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I. INTRODUCAO

Os Heteroptera, também conhecidos como percevejos
verdadeiros, constituem o maior e mais diverso grupo de insetos com
metamorfose incompleta. Eles sdo geralmente tratados como uma subordem dos
Hemiptera e a maioria das familias ocorrem em todos os continentes (exceto
Antartica) e algumas ilhas. A sua antiga existéncia e, aparente adaptabilidade tem
resultado sob o ponto de vista evolutivo, em extrema diversidade estrutural e
biolégica (SCHUH; SLATER, 1995).

Nenhum outro grupo de insetos possui tamanha diversidade com
relacdo ao habitat, como os Heteroptera. Eles vivem como parasitas de passaros e
mamiferos, alimentam-se de todas as partes das plantas e de fungos, capturam
outros artropodes, vivem nas teias de aranhas, na dgua ou na sua superficie, com
poucas espécies ocupando os oceanos. Eles podem ser fitéfagos, predadores ou
hematofagos (SCHUH; SLATER, 1995).

Pelo fato da maioria dos Heteroptera serem fitéfagos, eles podem
afetar diretamente os humanos, pois podem causar grandes danos as produgdes,
por exemplo, de graos que sao utilizados para consumo ou remédio, podem afetar
a cadeia alimentar, ou mesmo transmitir algumas doencas as plantas. A
importancia econdmica de varios Heteroptera também envolve muitas espécies
que sdo benéficas, pois consomem insetos destrutivos de varias plantas. Algumas
espécies sao ectoparasitas de humanos e animais domésticos € poucos transmitem
sérias doencgas aos humanos, como por exemplo, a doenga de Chagas (SCHUH;
SLATER, 1995).

Esses percevejos verdadeiros possuem, aproximadamente, 80
familias:  Acanthosomatidae, Aenictopecheidae, Aepophilidae, Alydidae,
Anthocoridae, Aphelocheiridae, Aphylidae, Aradidae, Belostomatidae, Berytidae,
Canopidae, Ceratocombidae, Cimicidae, Colobathristidae, Coreidae, Corixidae,
Cydnidae, Dinidoridae, Dipsocoridae, Enicocephalidae, Gelastocoridae, Gerridae,
Hebridae, Helotrephidae, Hermatobatidae, Hydrometridae, Hyocephalidae,
Hypsipterygidae,  Idiostolidae,  Joppeicidae,  Largidae,  Lasiochilidae,
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Leptopodidae, Leptosaldinae, Lestoniidae, Lyctocoridae, Lygaeidae, Malcidae,
Macroveliidae, Medocostidae, Megarididae, Mesoveliidae, Microphysidae,
Miridae, Nabidae, Naucoridae, Nepidae, Notonectidae, Ochteridae, Omanidae,
Pachynomidae, Paraphynoveliidae, Pentatomidae, Phloeidae, Piesmatidae,
Plataspidae, Pleidae, Plokiophilidae, Polyctenidae, Potamocoridae, Pyrrhocoridae,
Reduviidae, Rhopalidae, Saldidae, Schizopteridae, Scutelleridae, Stenocephalidae,
Termitaphididae, Tessaratomidae, Thaumastellidae, Thaumastocoridae, Tingidae,
Urostylidae, Veliidae e Velocipedidae. Dentre essas, as familias Aphelocheiridae,
Corixidae, Gerridae, Hebridae, Hydrometridae, Mesoveliidae, Naucoridae,
Nepidae, Notonectidae, Pleidae e Veliidae, sdo as representantes aquaticas.

Heteroptera aquaticos pertencentes a familia Gerridae, sio
conhecidos como animais de passadas largas, pois movimentam-se sobre a agua
usando simultaneamente as pernas medianas e posteriores. Vivem na superficie
das lagoas, de corregos lentos, de pantanos, e de outras dguas paradas. Podem
mover-se muito rapidamente, até 1,5 m/s, na superficie da d4gua. O comprimento
do corpo ¢ bastante varidvel, de 1,6 a 36 mm. Possuem pernas longas ¢ o corpo é
muito préximo do arredondado. Apresentam dieta insetivora, alimentando-se de
pequenos insetos que eventualmente caem sobre a agua. Seus ovos sdo
depositados sobre objetos flutuantes (BORROR; DELONG, 1988). Os insetos da
familia Notonectidae, sio comumente conhecidos como nadadores de costas, por
nadarem ou sairem em disparada sobre suas costas. Além disso, eles sdo
caracterizados por possuirem pernas posteriores adaptadas para a natacdo. As
espécies da familia Veliidae, sdo pequenos, gregarios, predadores e, também,
vivem na superficie de 4guas calmas (UESHIMA, 1979).

