. In addition, the presence of
three types of sperm in the efferent duct was detected, these coming from different lobes.
There is the larger sperm with elongated morphology with small protuberances at its ends;
the intermediate with reniform morphology with the apical extremity larger than the basal
extremity and the smaller and more rounded when compared to the others. The chromatin
compaction, on the other hand, becomes finely granulated and begins to clump where it
gives rise to the filamentary chromatin that clusters to fill the nucleus and becomes
completely compacted. This process occurred in a very similar way in the sperm cells from
lobes without changes, with polyimegaly. and the harlequin, besides that in the harlequin
lobe sperm cells all the structures that make up the head of the spermatozoa were found. In
the E. meditabunda, L. deducta and P. albopunctulatus species, it was possible to observe
the testis morphology and the formation of the sperm’s tail, whereas in E. meditabunda the
testis showed four lobes, all without alterations, only one type of sperm was also observed.
with a rounded shape that gives rise to a type of sperm, L. deducta presented seven
testicular lobes, the 5 being the harlequin and the others without alterations. It was possible
to observe the presence of a larger and rounded type of sperm from the lobes without
alterations and a smaller type and irregular morphology originating from the harlequin
lobe, being possible to observe two types of spermatozoa in the efferent duct where the

first type is smaller and more rounded, with small paracrystalline structures inside and the



second type is larger and more rectangular and with large paracrystalline structures. In P.
albopunctulatus, six testicular lobes were observed, with 4 and 6 with polyimegaly and the
others without changes, it was also possible to see normal and rounded spermatids present
in the lobes without changes, while in the lobes with polyimegaly, giant spermatids were
present with many mitochondria and vesicles in your cytoplasm. Also in L. deducta the
condensation of the chromatin observed occurred in a very similar way in the spermatids
originating from lobes without alterations and from the harlequin to that previously
described for A. tripterus. Therefore, with this study we were able to conclude that in the
species A. tripterus and L. deducta, their different testicular lobes produce different types
of sperm, which have all the necessary structures to be functional and that these differ
morphologically, the formation of components of the head and tail of the sperm are similar
in the four species and in other insects studied, the chromatin condensation occurred in a
similar way in A. tripterus and L. deducta following a pattern previously described. There
are morphological differences between the mitochondrial derivatives of the studied species
and even in the same species in spermatozoa from different testicular lobes, which may
cause these morphological characters to be used as tools to identify new species through

new studies.

Keywords: Polymorphisms. Polimegaly. Harlequin lobe.
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1 INTRODUCAO

A classe Insecta € um dos grupos de animais mais bem adaptados do planeta
estando presente nos mais diversos climas e habitats. Estima-se que possam existir entre 5
e 15 milhGes de espécies de insetos sendo apenas cerca de 1 milhdo descritas até o Gltimo
levantamento.Essa classe pode ser considerada uma das mais relevantes do meio Cientifico
ja que seus individuos possuem grande importancia devido a sua diversidade, papel
ecologico e influéncia na agricultura, saide humana e recursos naturais, sendo usados em
estudos de mudangas climéticas, biologia do desenvolvimento, ecologia, evolucéo,
genética e fisiologia (FOOTTIT; ADLER, 2017).

Essa classe é divida em 29 ordens onde podemos destacar a Coleoptera,
Diptera, Lepidoptera, Hymenoptera e Hemiptera com cerca de 105 mil espécies
representando aproximadamente 90% das espécies de insetos descritas até o momento
(CASSIS; GROSS 2002; FOOTTIT; ADLER, 2017).

A ordem Hemiptera é a quinta maior da Classe Insecta e é dividida em
quatro subordens Auchenorrhyncha com cerca de 40 mil espécies, Sternorrhyncha com
aproximadamente 19 mil espécies, Coleorrhyncha com menos de 40 espécies e
Heteroptera, a maior subordem de Hemiptera, com cerca de 45 mil espécies descritas. As
espécies estdo distribuidas em oitenta familias e sete infraordens, sendo assim o maior e
mais diverso grupo de insetos hemimetadbolos (SCHUH; SLATER, 1995; CASSIS;
GROSS 2002; FOOTTIT; ADLER, 2017). Estes insetos possuem 0s estagios de ovo, ninfa
e adulto, sendo a grande diferenga das ninfas para os adultos, a auséncia de asas e 0
sistema reprodutor imaturo (SCHUH; SLATER, 1995; FOOTTIT; ADLER, 2017).

Estes insetos possuem habitos alimentares diversos podendo ser
hematofagos alimentando-se do sangue de mamiferos e aves, fitéfagos alimentando-se de
todas as partes das plantas e predadores alimentando-se de outros insetos, possuem,
também, e viverem em hébitats variados (SCHUH; SLATER, 1995). Os Heteroptera
possuem grande importancia econémica ja que podem ser vetores de doencas aos seres
humanos e outros animais como ocorre no caso da doenca de Chagas que tem como
vetores individuos hematdfagos da familia Reduviidae, ou serem pragas de diversas
culturas agricolas como ocorre com varios individuos fit6fagos da familia Pentatomidae ou
até como controle de pragas que podem ser observados nos individuos predadores das
familias Pentatomidae e Reduviidae (SCHUH; SLATER, 1995; FOOTTIT; ADLER,
2017). As principais caracteristicas que definem Heteroptera sdo: o par de asas anterior que

é espessado em seu apice e membranoso em sua regido posterior, formando uma estrutura
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denominada hemiélitro que protege o segundo par de asas; um aparelho bucal sugador
penetrante presente na regido anterior da cabeca; um par de antenas com quatro a cinco
segmentos; um grande escutelo bem desenvolvido; alem de glandulas de cheiro presentes
no metatorax em adultos e abdominais dorsais em ninfas (SCHUH; SLATER, 1995;
FOOTTIT; ADLER, 2017).

A familia Pentatomidae é uma das maiores familias de Heteroptera,
possuindo aproximadamente 4.840 espécies que estdo distribuidas em 8 subfamilias
(Asopinae, Cyrtocorinae, Discocephalinae, Edessinae, Pentatominae, Phyllocephalinae,
Podopinae e Serbaninae) e 939 géneros (CASSIS; GROSS 2002; FOOTTIT; ADLER,
2017). Os individuos desta familia s@o de grande destaque pelo fato da grande maioria ser
composta de espécies fitdfagas causando, assim, grandes danos as culturas de diversas
espeécies vegetais, atacando principalmente leguminosas como, por exemplo, a soja, sendo
as Unicas espécies predadoras encontradas na subfamilia Asopinae (SCHUH; SLATER,
1995; SCHAEFER; PANIZZI, 2000; PONCIO et al., 2010; FOOTTIT; ADLER, 2017).

Pentatomidae recebe esse nome devido ao fato de seu par de antenas se
dividir em quatro ou, principalmente, cinco segmentos. Outras caracteristicas da familia
sdo o corpo ovalado, hemiélitro com cinco a doze veios e tarsos com dois ou trés
segmentos (SCHUH; SLATER, 1995; SCHAEFER; PANIZZI, 2000; FOOTTIT; ADLER,
2017).

Grande parte dos insetos possui, no geral, um par de testiculos alongados ou
espiralados, recobertos por um epitélio protetor ou bainha peritoneal podendo esse ser ou
ndo pigmentado, sendo estas caracteristicas presentes em Pentatomidae. Cada um dos
testiculos possui, em seu interior, um numero variado de lobos que sdo separados uns dos
outros por seu préprio epitélio que se abre para um Unico ducto deferente, além disso, cada
individuo possui ap6s o ducto eferente uma vesicula seminifera e um ducto deferente que
desembocam em um Unico bulbo ejaculatério ligado ao edeago (PHILLIPS, 1970;
DALLAI, 2014; ELELIMY et al, 2017).

Os lobos testiculares podem se apresentar em diferentes nimeros e formas
nos Varios grupos de insetos, sendo que em Pentatomidae os nimeros variam de trés a sete
(o nimero mais comum ¢é de sete), com morfologia alongada e a coloracéo de sua bainha
variando entre amarelo e vermelho (PHILLIPS, 1970; SOUZA et al, 2011). Cada lobo
testicular é formado de inUmeros cistos espermatogoniais que também sdo separados por
um epitélio. Nestes cistos estdo contidas as células germinativas que sofrerdo todo o

processo meiotico e de diferenciacdo, sendo que cada cisto possui divisdes sincronicas, ou
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seja, todas as células de um cisto estdo no mesmo estagio de diferenciacdo (PHILLIPS,
1970).

Os testiculos possuem sincronia nas fases de diferenciacdo por todo seu
comprimento, sendo a regido inicial do testiculo composta por cistos contendo
espermatogonias e a regiao final contendo espermatides em fases finais de diferenciagéo e
espermatozoides (JYOTI et al, 2015; ELELIMY et al, 2017). Devido a esta sincronia €
possivel dividir os testiculos em trés zonas distintas: a de crescimento onde se localiza os
cistos espermatogoniais, a de maturagdo onde ocorre a meiose e a de diferenciagdo onde
ocorre a diferenciagdo das espermatides (JYOTI et al, 2015; ELELIMY et al, 2017).

Citogeneticamente Pentatomidae € uma familia muito estudada,
apresentando, assim como todos os Heteroptera, cromossomos holocéntricos. Esses
cromossomos ndo possuem centrdomero definido e assim sua atividade cinética € de modo
difuso, o0 que contrasta com 0s cromossomos monocéntricos (encontrados na maioria dos
animais), que possuem centromero definido e a atividade cinética é restrita a essa regido
(REBAGLIATI et al., 2005). Os Pentatomidae apresentam numero cromossémico que
varia de 6 a 27, sendo em aproximadamente 85% das espécies 0 nimero, mais comum, de
14 cromossomos, Ndo apresentam mM-cromossomos € 0 sistema cromossdmico do sexo,
mais comum, é 0 XX/XY (fémea/macho) (REBAGLIATI et al., 2005).

Varios tipos de polimorfismos em espermatozoides de insetos foram
relatados nas mais diversas Ordens como em Diptera por Pasini et al. (1996), Hymenoptera
por Lee e Wilkes (1965), Lepidoptera por Silberglied et al. (1984), além de membros das
familias Largidae por Araujo et al. (2012) e Pentatomidae por Aradjo et al. (2010)
pertencentes a subordem Heteroptera. Esse polimorfismo consiste na producdo de mais de
um tipo de espermatozoide onde somente um tipo é considerado fecundante e os outros
possuem algumas fungdes sugeridas como, por exemplo, o preenchimento da espermateca
da fémea impedindo a entrada de espermatozoides concorrentes (ARAUJO et al., 2012).

Os polimorfismos nos espermatozoides de Pentatomidae foram relatados em
algumas espécies e as principais diferencas encontradas foram o comprimento dos
espermatozoides, além do tamanho e morfologia das estruturas que os compde, e fungdes
desses espermatozoides (BOWEN, 1922; SOUZA et al., 2007; ARAUJO et al., 2011).

A principal causa de polimorfismo nos espermatozoides de Heteroptera é
um fendmeno chamado de polimegalia descrito por Bowen (1920 e 1922) nas espécies
Euchistus heros e Murgantia histronica, onde foi observado que dois lobos testiculares
apresentavam espermatdcitos e espermatozoides maiores enquanto outros lobos

apresentavam tamanhos celulares normais, sendo também observado por Swallow e
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Wilkinson (2002), e presente em quase todas as subfamilias de Pentatomidae com excecéo
de Asopinae e Acanthosomatinae (SOUZA et al., 2011). Os espermatozoides produzidos
nestes lobos provém de divisGes meidticas normais sendo, portanto, mantido o numero
cromossémico (BOWEN, 1922, SOUZA et al., 2007).

Além da polimegalia, a familia Pentatomidae apresenta uma caracteristica
intrigante, em apenas algumas espécies, denominada de lobo harlequin, um lobo testicular
que pode ser maior que 0s outros e apresentar meiose atipica (REBAGLIATI et al., 2005).
A meiose do lobo harlequin apresenta pareamento meidtico e a formacgdo de quiasmas, a
associacao ndo especifica de autossomos, uma disposicdo anormal dos cromossomos na
placa metafasica, segregacdo cromossdmica e fusao celular. Como resultado desta divisao
atipica € comum a producdo de espermatozoides com nimero cromossdmico altamente
variavel, o que causa polimorfismo nos espermatozoides podendo afetar a fertilidade dos
individuos. S8o 22 espécies, relatadas até agora, que possuem esse lobo, sendo esta
caracteristica encontrada apenas nas subfamilias Pentatominae, Edessinae e
Discocephalinae, dentre as oito de Pentatomidae (REBAGLIATI et al., 2005; SOUZA et
al., 2007, 2011).