Os Heteroptera possuem cromossomos holocéntricos, isto €, ndo
apresentam centromero localizado, suas células meidticas ndo possuem estrutura
cinetocoricas dispersa ao longo do cromossomo (BUCK, 1967; COMINGS;
OKADA, 1972; MOTZKO; RUTHMAN, 1984; RUFAS; GIMENEZ-MARTIN,
1986; WOLF, 1996). A atividade cinética € restrita aos finais dos cromossomos,
ou seja, nas regides teloméricas. Esses cromossomos sdo denominados

telocinéticos, (MOTZKO; RUTHMAN, 1984; SCHRADER, 1935, 1940;
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HUGHES-SCHRADER; SCHRADER, 1961; GONZALEZ-GARCIA et al,
1996) e, sendo assim, a terminaliza¢do dos quiasmas € presumido ocorrer (JOHN;
KING, 1985). Porém ha trabalhos que discutam esse assunto (JONES, 1987;
SOLARI; AGOPIAN, 1987). Nesse grupo de cromossomos, a primeira divisdo
meidtica € reducional para os autossomos € equacional para 0s cromossomos
sexuais.

Nas células mitoticas dos cromossomos holocéntricos, o0s
microtubulos ligam-se em toda a extensdo das cromatides-irmas e na anafase elas
migram paralelamente e perpendicularmente aos polos. Ultraestruturamente, as
placas cinetocdricas foram observadas cobrindo quase toda a superficie dos
cromossomos mitdticos holocéntricos (BUCK, 1967; COMINGS; OKADA,
1972).

Devido ao fato dos Heteroptera possuirem cromossomos
holocéntricos, os fragmentos cromossdmicos produzidos por radia¢do, por
exemplo, sdo capazes de se fragmentar (HUGHES-SCHRADER; SCHRADER,
1961). Os fragmentos originados naturalmente também podem migrar
regularmente para os pdlos durante a anafase e sobreviver por muitas geracdes
celulares. Fragmentacdo pode, portanto, levar facilmente ao aumento no niimero
de cromossomos (JACOBS, 2004).

Os Heteroptera possuem, além dos autossomos, 0s Cromossomos
sexuais (sistemas simples ou multiplos), os m-cromossomos, os univalentes e 0s
cromossomos B. O comportamento meiotico desses cromossomos sdo altamente
diferentes (UESHIMA, 1979, MANNA, 1984; PAPESCHI, MOLA, 1990;
GONZALEZ-GARCIA et al., 1996; SUJA et al., 2000). Como regra, autossomos
bivalentes sdo quiasmaticos, exceto para poucas espécies das familias Saldidae
(NOKKALA; NOKKALA, 1983); Nabidae (NOKKALA; NOKKALA, 1984a);
Miridae (NOKKALA; NOKKALA, 1986a); Anthocoridae (NOKKALA;
NOKKALA, 1986b) e Microphysidae (NOKKALA; GROZEVA, 2000) e os
bivalentes em forma de bastdo orientam-se axialmente e segregam-se pré-
reducionalmente. Por outro lado, os cromossomos sexuais sdo aquiasmaticos e

comportam-se como univalentes na meiose dos machos. Eles dividem-se
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equacionalmente na andfase I e associam-se formando um pseudobivalente na
meiose II. Entretanto, as ocorréncias de pré-redugdo dos cromossomos sexuais foi
encontrada em poucas espécies da familia Tingidae (UESHIMA, 1979;
GROZEVA; NOKKALA, 2001). J& os m-cromossomos, pequeno par de
cromossomos, presentes em algumas familias, sdo também aquiasmaticos, mas
associam-se na primeira divisdo e segregam-se pré-reducionalmente (PAPESCHI
et al., 2003).