Algumas funcdes foram sugeridas para esses espermatozoides polimorficos
como o auxilio na capacitacdo dos espermatozoides fecundantes e nutricdo do 6vulo, ajuda
na migracdo dos espermatozoides fecundantes, além de uma possivel funcdo de eliminar
espermatozoides de outros machos dentro da espermateca da fémea (SWALLOW,;
WILKINSON, 2002). Estes polimorfismos ja foram estudados em alguns exemplares de
Heteroptera das familias Pentatomidae e Largidae por Araujo et al. (2011, 2012).

Algumas espécies apresentando polimegalia e lobo harlequin foram
descritas em nivel citogenético, entre elas estdo: Antiteuchus tripterus com 6 lobos
testiculares sendo os lobos 4 e 6 com polimegalia e 0 5 com meiose atipica (lobo
harlequin) (SOUZA et al, 2007), Edessa bifida com 5 lobos sendo 2 e 4 com polimegalia
(BOWEN, 1922), Euchistus heros com 6 lobos sendo 4 e 6 com polimegalia
(REBAGLIATI, 2005) e Nezara viridula com 6 lobos sendo 3 e 5 com polimegalia e 0 4
com meiose atipica (lobo harlequin) (BOWEN, 1922), dentre outras. As descrigdes
estruturais e ultraestruturais de espermatozoides da familia Pentatomidae, com polimegalia
e/ou lobo harlequin, sdo escassas na literatura sendo reservadas a poucas espécies. Estes
estudos se concentram em observar o tamanho dos espermatozoides e as morfologias
ultraestruturais, além da presenca ou auséncia de algumas estruturas (ARAUJO et al.,
2011; SOUZA et al., 2011).



16

Em insetos o0s espermatozoides sdo extremamente diversificados
(JAMIESON et al., 1999) nenhum outro grupo de animais possui tdo grande variabilidade
na estrutura dos espermatozoides, os quais podem variar de convencional flagelado a
células sem flagelo imoveis, ou ainda, de um espermatozoide pequeno, medindo poucos
micrémetros de comprimento para um espermatozoide gigante de cerca de 6 cm de
comprimento (DALLAI et al., 2006), sendo possivel, em principio, determinar até a
espécie a qual pertence a célula espermética dada tamanha diversidade (PHILLIPS, 1970).

Dentre as regides mais estudadas, estrutural e ultraestruturalmente, nos
espermatozoides de insetos, estdo a regido da cabega onde estdo 0 acrossomo e o nucleo, e
a regido da cauda onde se localizam o axonema e os derivados mitocondriais.

O acrossomo se origina a partir de vesiculas produzidas pelo complexo de
Golgi chamadas de vesiculas pré-acrossomais e que ira determinar o polo anterior da
célula (BAO et al., 1989) e em grande parte das espécies é uma estrutura fundamental para
fecundacdo, pois esta relacionado com a capacitacdo dos espermatozoides com suas
enzimas removendo 0 mecanismo de protecdo da superficie deles e, também, na digestdo
de barreiras que podem haver durante sua migracdo pelo trato reprodutor da fémea
(FAWCETT,; ITO, 1965; PHILLIPS, 1970).

O ndcleo durante a espermiogénese sofre diversas transformacdes
morfoldgicas tornando se mais fusiforme e a cromatina torna se, gradualmente, mais densa
e compactada. O processo de condensacdo da cromatina se da pela substituicdo gradual das
histonas nucleares por um tipo de proteina muito rica em arginina ou lisina denominada
protamina (KING, 1976; KASINSKY et al., 2011). J& a diminuicdo do nucleo ocorre
através do auxilio mecanico que a manchete de microtibulos, faz ao redor do nucleo em
condensacio (PHILLIPS, 1970; TOKUYASU, 1974; BAO; HAMU, 1993).

Na regido da cauda é encontrado o derivado mitocondrial que tem sua
origem com as fusbes das mitocdndrias, passando por um estagio esférico e Unico
denominado complexo mitocondrial que, posteriormente, se divide formando os derivados
mitocondriais que se localizam circundando o axonema. A principal fungéo sugerida para
os derivados é a de participacdo no controle e regulacdo da forma do movimento flagelar e
no processo de estocagem e liberacdo de energia necessaria para a motilidade flagelar
(PHILLIPS, 1970; 1974; TOKUYASU, 1974; 1975; BACCETTI; AFZELIUS, 1976).

O axonema tem origem através da atividade centriolar e possui, nos insetos,
0 padrdo de microtubulos de 9+9+2, sendo nove tubos acessérios circundando o padrdo
usual de nove duplas de microtibulos e dois microtdbulos centrais (9+2) comum para
animais de outras classes (DALLAI, 2014).
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Todas essas estruturas citadas anteriormente se mostram importantes
ferramentas em estudos taxonémicos e filogenéticos levando-se em conta que as células
espermaticas podem apresentar diferencas capazes de identificar até o nivel de género
(PHILLIPS, 1970). Diversos estudos foram realizados ressaltando a importancia
taxonémica e filogenética destas caracteristicas em diversas ordens de insetos, como Lino-
Neto e Dolder (2001), Araujo et al. (2012) para Heteroptera, Dallai (2014) para diversas
ordens de insetos, além de estudos com a familia Pentatomidae (ARAUJO et al., 2011).

Embora, como descrito anteriormente, os Heteroptera, em especial
Pentatomidae, sejam muito relevantes no ambito ecoldgico e econdmico, e tenham sido
muito estudados citogeneticamente, o estudo do comportamento dos componentes
celulares da espermatogénese, em nivel de estrutura e ultraestrutura, permanecem ocultos
para a maioria das espécies, Portanto o nosso objetivo foi o de analisar estrutural e
ultraestruturalmente a espermatogénese de espécies da familia Pentatomidae com enfoque

em espécies das subfamilias Discocephalinae, Edessinae e Pentatominae.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Caracterizar os aspectos estruturais e ultraestruturais da espermatogénese de
espécies da familia Pentatomidae (Heteroptera) que possuem ou ndo lobos com
polimegalia e/ou harlequin, comparando os diferentes tipos de espermatozoides

encontrados inter e intraespecificamente.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar o complexo mitocondrial, os derivados mitocondriais, 0 acrossomo, 0
axonema nas espermatides e espermatozoides polimoérficos oriundos dos diferentes

lobos testiculares intraespecificamente;

b) Comparar estrutura e ultrasestruturalmente os componentes, citados anteriormente,

encontrados nas diferentes espermatides e espermatozoides interespecificamente;

¢) Comparar estrutural e ultraestruturalmente as especies que possuem apenas um dos

tipos de alteragdes testiculares.
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2 ARTIGO 1 - Structural and ultrastructural analysis of Antiteuchus
tripterus (Heteroptera: Pentatomidae: Discocephalinae) testes with

emphasis on spermiogenesis of their different lobes
Silva Junior, F.C.*"; ltoyama, M.M.?
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Abstract: In some species of Heteroptera belonging to the family Pentatomidae, sperm
polymorphism is common, most of them due to the presence of polymegaly. The
polymorphism, too, can be observed in harlequin lobe. These events may occur separately
or simultaneously, such as Antiteuchus tripterus. With aim to analyze spermatids and
sperm from lobes affected or not, with these phenomena A. tripterus testes were analyzed
by light microscopy and transmission electron microscopy (TEM). The testicles of this
species are elongated and divided into 6 lobes, 1 to 3 without changes, 4 and 6 with
polymegaly and 5 the harlequin lobe. It was also observed that lobes 4 and 6 have large
cells while 5 has small cells. In TEM, it was possible to observe in all lobes the formation
of the spermatid tail where the formation of the mitochondrial complex that divides into
two mitochondrial derivatives occurs and the subsequent formation of the axonema
between the derivatives. In addition, the presence of three types of spermatozoa in the
efferent duct was detected, which were from different lobes. There is the larger sperm with
elongated morphology with small bulges at its ends; the intermediate with reniform
morphology with the apical extremity larger than the basal extremity and the smaller and
more rounded one when compared to the others. With this study we could conclude that in
A. tripterus species, their different testicular lobes produce different types of sperm, which
have all the necessary structures to be functional and that they differ morphologically from
each other, and we know that only one of the types of sperm is fecundating and further
studies are needed to determine which sperm and which function the other two types have.

Keywords: Polymorphisms, Polymegaly, Harlequin lobe.
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1 Introduction

Insects generally have a pair of elongated or spiraled testicles covered by a
protective epithelium, also called the peritoneal sheath, which may or not be pigmented
(SOUZA et al, 2011). The testicles have varying numbers of lobes that are separated from
each other by their own epithelium and all flow into the vas deferens (PHILLIPS, 1970;
DALLAI, 2014). These testicular lobes can be present in different numbers and shapes, in
different groups of insects, being in the family Pentatomidae (Heteroptera) from 3 to 8,
with elongated morphology and coloration of the predominantly reddish peritoneal sheath,
with some being yellowish (PHILLIPS, 1970 ; SWALLOW; WILKINSON, 2002; SOUZA
et al, 2011; AGUIAR et al, 2017).

The testes have synchrony in the stages of differentiation of
spermatogenesis over their entire length, with the initial region of the testis composed of
cysts containing spermatogonia and the final containing spermatids in late development
and sperm (JYOTI et al, 2015; ELELIMY et al, 2017). ). Due to this synchrony, it was
possible to divide the testicles into three distinct zones: growth where spermatogonal cysts
are located, maturation where meiosis occurs and differentiation where spermatid
differentiation occurs (JYOT]I et al, 2015; ELELIMY et Al, 2017).

Insect sperm polymorphisms have been reported in several Orders such as
Diptera by Pasini et al. (1996), Hymenoptera by Lee and Wilkes (1965), Lepidoptera by
Silberglied et al. (1984), in addition to Hemiptera, suborder Heteroptera, Largidae families
by Aradjo et al. (2012) and Pentatomidae by Araujo et al. (2011), and this polymorphism
consists in the production of more than one type of sperm where only one type is
considered fecundant and for the others the following functions have been suggested:
assisting in the capacitation of fertilizing sperm and egg nutrition; aid in the migration of
fertilizing sperm; besides a possible function of eliminating sperm from other males within
the spermateca (SWALLOW; WILKINSON, 2002).

Two phenomena that produce different types of sperm are described for the
family Pentatomidae. Polymegaly where the larger sperm originate from large cells by
normal meiotic divisions and thus the chromosomal number is maintained (BOWEN,
1922; SCHRADER; LEUCHTENBERGER 1950). And the harlequin lobe in which sperm
are produced from atypical meiotic divisions, the cells may have extremely variable
chromosomal numbers, usually the smallest sperm (BOWEN, 1922; SCHRADER;
LEUCHTENBERGER, 1950; SOUZA et al. , 2007). One species with these descriptions is

Antiteuchus tripterus (Pentatomidae/Discocephalinae) which has lobes 1, 2 and 3
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(unchanged), 4 and 6 (with polymegaly) and 5 (harlequin) (Souza et al., 2007). Thus, the
present work aimed to describe the structural and ultrastructural description of
spermiogenesis of the testicular lobes of this species, as well as to analyze ultrastructurally

the sperm formed from these lobes.

2 Material and methods

2.1 Light microscopy processing and analysis

Ten adult specimens of Antiteuchus tripterus (Pentatomidae: Heteroptera:
Discocephalinae) were collected from S&o José do Rio Preto, SP, Brazil (20° 47 '13 "'S, 49
° 21' 38" W), and the testes were extracted and placed in solution of Karnovsky for 24
hours and then taken to the LEICA® TP1020 automatic tissue processor and included in
paraplast. The blocks were cut in a LEICA® RM2155 automatic rotating microtome, and
the sections fixed in slides and stained with Hematoxylin/Eosin method. Slides were
analyzed under the ZEISS® AXIO SCOPE Al microscope using the AXIO VISION LE

version 4.8 image analysis program.