No sentido evolutivo, a meiose aquiasmatica em Heteroptera
pode ter origem em grupos ancestrais, assim algumas variagdes podem ter
ocorrido nas caracteristicas citoldgicas durante a evolugdo. O mais comum ¢ a
meiose semelhante a encontrada em Mycrophysidae, caracterizada por
alinhamento lado a lado dos cromossomos homdélogos, durante a profase meiotica,
arranjo ndo radial dos bivalentes na placa metafésica I e pareamento “touch-and-
go” dos cromossomos X € Y no centro da placa metafasica II formando um
pseudobivalente. Este tipo de meiose foi encontrado em Anthocoridae
(NOKKALA; NOKKALA, 1986b) e Saldidae (NOKKALA; NOKKALA, 1983).
A meiose em Nabidae difere ligeiramente, mas distintamente mostrando
pareamento distante em vez de “touch-and-go” dos cromossomos X e¢ Y na placa
metafasica II (NOKKALA; NOKKALA, 1984a). O terceiro tipo de meiose difere
dos outros, pois os cromossomos homologos neste tipo de meiose nio sio
fisicamente alinhados ao longo do comprimento inteiro durante a préfase, mas
apresentam-se fisicamente associados em um ou dois sitios vias “collochores”.
Meiose deste tipo foi descrita em Miridae, mas provavelmente pode ser
encontrada, também, em Cimicidae (NOKKALA; NOKKALA, 1986a). Estas
caracteristicas citogenéticas fornecem uma ferramenta vantajosa para explorar as
relagdes evolutivas de taxa afins na infra-ordem Cimecomorpha.

Os cromossomos B sdo supranumerarios ou membros adicionais
de um grupo cromossdmico, ndo essencial para a célula ou individuo, mas,
possivelmente prejudicial, pelo menos se presente em grande numero. Eles sdo
reconhecidos como tais porque aparecem em alguns individuos, em algumas

populagdes, de uma determinada espécie causando polimorfismo cromossomico.
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Cromossomos B foram encontrados em inimeras espécies de plantas e animais
em uma diversidade de grupos. Eles formam um grupo altamente heterogéneo,
pois podem apresentar diferentes tamanhos e variar grandemente na quantidade de
heterocromatina e estabilidade mitdtica. Varios autores consideram os
cromossomos B como parasitas ou egoistas (NOKKALA; NOKKALA, 2004).

Um outro tipo de cromossomo encontrado no genoma de
Heteroptera ¢ o m-cromossomo (microcromossomo), como ja mencionado
anteriormente. Wilson (1905) introduziu o termo m-cromossomo para descrever o
pequeno par de cromossomos em Hemiptera com comportamento diferente dos
autossomos e dos cromossomos sexuais durante a meiose. Em Heteroptera foram
primeiramente descritos nos Coreidae por Paulmier (1899). Subsequentemente
foram encontradas em outras espécies das infra-ordens Nepomorpha,
Leptopodomorpha e Pentatomomorpha (UESHIMA, 1979; GROZEVA;
KUZNETSOVA, 1989).

Os m-cromossomos geralmente ndo estdo pareados durante o
inicio da préfase meiotica I, mas na diacinese eles se pareiam. Na metafase I eles
estdo sempre associados formando o pareamento “end-to-end” ou “touch-and-go”
como um pseudobivalente com segregacdo reducional na anafase I. Na metafase |
0S Cromossomos autossomos arranjam-se em circulo e o m-pseudobivalente
localiza-se no centro e o cromossomo X, geralmente, encontra-se fora do circulo
formado pelos autossomos. Os m-cromossomos segregam-se equacionalmente na
segunda divisdo meiotica, assemelhando-se aos bivalentes autossémicos
(BRESSA etal., 2001).

Com relagdo aos cromossomos univalentes, todos os autossomos
podem apresentar essa caracteristica. No paquiteno tardio sd@o observados como
cromossomos ndo pareados ou segmentos ndo parecados. No diploteno os
univalentes sdo encontrados separados e eles continuam separados ate o final da
profase. Na metafase I os dois univalentes localizam-se no centro do anel dos
autossomos bivalentes e dividem equacionalmente na anafase I. Na metafase 11

associam-se em um pseudobivalente, o qual geralmente localiza-se no centro do
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anel bivalente. Na anafase II o pseudobivalente divide-se reducionalmente
(MOLA; PAPESCHI, 1993).

A presenca de autossomos univalentes pode ser devido a falha na
formagdo primdria do complexo sinaptonémico no zigéteno (assinapse) ou falha
na formagdo de quiasma seguido de sinapse normal (disinapse) (BRESSA et al.,
2001). Segundo Nokkala (1986a,b) aparentemente, a ocorréncia de univalentes €
devido a falha na formagdo de “collochores” entre os cromossomos homologos.

Os cromossomos univalentes podem originar-se nas espécies por
uma variedade de causas, tais como, genotipicas ou ambientais, contudo, ndo se
sabe qual ¢ a principal. Em geral, esta é a dificuldade para estabelecer se os
univalentes observados na metéafase I resultam de uma assinapse ou disinapse no
inicio da préfase I (RILEY; LAW, 1965; PAPESCHI; MOLA, 1990; BRESSA et
al., 2002).

Os Heteroptera apresentam algumas particularidades com relacéo
ao comportamento meidtico. No leptoteno-zigbteno o cromossomo X &
positivamente heteropicnotico e localiza-se na periferia do nicleo. No zigdteno e
paquiteno, os cromossomos estdo emaranhados. Apos o diploteno, as células
aumentam de tamanho e o nucleo assemelha-se com o estdgio interfasico, sendo
denominado de estagio “difuso”. Na metafase I o cromossomo X localiza-se no
centro do anel formado pelos autossomos bivalentes. Na anafase I os autossomos
bivalentes dividem-se reducionalmente enquanto o cromossomo X divide-se
equacionalmente. A segunda divisdo segue-se diretamente apds a telofase I, sem
os estdgios restantes. Na metafase Il os autossomos dispdem-se no plano
equatorial formando uma configuracdo em anel, com o cromossomo X no centro
(BRESSA et al., 2002).

O namero de autossomos em Heteroptera varia de quatro
(Belostomatidae) a 80 (Miridae), mas estes nimeros nio sdo tipicos para a
subordem (UESHIMA, 1979). E dificil de dizer qual é o nimero cromossdmico
modal para a subordem inteira, pois todas as infra-ordens (Cimicomorpha,

Dipsocoromorpha, Enicocephalomorpha, Gerromorpha, Leptopodomorpha,
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Nepomorpha, Pentatomorpha) dentro dos Heteroptera foram estudadas
citogeneticamente na mesma extensdo (GROZEVA; NOKKALA, 1996).

Com relagdo aos sistemas cromossémicos do sexo ha o simples,
XY/XX (74,7% das espécies) e X0/XX (14,8%), e o multiplo (originados por
fragmentacdo do cromossomo X e, menos frequentemente, do cromossomo Y,
Xn0/XnXn, XnY/XnXn e XYn/XX, 10,3%) (UESHIMA, 1979; MANNA, 1984).
H4, ainda, um sistema particular neo-XY, 0,2%(CHICKERING; BACORN, 1933;
SCHRADER, 1940; JANDE, 1959).

A familia Gerridae ¢ caracterizada por possuir sistema
cromossomico do sexo X0, disposi¢do cromossdmica em anel na metafase
meidtica e auséncia de m-cromossomos. Apresentam, ainda, cromossomos
holocéntricos, divisdo pré-reducional dos autossomos e pos-reducional dos
cromossomos sexuais. O nimero cromossdmico modal é de 2n= 21 (20A + XO0)
ou 2n= 23 (22A + X0) cromossomos (UESHIMA, 1979).

Segundo Ueshima (1979) somente 12 espécies e 2 géneros
pertencentes a familia Notonectidae, foram analisadas citogeneticamente. O
género Anisops (Anisopinae) ¢é caracterizado por apresentar sistema
cromossdmico do sexo X;X,0, um par de m-cromossomos ¢ numero diploide (2n)
de cromossomos de 26 para o macho e 28 para a fémea. Espécies do género
Notonecta (Notonectidae) analisadas possuem sistema cromossdmico do sexo X0
ou XY e 2n=24 (20A +2m + XY) ou 2n= 26 (22A + 2m + XY') cromossomos.

As espécies da familia Veliidae, Hebrovelia sp. e Microvelia
reticulata, apresentam 2n= 21 (20A + X0) cromossomos (COBBEN, 1968), ¢ as
espécies Velia currens (POISSON, 1936) e V. sp. (UESHIMA, 1979) apresentam
2n= 25 (24A + XO0) cromossomos. Enquanto todas as espécies tém sistema
cromossdmico do sexo X0, Takenouchi € Muramoto (1971) relataram o sistema
cromossdmico do sexo XY para Microvelia douglasi, contudo novos estudos
deverdo ser realizados para confirma¢ao (UESHIMA, 1979).