2.2 Transmission Electron Microscopy processing and analysis

After fixation of the testicles in Karnovsky, transmission electron
microscopy (TEM) processing was performed. The testes were subjected to two Millonig
buffer washes for about 5 minutes each, then postfixed with 1% Osmium Tethoxide: 1: 3
for 2 hours in a refrigerator. The material was washed rapidly in bidistilled water and
dehydrated in a sequence of solutions with increasing concentrations of acetone (30 to
100%) for 15 minutes each step. After this process the material was included in Araldite
502 resin (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA). The blocks were cut and stained
with uranyl acetate and lead citrate. After this post-processing, sections were analyzed with

the aid of the Jeol JEM-100 CXII transmission electron microscope.
3 Results
The testicles of A. tripterus are elongated, consisting of six lobes, numbered

from 1 to 6, with 1 being the closest to the efferent duct and 6 the most distant. The lobes 4

and 6 are smaller than the others, while 5 is the highest of all (Figure 1a). The testes have a
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certain curvature due to the difference in lobe size (5 larger than 1) (Figure 1a). They are
enveloped externally by a membrane called a reddish-colored peritoneal sheath. All lobes
converge on a single region called the efferent duct, which is present in the terminal region
of the testis through which the sperm are led to the seminiferous vesicle (Figure 1a).

It features three distinct zones: the growth (ZC) that is located in the anterior
testis region where there are the spermatogonial cysts, which suffer mitosis, differing in
spermatocytes (Figure 1a), the maturation (ZM), located in a small area of the intermediate
region of the testis where meiosis occurs giving rise to spermatids and, finally, the area of
differentiation (ZD) that encompasses the intermediate and final region of the testis where
differentiation of spermatids to sperm occurs (Figure 1a). The sperm are distributed in
bundles, and it can be observed that they are closely organized: head to head, small initial
end of the beam and tail to tail, the largest beam extension (Figure 1b).

As previously mentioned, the A. tripterus testis has six lobes, the sixth
internal to the fifth (Figure 1a), where it is possible to notice, in sequential longitudinal
sections, from the outermost to the innermost region of the testis (Figure 2a-d), that
initially this lobe occupies only the initial part of the fifth lobe and in deeper sections, it
appears that it occupies almost the entire lobe (Figure 2e).

Regarding cytogenetic aspects, the first, second and third lobes (without
alterations) present cells of intermediate size to those of lobes 4 and 6 (with polymegaly)
and 5 (harlequin), with the fourth and sixth largest and fifth, the smallest cells (Figure 3).

The testicular lobes (without alterations, with polymegaly and harlequin) of
A. tripterus were also individually analyzed ultrastructurally, and similar results could be
observed in all of them. In the differentiating spermatids, mitochondria were observed
starting to cluster (Figure 4a, b). These mitochondria are round in shape and are located
around the nucleus. During this fusion it can be observed that they still preserve their
individual membranes (Figure 4b-d). In later spermatids, complete mitochondrial fusion
was observed, with gradual loss of individual mitochondrial membranes, resulting in the
mitochondrial complex (Figure 4c-f). Subsequently, this mitochondrial complex divides
(Figure 5a) into mitochondrial derivatives (Figure 5b). These derivatives at the beginning
of the tail formation are rounded and symmetrical (Figure 5c, d) and at intermediate stages
of differentiation they become elongated but still symmetrical (Figure 5e). Near the final
stages of differentiation it is possible to see the complete axoneme and the beginning of the
formation of paracrystalline structures (Figure 5f).

In order to observe the different sperm found, the seminiferous vesicle and

the efferent duct were analyzed, and a total of three were found (Figure 6c). There is
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intermediate sperm with reniform morphology with apical extremity larger than basal
(Figure 6a); the largest with elongated morphology with small protuberances at its
extremities (Figure 6b); and the smallest and most rounded when compared to the others
(Figure 6¢).

The three types have two symmetrical mitochondrial derivatives and two
paracrystalline structures inside, where the largest has one large and one small
paracrystalline structure in each derivative, the intermediate has two large structures and
the smallest type had two small (Figure 5e). In addition, an axoneme surrounded by these
mitochondrial derivatives can be observed (Figure 5e).

During the formation of mitochondrial derivatives, axoneme formation was
also observed (Figure 5a-c), with the standard conformation of 9 + 9 + 2 microtubules
being observed, being nine outer accessory microtubules, nine intermediate microtubule
pairs and two central microtubules. It was also possible to verify the bridges linking the

axoneme to the inner region of mitochondrial derivatives (Figure 5d).

4 Discussion

In A. tripterus it was possible to structurally prove the characteristics
analyzed cytogenetically, such as the fact that the species has six testicular lobes, three
without alterations (lobes 1-3), two with polymegaly (lobes 4 and 6, being 6 internal to 5).
and a harlequin lobe (lobe 5) (SOUZA et al., 2007).

The testicles of this species are covered by a peritoneal sheath, consisting of
epithelial cells and a reddish-colored non-cellular membrane, covering these cells, called
proper tunic (RODRIGUES et al., 2008; ELELIMY et al., 2017). The lobes are divided
among themselves by a connective tissue layer as verified for the species Euchistus heros
(Pentatomidae) by Souza et al (2010) and Aguiar et al (2017), a layer also referred to as a
septum in Martarega bentoi (Notonectidae) by Novais et al (2017).

The species A. tripterus presented lobes 4 and 6 with polimegalia, this
phenomenon being largely found in the family Pentatomidae being absent only in the
subfamilies Asopinae and Acanthosomatinae (Souza et al., 2010). The lobe 5 of the species
presented as harlequin, being this phenomenon with more restricted distribution, and in this
family, occurs only in the subfamilies Discocephalinae, Edessinae and Pentatominae,
among the eight subfamilies of Pentatomidae, presenting this type of lobe, totaling 22
species described so far (REBAGLIATI et al., 2005; SOUZA et al., 2007, 2010).
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With ultrastructurally analyzing of A. tripterus spermiogenesis it was
observed that sperm tail formation occurs in a standard manner for insects as described by
Phillips (1970) and Dallai (2014) for several insect orders and Pratt (1970) and Mercati et
al. (2009) specifically for the suborder Heteroptera. The conformation of the 9 + 9 + 2
axoneme is considered an Insecta class synapomorphy, while the two bridges that connect
the derivatives to the axoneme are considered synapomorphies for the Heteroptera
suborder (DALLAI, 2014).

It was also possible to observe in the species A. tripterus, due to the fact that
it has the normal lobes, with polymegaly and harlequin, three types of sperm. This
polymorphism is common in several insect orders including the suborder Heteroptera
where the phenomenon occurs mainly in the family Pentatomidae (SCHRADER;
LEUCHTENBERGER, 1950; SWALLOW,; WILKINSON, 2002; SOUZA et al., 2007).
Polymorphic sperm were found by Araujo et al (2011) in Podisus nigrispinus, P. distinctus
and Brontocoris tabidus (Pentatomidae) species, Aguiar et al (2017) described in E. heros
(Pentatomidae) species, Araujo et al (2012) in Largus rufipennis (Largidae) and Baffa et
al. (2017) in five species of the Triatoma brasileinsis complex (Reduviidae).

We can conclude, therefore, that in the species A. tripterus, their different
testicular lobes produce different types of sperm, which have all the structures necessary to
be functional and that they differ morphologically from each other. It is known that only
one type of sperm will be fruitful, and further studies are needed to determine which one

and which function of the other two types.
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Figure 1. General micrograph of Antiteuchus tripterus testis. (a) Lobes 1, 2 and 3,
unchanged; 4 and 6, with polymegaly and 5 the harlequin. Note three zones: growth (gz),
maturation (mz) and differentiation (dz). Also note the conflicting lobes for a single

efferent duct (ed) and a peritoneal sheath around the testis (arrows); b) spermatic bundle,

with the tails (arrow) and heads (asterisks) regions. Hematoxylin/eosin; Increases: a) 100Xx;
b) 1000x.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figure 2. Micrographs of sequential longitudinal sections of the anterior testicular region
(a-d) of A. tripterus, indicating the six lobes (1 to 6). a, b) external region of the testis
showing the appearance of the lobe 6; c, d) intermediary region of the testis showing lobe 6

growth within 5; e) lobe 6 extending throughout the testis, occupying almost the entire lobe

5. Hematoxylin/eosin; Increases: a-d) 400x; e) 100x.

Fonte: Elaborado pelo autor



28

Figure 3. Micrograph of A. tripterus testis showing lobe 3 cells, unchanged, 4 with
polymegaly and 5 harlequin. Note that the cells of lobe 4 are the largest, 3 are intermediary

and 5, the smallest of all. Hematoxylin / eosin; Magnification: 630x.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figure 4. Electron micrographs of testicular lobes without polymegaly of A. tripterus
showing the mitochondria at the beginning of their fusion and the formation of the
mitochondrial complex. a, b) Initiation of mitochondrial fusion and formation of
mitochondrial complex; c, d) Mitochondrial complex with membranes remaining from the
fusion process; and f) Advanced mitochondrial complex already losing the inner

membranes. Nucleus (n), mitochondrial complex (mc) and mitochondrial clusters (arrows).

Increases: a, b) 6000X; c) 14000X; d, e) 20000X; f) 27000X

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figure 5. Electron micrographs of testicular lobes of A. tripterus. a, b) Beginning of the
division of the mitochondrial complex into two mitochondrial derivatives; c-e) Formation
of the tail region, where it is possible to observe the rounded and symmetrical
mitochondria derivatives (c, d) which later become elongated (e); f) Advanced stage of
mitochondrial derivatives where it is possible to observe the complete axoneme and the
appearance of paracrystalline structures. Mitochondrial complex (mc), mitochondrial
derivatives (md), paracrystalline structure (asterisk) and axoneme (arrows). Increases: a, b)
20000X; c-f) 40000X.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figure 6. Electron micrographs of the final region of the testicular lobes of A. tripterus. a)
Large round type of sperm showing two rounded paracrystalline structures, axoneme 9 + 9
+ 2 and bridges linking the derivatives to the axoneme; b) Type of sperm with projections
at their ends showing two paracrystalline structures inside, axoneme 9 + 9 + 2 and posts
linking this to the derivatives; ¢) The three types of sperm and their components together.
Mitochondrial derivatives (md), paracrystalline structure (asterisk), axoneme (dark arrows)

and bridges (light arrows). Increases: 40000X

n % '// .
- " :
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Resumo: Os Heteroptera constituem uma das maiores subordens de insetos, na qual
podemos destacar a familia Pentatomidae que possui oito subfamilias, sendo trés
(Discocephalinae, Edessinae, Pentatominae) muito peculiares por apresentarem
polimorfismos de espermatozoides oriundos de diferentes alteragbes testiculares
(polimegalia e lobo harlequin) que podem ou ndo estarem presentes conjuntamente nos
individuos. Com o objetivo de caracterizar ultraestruturalmente as modificacdes nucleares
durante a espermiogénese de individuos com a presenca de lobos sem alteragcdes, com
polimegalia e harlequin espécimes de Antiteuchus tripterus foram coletados e seus
testiculos analisados em microscépio eletrénico de transmissdo (MET). Foi possivel
verificar que a compactacdo da cromatina teve inicio com um aglomerado de textura
finamente granular, ao qual se seguiu um "agregado" filamentar e, este ultimo, se
organizou para tornar a cromatina completamente compactada no nucleo. Esse processo
ocorre deu de maneira muito semelhante nas espermatides oriundas de lobos sem
alteracdes, com polimegalia e do harlequin, além de que nas espermatides do lobo
harlequin foram encontradas todas as estruturas que compdem a cabegca dos
espermatozoides. Podemos concluir, portanto, que a condensacdo da cromatina de A.
tripterus é semelhante a varias espécies de insetos nas mais diferentes ordens, e que,
surpreendentemente, mesmo o lobo harlequin que sofre uma meiose atipica tem um
comportamento similar de condensa¢do com uma Unica diferenca relacionado ao formato
aberrante desses nucleos, sendo, assim, necessarios mais estudos para elucidar o

comportamento deste lobo durante a espermiogénese.