Uma das mais importantes questdes relacionadas a evolugdo
cariotipica em Heteroptera ¢ o problema dos diferentes sistemas cromossdmicos

do sexo. A questdo basica relacionado a evolug@o dos sistemas cromossdmicos do
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sexo em Heteroptera ¢ a duvida de qual sistema € o ancestral, X0 ou XY. O
sistema mais comum em Heteroptera ¢ o XY, mas a0 mesmo tempo o taxa mais
primitivo em Heteroptera tem, principalmente, o sistema X0 (UESHIMA, 1979).
O sistema X0 ¢ mais comum em insetos das ordens primitivas Odonata,
Orthoptera e Psocoptera (WHITE, 1973). Este sistema prevalece, também, na
ordem Homoptera juntamente com Heteroptera (HALKKA, 1959; KIRILLOVA,
1986, 1987). Segundo Ueshima (1979) acredita-se que o sistema XY evoluiu do
sistema X0, em Heteroptera, mas ele reconhece que a informacao disponivel € rica
nas espécies avancadas e muito pobre, nos tdxons primitivos (GROZEVA;
NOKKALA, 1996).

Uma proposta alternativa foi feita por Nokkala (1983) com base
na descoberta de um cromossomo Y em uma espécie de Saldula (Saldidae)
pertencendo a um dos mais primitivos taxa de Heteroptera. Nokkala e Nokkala
(1984b) observando espécies de Tingidae verificaram que Dictyonota tricornis
ndo possui cromossomo Y (X0) e isto seria um indicativo de que houve perda
deste cromossomo. Portanto, a perda deste cromossomo, em D. tricornis, deve ter
ocorrido posteriormente, pois outras espécies de Dictyonota (D. fuliginosa)
possuem este cromossomo.

Enquanto a presenca do sistema neo-XY € uma caracteristica
comum em outros insetos com cromossomos holocéntricos tais como Odonata
(MOLA; PAPESCHI, 1993), em Heteroptera, esta quase que ausente. Até a ultima
revisdo em 2003 realizada por Papeschi et al., o sistema neo-XY foi observado
somente em Lethocerus (Belostomatidae) (CHICKERING; BACORN, 1933;
JANDE, 1959), Rhytidolomia senilis (Pentatomidac) (SCHRADER, 1940),
Dysdercus albofasciatus (Pyrrhocoridae) (BRESSA et al., 1999) e Cacopsylla
peregrina (Frst) (Psylloidea, Homoptera) (NOKKALA et al.,, 2003). Em
Belostomatidae e Pentatomidae foi sugerido que a fusdo de ambos os
cromossomos, X e Y, ancestrais com um par de autossomos tenha ocorrido
originando um sistema particular neo-XY (BRESSA et al., 1999). O trabalho de
Bressa et al. (1999) corrobora a hipotese de Ueshima (1979), assim o sistema neo-

XY teria evoluido do sistema X0 ancestral (BRESSA et al., 1999).
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Segundo Nokkala et al. (2003), o sistema neo-XY teria derivado
do sistema X0 por fusdo do cromossomo X com um autossomo, resultando no
cromossomo neo-X e o homologo € transformado em cromossomo neo-Y. A
presenca do sistema neo-XY foi revelada pela presenga de um cromossomo sexual
bivalente, quiasma heteromoérfico na meiose de machos e uma diminui¢cdo no
nimero de autossomos no caridtipo. Estas caracteristicas sdo também tipicas para
sistema neo-XY em Psylloidea com somente poucas excegdes.

Além de todas as caracteristicas anteriormente mencionadas, os
Heteroptera aquaticos sdo, ainda, muito importantes economicamente, pois podem
ser utilizados para bio-monitorar a poluicio do ar por metais pesados
(STEINNES, 1989). Muitos invertebrados aquaticos podem acumular cadmio e
outros metais pesados, pois eles sdo relativamente insensiveis a estas substancias
(SPEHAR et al., 1978). Apesar da importancia destes organismos, eles sdo pouco
utilizados como bioindicadores, pois ndo sdo coletados em grandes quantidades e
ha necessidade de taxonomistas bastante experientes (NUMMELIN et al., 1998).
Entretanto, ha outras vantagens como, por exemplo, a de que apesar de possuirem
asas, ndo se dispersam por longas distancias (FAIRBAIRN, 1986). Segundo
Nummelin et al. (1998) parece que ha uma tendéncia das fémeas possuirem uma
maior quantidade de metais pesados do que os machos, o que ¢ justificado pela
maior necessidade de energia pelas fémeas para a produgdo de ovos.