Palavras-chave: Cromatina; Polimorfismo; Lobo harlequin.
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1 Introducéo

Heteroptera € uma das quatro subordens da Ordem Hemiptera, possui cerca
de 40 mil espécies distribuidas em sete infraordens e oitenta familias, sendo assim o maior
e mais diverso grupo de insetos hemimetabolos (SCHUH; SLATER, 1995; CASSIS;
GROSS 2002; HENRY et al., 2017). Dentre as familias podemos destacar Pentatomidae,
uma das maiores familias de Heteroptera, que esté distribuida em 8 subfamilias (Asopinae,
Cyrtocorinae, Discocephalinae, Edessinae, Pentatominae, Phyllocephalinae, Podopinae e
Serbaninae), 939 géneros totalizando 4840 espécies descritas até o momento (CASSIS;
GROSS 2002; HENRY et al., 2017).

A subfamilia Discocephalinae pode ser considerada peculiar, pois assim
como as Edessinae e Pentatominae, podem apresentar polimorfismo de espermatozoides
através de dois fendmenos distintos sendo esses a polimegalia e o lobo harlequin
(SWALLOW; WILKINSON, 2002; REBAGLIATI et al., 2005; SOUZA et al., 2011).

A polimegalia é comum em algumas familias de Heteroptera e consiste em
alteracbes do tamanho e da morfologia dos espermatozoides, sendo o nlmero
cromossomico mantido (BOWEN, 1922; SCHRADER; LEUCHTENBERGER 1950;
SWALLOW; WILKINSON, 2002). O lobo harlequin, por sua vez, origina espermatides
onde existe grande wvariagdo nO numero cromossOmico e consequentemente
espermatozoides polimoérficos (SWALLOW; WILKINSON, 2002; REBAGLIATI et al.,
2005; SOUZA et al., 2011).

Nestes tipos de fendmenos uma estrutura interessante de se analisar é o
nacleo durante a condensagdo da cromatina devido ao fato de que além da mudanca de
tamanho celular, existe a diferenca de nimero cromossdémico no caso do lobo harlequin
devido a sua meiose irregular (SOUZA et al., 2007; 2011).

Portanto para a realizacdo do presente estudo a espécie Antiteuchus tripterus
pertencente a subfamilia Discocephalinae foi utilizada devido ao fato de seu testiculo
apresentar, segundo Souza et al. (2007), os trés tipos de lobos possiveis para a subfamilia,
sendo lobos sem alteragéo (1-3), com polimegalia (4 e 6) e o harlequin (5). O objetivo,
portanto, foi o de caracterizar ultraestruturalmente as transformagdes nucleares de
espermatozoides oriundos dos trés tipos lobos, para verificar se h& diferencas nos

processos de condensagdo da cromatina.
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2 Material e Métodos

2.1 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Dez espécimes de Antiteuchus tripterus foram coletados em Séo José do Rio
Preto (20° 47' 13" S, 49° 21' 38" W) tiveram os testiculos extraidos e fixados em
Karnovsky por 24 horas para a realizacdo do processamento para microscopia eletronica de
transmisséo, os testiculos foram submetidos a duas lavagens em tampao Millonig por cerca
de 5 minutos cada, em seguida, pos-fixacdo com Tetroxido de Osmio 1%: Millonig (1:3)
por 2 horas em geladeira. O material foi lavado rapidamente em &agua bidestilada e
desidratado em uma sequéncia de solucdo com concentracdes crescentes de acetona (de 30
a 100%) por 15 minutos cada etapa. Ap0ds esse processo o material foi incluido em resina
Araldite 502 (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA). Os blocos obtidos foram
cortados e contrastados com acetato de uranila a 2% e citrato de chumbo 0,2 % em solucéo
de hidrdxido de sodio 1M. Apds esse pds-processamento os cortes foram analisados com o

auxilio do microscopio eletrénico de transmissdo Jeol JEM- 100 CXII.

3 Resultados

Os testiculos de A. tripterus tiveram os lobos sem alteragcBes, com

polimegalia e harlequin, analisados separadamente, sendo os resultados descritos a seguir:

3.1 Lobos sem alteragoes

Como ja descrito, os lobos sem alteracfes sdo os 1, 2 e 3. Nestes lobos,
observamos que o processo de condensacdo da cromatina, durante a espermiogénese,
inicia-se com a cromatina dispersa (Figura la). Essa cromatina comeca a se tornar
finamente filamentosa (Figura 1b,c), até que esses filamentos se tornem definidos (Figura
1d). Os filamentos de cromatina vdo se tornando mais espessos e é notada a presenga de
blocos de cromatina condensada (Figura le-h). Esses blocos vao preenchendo cada vez
mais o ndcleo até a cromatina estar completamente condensada (Figura 1i-m).

Concomitantemente a condensacdo da cromatina & possivel observar a
presenca do acrossomo sempre em conjunto com o ndcleo em sua regido apical, sendo que

este também parece sofrer reducdo de tamanho (Figura 1b-m). Também é possivel
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observar a manchete de microtibulos ao redor das duas estruturas, esta manchete esta
presente desde as fases iniciais de condensacdo (Figura 1a,b) de maneira mais fina, porém
vai se tornando espessa com a evolugéo da diferenciacdo (Figura 1c-m).

3.2 Lobos com polimegalia

O quarto e o sexto lobos apresentam polimegalia. Durante a condensagéo da
cromatina nesse tipo de lobo o nucleo apresenta, primeiramente, cromatina granular e
amplamente distribuida (Figura 2a), posteriormente essa cromatina se torna densamente
filamentosa (Figura 2b), a partir dessa etapa comecam a aparecer blocos de cromatina
condensada (Figura 2c), esses blocos se apresentam cada vez maiores e ocupando mais o
interior do ndcleo (Figura 2d-g) até que ocupam todo o interior do nucleo (Figura 2h,i),
dando assim fim ao processo.

Ao mesmo tempo em que a cromatina se condensa € possivel se observar a
presenca da manchete de microttbulos ao redor do nucleo (Figura 2), onde ela se expande

com o passar das fases (Figura 2a,b) e depois recua nas fases finais (Figura 2c-i).

3.3 Lobo harlequin

O quinto lobo da espécie é o harlequin. A condensacdo da cromatina neste
lobo ocorre primeiramente com o0 nucleo apresentando pequenas porces de
heterocromatina na regido periférica (Figura 3a), posteriormente é possivel se observar a
presenca de pequenos filamentos cromatinicos ocupando o nucleo, além de este comecar a
apresentar uma forma irregular (Figura 3b,c), a partir desta etapa o nucleo comeca a
apresentar cada vez mais regifes heterocromaticas (Figura 3d-f). Essa compactacdo
prossegue até a cromatina estar completamente condensada e o nucleo é um formato
fusiforme (Figura 3g).

Um pequeno acrossomo pode ser observado sempre na regido lateral do
nacleo (Figura 3), é possivel se observar também a presenca da manchete de microtubulos

ao redor do nucleo, mesmo com o nucleo apresentando formatos irregulares (Figura 3).
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4 Discussao

Ao analisarmos ultraestruturalmente os testiculos de A. tripterus foi possivel
verificar que quando observamos a compactagdo da cromatina nos trés tipos de lobos
houve grande semelhanca no processo, sendo que em todos a cromatina se encontra de
maneira dispersa e granular no inicio do processo, passando por um estagio filamentoso
onde, posteriormente, estes filamentos se tornam espessos e, finalmente, comecam a surgir
blocos heterocrométicos que vao ocupando cada vez mais o nlcleo das espermaétides até
preenché-los completamente. Esse processo também € muito conservado em outras ordens
de insetos se apresentando de maneira semelhante ao descrito em A. tripterus em Diptera
(GASNER Il et al., 1972; TOKUYASU, 1974), Orthoptera (SZOLLOSI, 1974), Isoptera
(BACCETTI et al., 1981) e Coleoptera (BAO; HAMU, 1993).

Este processo de condensagédo da cromatina ocorre pela substituicdo gradual
das histonas nucleares por proteinas muito ricas em arginina ou lisina denominadas
protaminas, sendo o resultado deste processo a gradual mudanca de forma da cromatina
durante a espermiogénese (KING, 1976; KASINSKY et al., 2011).

Foi possivel observar, ainda, em todos os lobos, durante a fase de
condensacdo da cromatina nas espermatides, a presenca de manchete de microtdbulos, uma
estrutura que é formada por inimeros microtubulos orientados na mesma direcdo que surge
ao redor do nacleo em condensacao sendo sua principal funcéo a de auxiliar o alongamento
nuclear durante a espermiogénese (FAWCETT et al., 1971; SZOLLOSI, 1974,
TOKUYASU, 1974; BACCETTI et al., 1981; BAO; HAMU, 1993; FERNANDES et al.,
2001).

Uma caracteristica interessante observada no lobo harlequin € que o0s
nacleos em condensacdo apresentam formas aberrantes durante o processo, porém ao final
deste processo o nlcleo se apresenta semelhante aos dos outros tipos de lobos, sendo essas
caracteristicas ainda ndo descritas na literatura.

Portanto podemos concluir que a condensacgdo da cromatina nos diferentes
tipos de lobos testiculares de A. tripterus se da de maneira semelhante a de varias espécies
de insetos nas mais diferentes ordens, e que, surpreendentemente, mesmo no lobo
harlequin que sofre uma meiose atipica tem um comportamento similar de condensacao,
sendo necessarios mais estudos para elucidar o comportamento deste lobo durante a
espermiogénese, como, por exemplo, 0 que acontece com as espermatides com poucos ou

nenhum cromossomo e a funcéo desses espermatozoides.
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Figura 1. Eletromicrografias dos testiculos A. tripterus evidenciando as transformagdes do
processo de condensacdo da cromatina durante a espermiogénese dos lobos sem alteracdes.
a-g) Observar o processo de condensacdo da cromatina e a reducdo do nucleo com o
auxilio dos microtubulos; h-m) Aparecimento do estrangulamento nuclear e de blocos de
cromatina até a total compactacdo da cromatina (I,m). Nudcleo (n), acrossomo (a),
microtUbulos (asterisco) e adjunto do centriolo (setas). Aumentos: 27000x.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 2. Eletromicrografias dos testiculos A. tripterus as transformacdes do processo de
condensacdo da cromatina durante a espermiogénese dos lobos com polimegalia. a)
Cromatina comegando a se condensar; b) Cromatina filamentosa se compactando enquanto
0 nucleo vai sendo reduzido de tamanho com auxilio dos microtabulos; c-i) Cromatina
filamentosa se condensa em blocos que ocupam cada vez mais o nudcleo. Ndcleo (n) e
microtUbulos (asterisco). Aumentos: 27000x.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 3. Eletromicrografias dos testiculos A tripterus com as transformacdes do processo
de condensacao da cromatina durante a espermiogénese do lobo harlequin. a,b) Cromatina
comecando a se condensar, apresentando regides de cromatina condensada na periferia
nuclear; ¢) Cromatina filamentosa se compactando enquanto o nucleo vai reduzindo de
tamanho com auxilio dos microtubulos; d-f) Cromatina filamentosa se condensa em blocos
de heterocromatina que ocupam cada vez mais o nudcleo; g) Nucleo condensado com o
acrossomo ao seu lado. Nucleo (n), microtubulos (asterisco) e acrossomo (a). Aumentos:
40000x.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Resumo

Polimorfismos de espermatozoides podem ser originados nos lobos testiculares com
polimegalia, fendbmeno comum nas espécies de Pentatomidae (Heteroptera), e pelo lobo
harlequin que €é um fendbmeno mais raro. Com o objetivo de caracterizar
ultraestruturalmente a espermiogénese e evidenciar os polimorfismos e os fenémenos que
0s originaram, amostras das espécies Edessa meditabunda, Loxa deducta e Proxys
albopunctulatus foram analisadas em microscopia eletronica de transmissdo (MET). Em E.
meditabunda o testiculo apresentou quatro lobos todos sem alteracGes, também se
observou s6 um tipo de esperméatide com forma arredondada que da origem a um tipo de
espermatozoide, j& L. deducta apresenta sete lobos testiculares sendo o 5 o harlequin e os
demais sem alteracdes. Foi possivel observar a presenca de um tipo maior e arredondado
de espermatide oriunda dos lobos sem alteragcdes e um tipo menor e de morfologia irregular
originado do lobo harlequin. Foi possivel, também, observar dois tipos de espermatozoides
no ducto eferente onde o primeiro tipo € menor e mais arredondado, com pequenas
estruturas paracristalinas em seu interior e 0 segundo tipo € maior e mais retangular e com
grandes estruturas paracristalinas, sendo um tipo oriundo de lobos sem alteracGes e outro
do lobo harlequin. Em P. albopunctulatus se observou seis lobos testiculares, sendo 0 4 e 6
com polimegalia e os demais sem altera¢des, também foi possivel visualizar espermatides
normais e arredondadas presentes nos lobos sem alteragdes, enquanto nos lobos com
polimegalia estavam presentes espermatides gigantes com muitas mitocéndrias e vesiculas
em seu citoplasma. Portanto, podemos concluir que a formagdo dos espermatozoides e seus

componentes nas espécies analisadas séo semelhantes a outros individuos estudados da
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familia Pentatomidae e, também, de outras ordens de insetos estudadas. Pode ser
verificado, também, que existe polimorfismo nos espermatozoides das espécies estudadas

de acordo com a presenca fendOmenos testiculares nelas.

Palavras chave: Polimorfismos, Polimegalia, Lobo harlequin.

1 Introducéao

Dentre as oitenta familias de Heteroptera um dos grandes destaques é a
familia Pentatomidae, a quarta maior com mais de 4.000 espécies descritas. A maior parte
das especies desta familia sdo fitofagas causando, assim, grande dano as culturas de
diversas espécies vegetais, atacando principalmente leguminosas como, por exemplo, a
soja e o feijdo. As espécies, desta familia, estdo distribuidas em 8 subfamilias (Asopinae,
Cyrtocorinae, Discocephalinae, Edessinae, Pentatominae, Phyllocephalinae, Podopinae e
Serbaninae) e 760 géneros (SCHUH; SLATER, 1995; SCHAEFER; PANIZZI, 2000;
PONCIO et al., 2010).

Os membros da familia Pentatomidae possuem um par de testiculos
alongados, recobertos por um epitélio protetor, a bainha peritoneal, de coloracdo variando
de amarelado ao avermelhado. Eles sdo divididos em pequenos compartimentos
denominados lobos, podendo variar de 3 a 7 (sendo 6, 0 mais comum) (PHILLIPS, 1970;
SOUZA et al., 2011; DALLALI, 2014). Espécies, desta familia, podem apresentar testiculos
com lobos: a) sem alteragbes como Edessa meditabunda, Edessa collaris e Thyanta
perditor; b) sem alteracdes e com polimegalia como Proxys albopunctulatus e Euchistus
heros; c¢) sem alteracdes e com lobo harlequin como Loxa deducta e Thyanta custator; ou
d) sem alteracdes, polimegalia e harlequin como Antiteuchus tripterus, Nezara viridula e
Loxa viridis (SOUZA et al., 2010, 2011).

Algumas espécies de Pentatomidae podem apresentar espermatozoides
polimorficos, sendo que esse polimorfismo consiste na producdo de mais de um tipo de
espermatozoide onde somente um tipo é considerado fecundante e 0s outros possuem
algumas funcdes sugeridas como, por exemplo, o preenchimento da espermateca da fémea
impedindo a entrada de espermatozoides concorrentes e a nutricdo de espermatozoides
fecundantes e dos 6vulos (SWALLOW,; WILKINSON, 2002; SOUZA et al, 2011). No
lobo harlequin podemos observar estes polimorfismos onde 0s espermatozoides sdo
produzidos a partir de divisbes meioticas aberrantes, podendo, as células, apresentar

nmeros cromossdmicos extremamente variaveis, sendo normalmente os espermatozoides



44

de menores tamanhos (BOWEN, 1922; SCHRADER; LEUCHTENBERGER, 1960;
SOUZA et al., 2007).

A maioria das oito subfamilias de Pentatomidae apresenta polimegalia em
algumas de suas espécies com excecdo das subfamilias Asopinae e Acanthosomatinae
(SOUZA et al., 2011). Ja o lobo harlequin é um fenbmeno que possui distribuicdo mais
restrita, sendo que nesta familia, somente as subfamilias Discocephalinae, Edessinae e
Pentatominae apresentam este tipo de lobo, sendo 22 espécies descritas, até 0 momento,
com este fendmeno (REBAGLIATI et al., 2005; SOUZA et al., 2007, 2010).

Edessinae ¢ uma pequena subfamilia contendo apenas 13 espécies descritas
pertencentes a 4 géneros (REBAGLIATI et al., 2003) a qual pertence Edessa meditabunda.
Esta espécie possui quatro lobos testiculares (sem alteragdes), bainha peritoneal
avermelhada e complemento cromossémico de 2n= 12A + XY (REBAGLIATI et al.,
2003; SOUZA et al., 2011).

A subfamilia Pentatominae é a maior de Pentatomidae possuindo mais de
3.300 espécies descritas, distribuidas em 632 géneros (GARBELOTTO; CAMPOS, 2014).
A espécie Loxa deducta (Pentatominae) possui sete lobos testiculares (sem alteracdes e
harlequin, quinto lobo), bainha avermelhada e 2n= 14 cromossomos (12 A + XY)
(SOUZA et al.,, 2011). J& Proxys albopunctulatus (Pentatominae) possui seis lobos
testiculares (sem alteracbes e polimegalia, 4 e 6), bainha avermelhada e 2n= 14
cromossomos (12 A + XY) (SOUZA et al., 2011).

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo a comparagdo
ultraestrutural da espermiogénese de espécies com padrfes diferentes de testiculos (lobos
sem alteracGes; sem alteracdes e harlequin; sem alteracdes e polimegalia), além de analisar

ultraestruturalmente os espermatozoides formados a partir desses lobos.

2 Material e Métodos

2.1 Microscopia Eletrdnica de Transmissdao (MET)

Os espécimes de Edessa meditabunda (Edessinae), Loxa deducta e Proxys
albopunctulatus (Pentatominae) coletados em Sao José do Rio Preto, SP, Brasil (20° 47
13" S, 49° 21' 38" W), sendo dez individuos de cada. Os testiculos foram extraidos e
mantidos em Karnovsky por 24 horas para a realizagcdo do processamento para microscopia
eletrbnica de transmissao (MET). Posteriormente, os testiculos foram submetidos a duas

lavagens em tampé&o Millonig por cerca de 5 minutos cada, em seguida, pds-fixacdo com
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Tetroxido de Osmio 1%: Millonig (1:3) por 2 horas em geladeira. O material foi lavado
rapidamente em &gua bidestilada e desidratado em uma sequéncia de solugdo com
concentragdes crescentes de acetona (de 30 a 100%) por 15 minutos cada etapa. Apds esse
processo o material foi incluido em resina Araldite 502 (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA). Os blocos obtidos foram cortados e contrastados com acetato de uranila a
2% e citrato de chumbo 0,2 % em solucdo de hidroxido de sddio 1M. ApdGs esse pos-
processamento os cortes foram analisados no microscopio eletrénico de transmissao Jeol
JEM- 100 CXIlI.

3 Resultados

As informagdes referentes as analises ultraestruturais dos testiculos de
Edessa meditabunda (Edessinae), Loxa deducta (Pentatominae) e Proxys albopuctulatus

(Pentatominae) estdo descritas a seguir:

3.1 Edessa meditabunda (Lobos sem alteragdes)

As andlises ultraestruturais dos testiculos confirmaram que esta espécie
possui somente lobos sem alteracdes, por este motivo, os resultados estdo descritos em
conjunto. Na parte anterior do testiculo hd os cistos espermaticos (Figura 1a,b),
constituidos por espermétides, todas na mesma orientagdo e fase de diferenciacéo (Figura
1a,b). As anélises das espermatides, de todos os lobos testiculares, mostraram espermatides
com pequenas quantidades de mitocondrias, arredondadas, distribuidas uniformemente e
que, posteriormente, foram se agrupando (Figura 1c,d).

Durante a formacéo da cauda do espermatozoide as mitocondrias aumentam
em numero e se deslocam para um dos polos da célula se fundindo, dando origem ao
complexo mitocondrial (Figura 2a,b) que inicialmente apresenta varias membranas no seu
interior (Figura 2a) que vai se perdendo gradativamente (Figura 2b). Posteriormente, este
complexo comeca a se dividir dando origem a dois derivados mitocondriais de tamanhos
diferentes (Figura 2c) que se tornam simétricos e sdo arredondados com uma pequena
vesicula em seu interior (Figura 2d) e, posteriormente, se tornam reniformes (Figura 2e,f).
Nesta fase, € possivel observar, também, estruturas paracristalinas no interior de cada um
dos derivados, sendo estas estruturas de formato irregular e em namero de duas, em cada
derivado mitocondrial (Figuras 2e). Outra estrutura observada é o axonema apresentando a

conformacdo de 9+9+2, sendo nove microtibulos acessorios externos, nove duplas de
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microtibulos mais internos e dois microtubulos centrais e ainda, pontes conectando 0s
derivados mitocondriais ao axonema (Figura 2f), além de ser possivel encontrar apenas um
tipo de espermatozoide (Figura 2f).

Cortes transversais, sequenciais, foram realizados ao longo do comprimento
das espermatides (Figura 3). A regido inicial da cabeca apresentou microtubulos
circundando o nucleo e o acrossomo grande (Figura 3a,b). Na regido mediana foi possivel
notar a reducdo do acrossomo e a cromatina completamente condensada (Figura 3b,c). Na
regido de transicao nucleo-flagelo (cabeca-cauda) observou-se a regido terminal do ndcleo
e a porcao inicial do adjunto do centriolo (Figura 3d). Na regido da cauda foram

observados os derivados mitocondriais e 0 axonema (Figura 3e).

3.2 Loxa deducta (Lobos sem alteracdes e harlequin)

Ao analisarmos ultraestruturalmente o testiculo de Loxa deducta foi possivel
observar que eles sdo formados por lobos sem alteracdes (lobos 1, 2, 3, 4, 6 e 7) e
harlequin (lobo 5). Observamos inicialmente que os lobos sem alteracdes e harlequin
apresentam o processo inicial da espermatogénese semelhante, diferindo somente na fase
de espermiogénese. Portanto a fase inicial sera descrita em conjunto. Inicialmente, os
testiculos apresentam cistos esperméaticos com todas as células na mesma fase de
diferenciacdo e voltadas para a mesma posicao, sendo que estes cistos se apresentam de
forma arredondada (Figura 4a,b).

Foram encontrados dois tipos de espermatides (Figura 4c,d), sendo o tipo
maior proveniente dos lobos sem alteragdes (Figura 4c). Estes possuem mitocondrias em
profusdo ao redor do nucleo que se fundem para formar o complexo mitocondrial. O tipo
menor é proveniente do lobo harlequin e possui morfologia irregular (Figura 4d), estas
com poucas mitocondrias ao redor do nucleo que se fundem e ddo origem ao complexo
mitocondrial.

A formacéo da cauda do espermatozoide se deu de maneira semelhante nos
dois tipos lobulares (sem alteracGes e harlequin) de L. deducta, sendo as mitocéndrias
arredondadas se deslocando para um dos polos da célula e se fundindo, dando origem ao
complexo mitocondrial com varias membranas em seu interior (Figura 5a), esse complexo
vai perdendo as membranas ao longo da diferenciacdo (Figura 5b) e, posteriormente, se
divide dando origem aos derivados mitocondriais que sdo simétricos (Figura 5c-e),
localizados bilateralmente ao axonema (Figura 6), e no fim da diferenciacdo assumem

morfologias diferentes (Figura 6).
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Estruturas paracristalinas no interior de cada um dos derivados foram
observadas sendo de formato irregular e em nimero de duas em cada derivado
mitocondrial (Figura 6). O axonema observado apresentou a conformacéo de 9+9+2 (nove
microtUbulos acessorios externos, nove duplas de microtdbulos mais internos e dois
microtUbulos centrais) (Figura 6), e ainda, pontes conectando os derivados mitocondriais
ao axonema (Figura 6c).

Foi possivel observar a presenca de dois tipos morfologicos de
espermatozoides (Figura 5a), sendo o primeiro tipo menor e mais arredondado com
pequenas estruturas paracristalinas em seu interior (Figura 5b) e 0 segundo tipo maior e
mais retangular e com grandes estruturas paracristalinas (Figura 5c).

Cortes sequenciais foram realizados nas espermatides dessa espécie, sendo a
regido inicial da cabeca apresentando microtubulos circundando o nucleo e um acrossomo
grande (Figura 7a,b), na regido mediana foi possivel verificar que a cromatina ainda se
mostra filamentosa (Figura 7c-e), ja na regido de transicdo nucleo-flagelo observou-se a
regido terminal do nucleo e a porcéo inicial do adjunto do centriolo (Figura 7f,g). Ainda foi
possivel observar a zona de sobreposicdo do nicleo com o flagelo, onde se encontram o
final do nucleo e o inicio dos derivados mitocondriais (Figura 7h,i). Na regido da cauda
foram observados os derivados mitocondriais e o axonema (Figura 7j) e, também, que no

fim da cauda os derivados desaparecem restando somente o axonema (Figura 7k,I).

3.3 Proxys albopunctulatus (Lobos sem alteracdes e com polimegalia)

Nas analises ultraestruturais realizadas em P. albopunctulatus foi observada
a presenca de lobos sem alteracGes e lobos com polimegalia. Também foram observados
cistos com espermatides em um mesmo estagio de diferenciacdo, sendo esses cistos
arredondados (Figura 8a,b).

Nos lobos sem alteracbes foram encontradas espermatides de tamanho
pequeno e arredondadas que possuem, relativamente, poucas mitocdndrias ao redor do
nucleo (Figura 8c), ja nos lobos com polimegalia foi possivel verificar a presenca de
grandes espermatides com inimeras mitocondrias ao redor do nucleo (Figura 8d).

A cauda da espermatide foi formada de maneira semelhante nos dois tipos
de lobos, sendo que as mitocdndrias ao redor do nicleo migram para um polo e se fundem
formando o complexo mitocondrial (Figura 9a), esse complexo possui inUmeras

membranas em seu interior e vai perdendo-as com o passar da diferenciacéo (Figura 9a,d),
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posteriormente o complexo comeca a se dividir (Figura 9e) e da origem a dois derivados
mitocondriais (Figura 9f).

Os derivados mitocondriais irdo se localizar no polo basal do ndcleo, a partir
do ajunto do centriolo serda formado o axonema que ird se localizar entre os derivados
(Figura 10a), posteriormente os derivados se tornam simétricos adotando a morfologia

tipica da estrutura para a espécie (Figura 10b).

4 Discussao

As espécies Edessa meditabunda, Loxa deducta e Proxys albopunctulatus
tiveram seus testiculos analisados ultraestruturalmente, no presente trabalho, onde foi
observado que E. meditabunda apresenta quatro lobos testiculares sem nenhuma alteragéo
corroborando o encontrado por Rebagliati et al. (2003) e Souza et al. (2011), L. deducta
apresentou sete lobos testiculares sendo o quinto o harlequin e P. albopunctulatus com seis
lobos apresentando polimegalia no 4 e 6 corroborando, assim, com Souza et al. (2011) em
seu estudo citogenético com as mesmas espécies.

As trés espécies estudadas apresentaram espermatogénese cistica,
caracteristica, esta, encontrada, também, por Phillips (1970), Dumser (1980) e Dallai
(2014) em vaérias ordens de insetos, Nelsen (1931) em Melanoplus differentialis
(Orthoptera) e Quagio-Grassiotto e Lello (1996) em Dermatobia hominis (Diptera), sendo
essa caracteristica padrdo para a classe Insecta (DALLALI, 2014).

Sobre a formacdo do espermatozoide foi possivel observar, nas espécies
estudadas, que o processo de migracdo das mitocondrias para um polo celular e fusdo
formando o complexo mitocondrial, e posteriormente, a divisdo do complexo dando
origem a dois derivados mitocondriais, além da formacdo do axonema entre eles, foi de
maneira semelhante as outras especies, sendo a principal diferenga que para E.
meditabunda os derivados sdo pequenos e em posicdo lateral ao axonema enquanto L.
deducta séo encontrados dois tipos de espermatozoides sendo um mais arredondado e outro
aparentemente retangular. Este processo é semelhante nas mais diversas ordens de insetos,
como Orthoptera, Diptera, Hymenoptera, Heteroptera, entre outras (PRATT 1970;
PHILLIPS 1970; MERCATI et al., 2009; DALLAI, 2014). Quanto ao axonema das
especies estudadas foi encontrado o padrdo de microtibulos de 9+9+2 considerado comum
para a classe Insecta (NAME et al.,, 2012; DALLAI, 2014; DALLAI et al. ,2016;
CUQUETTO-LEITE et al., 2017).
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Devido ao fato de ndo possuir alteracdes nos lobos E. meditabunda
apresentou apenas um tipo de espermatozoide, resultados semelhantes aos encontrados
para outras espécies de Pentatomidae como Thynacanta marginata e Supputius cincticeps
por Aradjo et al. (2011). Ja L. deducta que possui o lobo harlequin apresentou dois tipos de
espermatozoides, sendo este resultado semelhante a de outros Pentatomidae estudados
(SCHRADER; LEUCHTENBERGER, 1950; SWALLOW,; WILKINSON, 2002; SOUZA
etal., 2007; ARAUJO et al., 2011).

Portanto, podemos concluir que a formacdo dos espermatozoides e seus
componentes nas espécies analisadas, no presente trabalho, € semelhante a outros
individuos estudados da familia Pentatomidae e, também, de outras ordens de insetos
estudadas. Além de ser verificado que a morfologia dos espermatozoides das espécies
estudadas difere entre elas ja que em E. meditabunda os derivados sdo pequenos e em
posicdo lateral ao axonema enquanto L. deducta sdo encontrados espermatozoides com
derivados maiores e mais unidos ao redor do axonema, além de diferirem até dentro da
mesma espécie como no caso de L. deducta que apresentou dois tipos de espermatozoides

no presente trabalho.
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Figura 1. Eletromicrografias do testiculo de Edessa meditabunda (a,b) cistos espermaéticos
contendo células em fase final de diferenciacdo, uniformemente distribuidas; c,d)
Espermatides em inicio de diferenciacdo mostrando as mitocondrias ao redor do ndcleo
comecando o processo de fusdo. Cistos (seta), nucleo (n) e mitocondrias (setas abertas);
Aumentos: a) 5000x; b-d) 6700x.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 2. Eletromicrografias dos testiculos E. meditabunda. a,b) Formacdo do complexo
mitocondrial; c,d) Divisdo do complexo em derivados mitocondriais e a formacdo do
axonema; e,f) Derivados mitocondriais simétricos com estruturas paracristalinas em seu
interior e axonema 9+9+2. Ndcleo (n), complexo mitocondrial (cm), derivados
mitocondriais e axonema (setas). Aumentos: a) 14000x; b) 20000x; ¢) 80000x; d) 100000x.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 3. Eletromicrografias dos testiculos de E. meditabunda em cortes sequencias das
espermatides em diferenciacdo. a) Regido inicial da cabeca evidenciando os indmeros
microtubulos, o acrossomo e o nucleo pouco condensado; b,c) Regido mediana da cabega
evidenciando inimeros microtdbulos, uma pequena parte do acrossomo e o nucleo bem
condensado; d) Regido de transi¢do nucleo-flagelo onde é possivel se observar o inicio do
adjunto do centriolo e o final do nucleo; e) Regido flagelar onde se observa os derivados
mitocondriais e 0 axonema. Nucleo (n) acrossomo (a), microtubulos (asterisco), derivados
mitocondriais (dm). Aumentos: a) 67000x; b-e) 50000x.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 4. Eletromicrografias do testiculo de Loxa deducta. a,b) Cistos espermaticos
arredondados com espermatides em final de diferenciacédo; c) Espermatides de lobos
testiculares sem alteracfes se mostrando grandes e arredondadas; d) Espermatides do lobo
harlequin se mostrando menores e de formato irregular. Cistos espermaticos (setas), nlcleo
(n) e aglomerados de mitocdndrias (setas abertas). Aumentos: a) 5000x; b-d) 6700x.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 5. Eletromicrografias dos testiculos L. deducta. a,b) Formagdo do complexo
mitocondrial no polo basal do nucleo; c-e) Derivados mitocondriais com a presenca de
vesiculas citoplasmaticas em seu interior e a formagdo do axonema. Nucleo (n), complexo
mitocondrial (cm), derivados mitocondriais (dm) e axonema (setas). Aumentos: 10000X.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 6. Eletromicrografias dos testiculos L. deducta evidenciando dois tipos
morfolégicos de espermatozoides. a) Os dois tipos de morfologias encontradas nos
espermatozoides encontrados lado a lado; b-c) Detalhes dos dois tipos de espermatozoides;
Derivados mitocondriais (dm), estruturas paracristalinas (asterisco) axonema 9+9+2
(setas). Aumentos: a) 67000x; b) 80000x; c¢) 100000x.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 7. Eletromicrografias dos testiculos L. deducta mostrando cortes sequenciais de
espermatides no mesmo estagio de diferenciacdo. a-e) Cortes da regido inicial da cabeca
até a regido mediana onde é possivel se observar o acrossomo ao lado do nucleo em
condensacdo e microtubulos ao redor das estruturas; f-g) Regido final da cabeca onde €
possivel se observar o aparecimento do adjunto do centriolo; h-i) Zona de transigdo
cabeca-cauda onde € possivel se observar os derivados mitocondriais e a regido terminal do
nacleo; j-1) Regido da cauda do seu inicio até o fim onde resta somente o axonema. Nucleo
(n), acrossomo (a), microtubulos (ponta de seta), adjunto do centriolo (seta), derivados
mitocondriais (asterisco) e axonema (seta aberta). Aumentos: a-i) 40000x; j) 50000x; k-I)
67000x.

1

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 8. Eletromicrografias dos testiculos de Proxys albopunctulatus. a,b) Cistos
espermaticos arredondados com suas espermatides em uma mesma orientacdo e fase de
diferenciacéo. c) Espermatides dos lobos sem alteragdes evidenciando poucas mitocondrias
ao redor do ndcleo; d) Espermatide oriunda dos lobos com polimegalia onde se observa seu
grande tamanho e inimeras mitocondrias ao redor do nucleo, além de inimeras vesiculas
no citoplasma. Cistos (setas), nucleo (n) mitocondrias (setas abertas) e vesiculas
(asteriscos). Aumentos: a,b) 4000X; c,d) 6700X.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 9. Eletromicrografias do testiculo de P. albopunctulatus. a-d) Formacdo do
complexo mitocondrial e a perda de suas membranas interiores; e-f) Divisdo do complexo
mitocondrial em derivados mitocondriais e 0 aparecimento do axonema entre eles. Ndcleo
(n), complexo mitocondrial (cm) e derivados mitocondriais (dm). Aumentos: a,c) 14000X;
b,d) 20000X; e,f) 10000X.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 10. Eletromicrografias do testiculo de P. albopunctulatus. a) Axonema ligado ao
adjunto do centriolo e derivados em inicio de elongacdo em corte longitudinal; b) Corte
transversal da cauda evidenciando o axonema entre os dois derivados mitocondriais
simétricos. Derivados mitocondriais (dm), adjunto do centriolo (ac) e axonema (setas).
Aumentos: a) 20000X; b) 50000X.

Fonte: Elaborado pelo autor
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5 ARTIGO 4 - Alteracdes nucleares durante a espermiogénese de Loxa
deducta (Heteroptera: Pentatomidae) em lobos sem alteragdes e lobo
harlequin
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Resumo: Os polimorfismos em espermatozoides de insetos é um fenémeno comum, nos
Heteroptera da familia Pentatomidae que pode ser originado por polimegalia ou no lobo
harlequin. Com o objetivo de caracterizar ultraestruturalmente as modificacbes nucleares
durante a espermiogénese de individuos com a presenca de lobos sem alteracdes e lobo
harlequin, espécimes de Loxa deducta foram coletados e seus testiculos preparados para
analises em microscopio eletronico de transmissao (MET). Foi possivel verificar durante as
analises que em L. deducta a compactacdo da cromatina se deu de maneira muito
semelhante nas espermatides oriundas de lobos sem alterac6es e do harlequin, além de que
nas espermatides do lobo harlequin foram encontradas todas as estruturas que compdem a
cabeca dos espermatozoides. Podemos concluir entdo que a condensagdo da cromatina de
L. deducta é semelhante as varias espécies de insetos nas mais diferentes ordens, e que,
surpreendentemente, mesmo o lobo harlequin que sofre uma meiose atipica tem um
comportamento similar de condensacdo, sendo necessarios mais estudos para elucidar o

comportamento deste lobo durante a espermiogénese.

Palavras-chave: Cromatina; Polimorfismo; Lobo harlequin.

1 Introducéao

A classe Insecta exibe grande variedade de polimorfismos quando tratamos
de espermatozoides, podendo produzir espermatozoides nucleados e anucleados. Como
exemplo temos a ordem Lepdoptera e a subordem Heteroptera que produzem

espermatozoides que variam na morfologia e tamanho podendo ou ndo variar no
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complemento cromossomico (SILBERGLIED et al., 1984; SWALLOW; WILKINSON,
2002; ARAUJO et al., 2010). A familia Pentatomidae pode ser considerada peculiar dentro
da subordem Heteroptera, pois h& presenga de polimorfismos tanto na forma quanto na
ploidia dos espermatozoides.

A causa mais comum de polimorfismos de espermatozoides em
Pentatomidae é a polimegalia, porém este fendbmeno so altera o tamanho e morfologia dos
espermatozoides, sendo a sua ploidia mantida (BOWEN, 1922; SCHRADER;
LEUCHTENBERGER 1950; SWALLOW,; WILKINSON, 2002). O fendbmeno mais
intrigante para a producdo de espermatozoides polimérficos € o chamado lobo harlequin,
onde existe grande variacdo na ploidia dos espermatozoides, no entanto esse é um
fendbmeno raro e restrito a apenas as subfamilias Discocephalinae, Edessinae e
Pentatominae com somente 22 espécies descritas possuindo o fendbmeno (SWALLOW,
WILKINSON, 2002; REBAGLIATI et al., 2005; SOUZA et al., 2011).

Dentre estruturas que podem ser analisadas nesses espermatozoides
polimérficos podemos destacar o ndcleo ja& que este pode ou ndo estar presente
(SILBERGLIED et al., 1984). Durante a espermiogénese podemos destacar que o nucleo
sofre diversas transformac6es morfoldgicas se tornando mais fusiforme, além de mudancas
em sua cromatina que se torna gradualmente mais densa e compacta, sendo ambas as
transformagdes simultaneas (PHILLIPS, 1970; TOKUYASU, 1974; BAO; HAMU, 1993).

A espécie Loxa deducta pertencente a familia Pentatomidae apresenta
espermatozoides polimoérficos ja que possui sete lobos testiculares, sendo seis sem
alteracdes e um (o quinto) sendo o lobo harlequin (SOUZA et al., 2011). Portanto este
estudo tem como objetivo caracterizar ultraestruturalmente as transformacdes nucleares de
espermatozoides oriundos de lobos sem alteracoes e lobo harlequin da espécie L. deducta,
para verificar se ha alteracGes nos processos destas transformaces devido a variada ploidia

de espermatides oriundas do lobo harlequin comparado aos dos lobos sem alteracoes.

2 Material e Métodos

2.1 Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET)

Foram coletados 10 espécimes de Loxa deducta em Séo José do Rio Preto
(200 47' 13" S, 49° 21' 38" W) tiveram os testiculos extraidos e fixados em Karnovsky por
24 horas para a realizacdo do processamento para microscopia eletrénica de transmisséo,

os testiculos foram submetidos a duas lavagens em tampédo Millonig por cerca de 5
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minutos cada, em seguida, pos-fixacdo com Tetroxido de Osmio 1%: Millonig (1:3) por 2
horas em geladeira. O material foi lavado rapidamente em agua bidestilada e desidratado
em uma sequéncia de solu¢do com concentragdes crescentes de acetona (de 30 a 100%) por
15 minutos cada etapa. Apos esse processo o material foi incluido em resina Araldite 502
(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA). Os blocos obtidos foram cortados e
contrastados com acetato de uranila a 2% e citrato de chumbo 0,2 % em solucdo de
hidréxido de s6dio 1M. Apos esse pds-processamento os cortes foram analisados com o

auxilio do microscopio eletrénico de transmissao Jeol JEM- 100 CXII.

3 Resultados

3.1 Lobos sem alteracdes

Para a andlise do processo de compactacdo da cromatina, da espécie Loxa
deducta, durante a espermiogénese, 0s seus sete lobos testiculares foram analisados
separadamente, sendo o0s resultados para os lobos sem alteragcdes descritos a seguir.

Nestes lobos € possivel se observar com muitos detalhes a cromatina (Figura
1), onde se nota que esta € granular e com um grande volume no interior do nucleo (Figura
1a) e, posteriormente, passa, gradativamente, a forma filamentosa (Figura 1b-f). Esses
filamentos sdo inicialmente pequenos e com pouca espessura (Figura 1b,c), porém, com o
passar da espermiogénese os filamentos véo se tornando longos e muito espessos (Figura
1d-f).

Pdde ser visualizado durante este processo que o tamanho nuclear é
diminuido conforme a cromatina se torna filamentosa e compactada (Figura 1). Foi
visualizada, também, a formacdo de estruturas eletrondensas no envoltorio nuclear e o
posterior estrangulamento do ndcleo, além da grande presenca de microtibulos, todos
orientados para a mesma direcdo (Figura 1d-f). E possivel visualizar o acrossomo sempre
no polo anterior do nucleo durante o processo de compactacdo (Figura 1).

Nas fases seguintes de condensacdo foram observadas grandes regides
eletronlucidas no interior do nucleo junto da cromatina filamentosa e aglomerada (Figura
2a-d). Conforme o nucleo diminui, a condensacdo da cromatina aumenta, podendo se
observar grande quantidade de cromatina aglomerada em blocos (Figura 2e), que,
posteriormente, se torna uma massa cromatinica que vai preenchendo cada vez mais o

nucleo (Figura 2e-g) até este se tornar completamente condensado (Figura 2h).
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Nesta fase também é possivel se observar os microtubulos orientados em
uma mesma direcdo (Figura 2), porém nota-se que a quantidade de microtdbulos aparenta
ser bem maior nas fases finais do processo (Figura 2f-h), além de poder ser observada a

presenca do acrossomo sempre no polo anterior do nucleo (Figura 2).

3.2 Lobo harlequin

Nas analises ultraestruturais dos testiculos de L. deducta foi observado que
dos sete lobos da espécie somente o quinto possuia alteracdes, sendo esse o harlequin, e 0s
resultados para este lobo s&o descritos a seguir.

Neste lobo foi possivel observar o processo de condensacdo da cromatina
em que apds a divisdo meidtica irregular as espermatides comecam a apresentar uma
grande quantidade de cromatina finamente granular e uma profusdo de microtubulos
orientados para uma mesma direcdo ao redor do nucleo (Figura 3a). Esta cromatina vai se
tornando mais filamentosa com o passar da diferenciacdo das espermatides (Figura 3b,c).
Esses filamentos vdo se compactando mais e se tornando mais espessos a cada fase de
diferenciacdo (Figura 3d-i).

Outro fato interessante é que esta condensagdo ocorre simultaneamente por
toda a extensdo nuclear, ja que é possivel se observar a cromatina no mesmo estagio de
condensacdo em cortes na regido inicial (Figura 3a,b), mediana (Figura 3c) e terminal
(Figura 3d,e) do nucleo.

Concomitantemente a compactacdo da cromatina, podemos visualizar que
ha também, o estrangulamento do nucleo. Isto ocorre devido a uma estrutura eletrondensa
presente proximo ao envoltorio nuclear, onde essa parece exercer uma pressao lateral no
nucleo (Figura 3f-1), enquanto os microtibulos exercem forca nos polos anterior e posterior
do nucleo (Figura 3f-1). Observa-se, também, a diminuicdo do nucleo e o aumento da
compactacao da cromatina (Figura 3f-i) a partir desta estrutura (Figura 3j-1).

Na proxima etapa de condensacdo observou-se a cromatina constituida de
filamentos muito definidos e extremamente espessos (Figura 4) comegando a se unir para
formar o ndcleo completamente condensado e h4, ainda, uma grande quantidade de
microtUbulos ao redor do nucleo (Figura 4). Durante este processo foi possivel observar a
diminuicdo gradativa da cromatina filamentosa (Figura 4a-f) e a formacdo de grandes
massas de cromatina condensada a partir da regido mediana do nucleo (Figura 4g-m), de

maneira que ao final so se observa a cromatina completamente condensada (Figura 4n-p).
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Existe outro processo de estrangulamento nuclear nesta fase que parece
auxiliar na diminuigdo do tamanho do nudcleo e o processo de condensagdo da cromatina
em conjunto com os microtubulos ao redor do nucleo (Figura 4i-p).

O acrossomo também é visualizado sempre no polo anterior do nucleo tendo
uma forma achatada nos estagios iniciais de diferenciacdo (Figura 3) e, j& nos estagios

finais uma forma arredondada (Figura 4).

4 Discussao

Através das andlises ultraestruturais, realizadas em L. deducta, foi possivel
observar que a espécie possui sete lobos testiculares, sendo seis sem alteragdes e um, o
quinto, o harlequin, descrigéo essa que corrobora Souza et al. (2011).

A compactacao da cromatina nos dois tipos de lobos testiculares ocorrem de
maneira similar, onde primeiramente a cromatina se encontra de maneira fibrilar e
dispersa, em fases posteriores ja se encontra de maneira fibrilar densa, passando por um
estagio filamentoso pouco espesso e, posteriormente por um estagio filamentoso muito
espesso até, por fim, apresentar aglomerados ou blocos cromatinicos que irdo formar a
massa cromatinica completamente condensada. Este processo se da pela substituicdo
gradual das histonas nucleares por um tipo de proteina muito rica em arginina ou lisina
denominada protamina (KING, 1976; KASINSKY et al., 2011).

O processo de compactacdo da cromatina ocorrido nos dois tipos de lobos
de L. deducta se d& de maneira muito semelhante ao encontrado em varios insetos como
Musca domestica (GASNER Il1 et al., 1972) e Drosophila melanogaster (TOKUYASU,
1974) para a ordem Diptera, Locusta migratoria (SZOLLOSI, 1974) para ordem
Orthoptera, Coelomera lanio e Diabrotica speciosa (BAO; HAMU, 1993) para a ordem
Coleoptera, em Zootermopsis nevadensis (BACCETTI et al., 1981) para a ordem Isoptera,
Ceresa sp. e Tylozygres sp. (FAWCETT et al., 1971) da ordem Hemiptera, além de
Euchistus heros (FERNANDES et al., 2001) pertencente a familia Pentatomidae da
subordem Heteroptera.

Podemos observar nas espermatides dos dois tipos de lobos de L. deducta o
aparecimento de inimeros microtibulos que circundam o nucleo e o acrossomo, este
conjunto de microtdbulos é denominado manchete, cuja funcdo € o de auxiliar no
alongamento celular na espermiogénese (FAWCETT et al., 1971; TOKUYASU, 1974) e

pode ser encontrado nos mais diversos animais desde os mais variados insetos
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(SZOLLOSI, 1974; TOKUYASU, 1974; BACCETTI et al., 1981; BAO; HAMU, 1993;
FERNANDES et al., 2001) até porcos e carneiros (FAWCETT et al., 1971).

Outras estruturas que aparecem durante o processo de compactacdo Sao
estruturas eletrondensas promovendo o estrangulamento do nicleo. Estas estruturas foram
denominadas tiras nucleares por Tokuyasu (1974) em Diptera, e encontradas, também, por
Fawcett et al. (1971) em Hemiptera e Bao e Hamu (1993) em Coleoptera. No inicio do
processo de condensacdo, estas estruturas estdo associadas a cromatina densamente
compactada, podendo esta estrutura estar ligada a distribui¢cdo da cromatina no ndcleo que
estd sendo condensado (TOKUYASU, 1974).

Portanto podemos concluir que a condensacdo da cromatina de L. deducta
se da de maneira semelhante a vérias espécies de insetos nas mais diferentes ordens, e que,
surpreendentemente, mesmo o lobo harlequin que sofre uma meiose atipica tem um
comportamento similar de condensacdo, sendo necessarios mais estudos para elucidar o

comportamento deste lobo durante a espermiogénese.
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Figura 1. Eletromicrografias dos testiculos L. deducta evidenciando as transformagdes do
nucleo e a condensacdo da cromatina durante a espermiogénese de lobos sem alteracdes. a-
c) Formacdo de microtibulos ao redor do nucleo e a transformagdo da cromatina de
granular para filamentosa; d-f) Aparecimento de estruturas eletrondensas na membrana
nuclear e o estrangulamento do nucleo. Nucleo (n), acrossomo (a), microtibulos (asterisco)
e estrutura elétrondensa (setas abertas). Aumentos: 40000x.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 2. Eletromicrografias dos testiculos L. deducta evidenciando as transformagdes do
nucleo e a condensacdo da cromatina durante a espermiogénese de lobos sem alteragdes. a-
m) Cromatina filamentosa se compacta enquanto o nucleo reduz de tamanho com auxilio
dos microtubulos. Ndcleo (n), acrossomo (a), microtdbulos (asterisco). Aumentos: 40000x.
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Figura 3. Eletromicrografias dos testiculos Loxa deducta evidenciando as transformacdes
do nucleo e a condensagdo da cromatina durante a espermiogénese de lobo harlequin. a-e)
Comeco da condensacgdo da cromatina e achatamento do nucleo se da com a formacéo de
microtUbulos ao redor do nucleo; f-h) Formacéo de estruturas eletrondensas na membrana
nuclear provocando o estrangulamento do ndcleo; i-1) Maior condensagdo da cromatina a
partir da estrutura eletrondensa da membrana nuclear. Nucleo (n), acrossomo (a),
microtubulos (asterisco), adjunto do centriolo (setas) e estrutura elétrondensa (setas
abertas). Aumentos: 40000x.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 4. Eletromicrografias dos testiculos L. deducta evidenciando as transformagdes do
nucleo e a condensacdo da cromatina durante a espermiogénese de lobo harlequin. a-k)
Apos a primeira etapa de condensacdo a cromatina se torna mais densa e o nicleo se torna
menor com o auxilio dos microtubulos; I-p) Surgimento de novo estrangulamento nuclear e
a total compactacdo da cromatina. Nucleo (n), acrossomo (a), microtibulos (asterisco) e
estrutura elétrondensa (setas abertas). Aumentos: 40000x.

Fonte: Elaborado pelo autor
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6 DISCUSSAO GERAL

As espécies Edessa meditabunda, Loxa deducta, Proxys albopunctulatus e
Antiteuchus tripterus tiveram seus testiculos analisados ultraestruturalmente, no presente
trabalho, onde foi observado que E. meditabunda apresenta quatro lobos testiculares sem
nenhuma alteracdo corroborando o encontrado por Rebagliati et al. (2003) e Souza et al.
(2011), L. deducta apresentou sete lobos testiculares sendo o quinto o harlequin e P.
albopunctulatus com seis lobos apresentando polimegalia no 4 e 6 corroborando, assim,
com Souza et al. (2011), j& em A. tripterus foi possivel comprovar estruturalmente as
caracteristicas analisadas citogeneticamente, como o fato da espécie possuir seis lobos
testiculares, sendo trés sem alteragdes (lobos 1-3), dois com polimegalia (lobos 4 e 6,
sendo o 6 interno ao 5) e um lobo harlequin (lobo 5) (SOUZA et al., 2007).

Os testiculos destas espécies apresentam-se revestidos por uma bainha
peritoneal, sendo formada de células epiteliais e uma membrana ndo celular de coloracdo
avermelhada, recobrindo essas células, denominada tunica propria (RODRIGUES et al.,
2008; ELELIMY et al., 2017). Os lobos séo divididos entre si por uma camada de tecido
conjuntivo como verificado também para a espécie Euchistus heros (Pentatomidae) por
Souza et al (2010) e Aguiar et al (2017), camada esta também referida como septo em
Martarega bentoi (Notonectidae) por Novais et al (2017).

As espécies estudadas apresentaram espermatogénese cistica, caracteristica,
esta, encontrada, também, por Phillips (1970), Dumser (1980) e Dallai (2014) em vérias
ordens de insetos, Nelsen (1931) em Melanoplus differentialis (Orthoptera) e
Quagio-Grassiotto e Lello (1996) em Dermatobia hominis (Diptera), sendo essa
caracteristica padrdo para a classe Insecta (DALLAI, 2014).

As espécies A. tripterus e P. albopunctulatus apresentaram os lobos 4 e 6
com polimegalia, sendo este fendmeno encontrado em grande parte da familia
Pentatomidae estando ausente apenas nas subfamilias Asopinae e Acanthosomatinae
(SOUZA et al., 2010). Ja as espécies A. tripterus e L. deducta apresentaram o lobo 5 como
harlequin, sendo este fendmeno com distribuicdo mais restrita, sendo que nesta familia,
ocorre somente nas subfamilias Discocephalinae, Edessinae e Pentatominae, dentre as oito
subfamilias de Pentatomidae, a apresentarem este tipo de lobo, totalizando 22 espécies
descritas, até o momento (REBAGLIATI et al., 2005; SOUZA et al., 2007, 2010).

Ao analisar ultraestruturalmente a espermiogénese das quatro espécies
estudadas foi possivel observar que a formacdo da cauda do espermatozoide ocorre de

maneira padrdo para os insetos como descrito por Phillips (1970) e Dallai (2014) para
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diversas ordens de insetos e Pratt (1970) e Mercati et al. (2009) especificamente para a
subordem Heteroptera. A conformacdo do axonema de 9+9+2 é considerada uma
sinapomorfia da classe Insecta, enquanto as duas pontes que ligam os derivados ao
axonema séo consideradas sinapomorfias para a subordem Heteroptera (DALLAI, 2014).

Devido ao fato de ndo possuir alteracdes nos lobos E. meditabunda
apresentou apenas um tipo de espermatozoide, resultados semelhantes aos encontrados
para outras espécies de Pentatomidae como Thynacanta marginata e Supputius cincticeps
por Aradjo et al. (2011). Ja L. deducta que possui o lobo harlequin apresentou dois tipos de
espermatozoides, sendo este resultado semelhante a de outros Pentatomidae estudados
(SCHRADER; LEUCHTENBERGER, 1950; SWALLOW,; WILKINSON, 2002; SOUZA
et al., 2007; ARAUJO et al., 2011). Conseguimos, também, observar na espécie A.
tripterus, devido ao fato de possuir os lobos normais, com polimegalia e harlequin, trés
tipos de espermatozoides. Espermatozoides polimérficos foram encontrados por Araujo et
al (2011) nas espécies Podisus nigrispinus, P. distinctus e Brontocoris tabidus
(Pentatomidae), Aguiar et al (2017) descreveu na espécie E. heros (Pentatomidae), Araujo
et al (2012) na Largus rufipennis (Largidae) e Baffa et al. (2017) em cinco espécies do
complexo Triatoma brasileinsis (Reduviidae).

Através das analises ultraestruturais, realizadas em L. deducta e A. tripterus,
a compactacdo da cromatina nos tipos de lobos testiculares e que essa compactagdo ocorre
de maneira similar nesses lobos, onde primeiramente a cromatina se encontra de maneira
fibrilar e dispersa, em fases posteriores ja se encontra de maneira fibrilar densa, passando
por um estagio filamentoso pouco espesso e, posteriormente por um estagio filamentoso
muito espesso até, por fim, apresentar aglomerados ou blocos cromatinicos que irdo formar
a massa cromatinica completamente condensada. Este processo se da pela substituicdo
gradual das histonas nucleares por um tipo de proteina muito rica em arginina ou lisina
denominada protamina (KING, 1976; KASINSKY et al., 2011).

O processo de compactacdo da cromatina ocorrido nos dois tipos de lobos
de L. deducta e nos trés de A. tripterus se da de maneira muito semelhante ao encontrado
em varios insetos como Musca domestica (GASNER III et al., 1972) e Drosophila
melanogaster (TOKUYASU, 1974) para a ordem Diptera, Locusta migratoria
(SZOLLOSI, 1974) para ordem Orthoptera, Coelomera lanio e Diabrotica speciosa (BAO;
HAMU, 1993) para a ordem Coleoptera, em Zootermopsis nevadensis (BACCETTI et al.,
1981) para a ordem lIsoptera, Ceresa sp. e Tylozygres sp. (FAWCETT et al., 1971) da
ordem Hemiptera, além de Euchistus heros (FERNANDES et al., 2001) pertencente a
familia Pentatomidae da subordem Heteroptera.
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Podemos observar nas espermatides de todos os tipos de lobos das espécies
estudadas o aparecimento de inimeros microtubulos que circundam o nicleo e o
acrossomo, este conjunto de microtdbulos é denominado manchete, cuja funcdo é o de
auxiliar no alongamento celular na espermiogénese (FAWCETT et al., 1971;
TOKUYASU, 1974) e pode ser encontrado nos mais diversos animais desde os mais
variados insetos (SZOLLOSI, 1974; TOKUYASU, 1974; BACCETTI et al., 1981; BAO;
HAMU, 1993; FERNANDES et al., 2001) até porcos e carneiros (FAWCETT et al., 1971).

Outras estruturas que aparecem durante o processo de compactagdo sdo
estruturas eletrondensas promovendo o estrangulamento do nucleo. Estas estruturas foram
denominadas tiras nucleares por Tokuyasu (1974) em Diptera, e encontradas, também, por
Fawcett et al. (1971) em Hemiptera e Bao e Hamu (1993) em Coleoptera. No inicio do
processo de condensacdo, estas estruturas estdo associadas a cromatina densamente
compactada, podendo esta estrutura estar ligada a distribuicdo da cromatina no nucleo que
esta sendo condensado (TOKUYASU, 1974).

Uma caracteristica interessante observada no lobo harlequin é que os
nucleos em condensacdo apresentam formas aberrantes durante o processo, porém ao final
deste processo o nucleo se apresenta semelhante aos dos outros tipos de lobos, sendo essas
caracteristicas ainda ndo descritas na literatura.

Podemos concluir, portanto, que nas espécies A. tripterus e L. deducta, os
seus diferentes lobos testiculares produzem diferentes tipos de espermatozoides, sendo que
estes apresentam todas as estruturas necessarias para serem funcionais e que estes diferem
morfologicamente entre si. E sabido que somente um dos tipos de espermatozoides sera
fecundante, sendo necessarios estudos mais profundos para determinar qual deles e qual a
funcdo exercida pelos outros tipos. Ja a condensacdo da cromatina de L. deducta e A.
tripterus se da de maneira semelhante a varias espécies de insetos nas mais diferentes
ordens, e que, surpreendentemente, mesmo o lobo harlequin que sofre uma meiose atipica
tem um comportamento similar de condensacdo, sendo necessarios mais estudos para

elucidar o comportamento deste lobo durante a espermiogénese.
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CONCLUSOES

As anélises ultraestruturais da espermatogénese de Antiteuchus tripterus,

Edessa meditabunda, Loxa deducta e Proxys albopunctulatus permitiram concluir que:

As mitocondrias se agrupam formando um complexo mitocondrial, que
posteriormente se divide em dois derivados mitocondriais que se dispdem
bilateralmente ao axonema;

Os derivados mitocondriais sdo simeétricos entre si;

Os derivados apresentam pelo menos duas estruturas paracristalinas em seu interior;
O axonema encontrado é de padrdo 9+9+2;

A cromatina se condensa passando de um estagio granular para um estagio
filamentoso que se une em grandes blocos que posteriormente ocupam todo o
ndcleo;

O nacleo diminui de tamanho com o auxilio da manchete de microtdbulos que se
origina ao seu redor e das tiras nucleares;

Espécies que possuem alteracBes testiculares originam mais de um tipo de
espermatozoides;

Existem diferencas morfoldgicas nos derivados mitocéndrias entre as espécies
estudadas e até mesmo na mesma espécie caso essa tenha alteracdes testiculares;

A formacéo da cauda se da de maneira semelhante em todas as espécies estudadas
independente da presenca de alteragdes testiculares;

A compactacdo da cromatina ocorre similarmente em todos os tipos de lobos.
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