Uma estrutura que vem sendo bastante estudada pelos
citogeneticistas ¢ o comportamento nucleolar durante as divisdes mitdticas ou
meidticas. Sabe-se que o tamanho do nucléolo esta relacionado com a atividade
biossintética da célula, portanto, o seu tamanho, a sua quantidade e a presenca de
corpos pré-nucleolares dependem das caracteristicas funcionais das células e
podem refletir, entdo, em diferengas metabdlicas e funcionais (TAVARES;
AZEREDO-OLIVEIRA, 1997; SOUZA et al., 2007a, b). A persisténcia do
nucléolo e dos corpos pré-nucleolares observados através da meiose de Dysdercus
imitator (BRESSA et al., 2003) pode entdo estar relacionado com a intensa

atividade sintética a fim de produzir RNAr necessario para a espermatogénese.
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Entretanto, a possibilidade que a alta taxa de transcricdo de RNAr possa estar
relacionado a outros fatores ndo pode ser descartado (BRESSA et al., 2003).

Na maioria das espécies de artropodos, os nucléolos dissociam-se
no dipldteno ou diacinese. Portanto, os corptisculos impregnados pela técnica Ag-
NOR, especifica para proteinas associadas ao RNAr, ndo sdo visiveis da metafase
a telofase 1. Essas marcacdes va@o reaparecer no inicio da formagdo das
espermatides, indicando o reinicio das fung¢des transcricionais de RNA ribossomal
e, finalmente, desaparecem no final da formacdo das espermatides (BRESSA et
al., 2003). Entretanto, a literatura relata algumas excecdes. Em Asellus aquaticus
(Isopoda), os corptisculos Ag-NOR foram visualizados durante todo o processo de
espermatogénese (DI CASTRO et al., 1983). Em Callicrania seoanei
(Orthoptera), as RONs foram observadas da intercinese até a pré-metafase II
(SANTOS et al., 1987) e em Triatoma infestans e T. sordida (Heteroptera,
Reduviidae), as marcagdes Ag-NOR estavam presentes até a metafase I
(TAVARES; AZEREDO-OLIVEIRA, 1997). Finalmente em Carlisis wahlbergi
(Heteroptera, Coreidae) a semi-persisténcia nucleolar (presenca de corptisculos
nucleolares durante as metafases) foi observada até¢ a metafase II (FOSSEY;
LIEBENBERG, 1995), enquanto em Acanthocoris sordidus (Heteroptera,
Coreidae) e Coptosoma punctissimum (Heteroptera, Plataspidae), os nucléolos
foram detectados nas placas metafasicas de espermatdcitos primarios e
secundarios (YOSHIDA, 1947).

A observacdo do material nucleolar durante a mitose de
diferentes organismos mostrou que as proteinas que o compdem comportam-se de
trés modos, quando os corpusculos nucleolares deixam de ser visiveis: um grupo
dessas proteinas permanece associado com as regides organizadoras nucleolares;
outro grupo se localiza na periferia dos cromossomos, onde permanece desde a
profase tardia até a telofase inicial e um terceiro grupo de proteinas e também
RNAs ficam uniformemente distribuidos no citoplasma entre a profase e a
telofase (OCHS et al.,, 1985; FAKAN; HERNANDEZ-VERDUN, 1986;
FISCHER et al.,, 1991; WACHTLER; STAHL, 1993; SCHWARZACHER;
WACHTLER, 1993; GONZALEZ-GARCIA et al., 1995; DUNDR et al., 1997).
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Denominam-se regides organizadoras nucleolares (RONs) as
regides cromossOmicas com as quais os nucléolos se associam e que sdo
responsaveis por sua formagdo. A RON ¢ o sitio do DNA ribossdmico, onde ¢
transcrito o RNAr (MCCLINTOCK, 1934; BROWN; GURDON, 1964; PERRY,
1965).

O numero e a localizacdo das RONs sdo conhecidos em poucas
espécies de Heteroptera, tendo sido determinados por diferentes técnicas
citogenéticas. Todas as espécies descritas apresentaram uma uUnica regiao
organizadora nucleolar (RON) localizada na posi¢do média ou subterminal de um
autossomo ou de um cromossomo sexual (CAMACHO et al., 1985; FOSSEY;
LIEBENBERG, 1995; GONZALEZ-GARCIA et al., 1996; PAPESCHLI;
BRESSA, 2002; PAPESCHI et al., 2003; CATTANI et al., 2004).

Em Belostomatidae, as RONs foram descritas nos telomeros dos
cromossomos sexuais X e Y, (Belostoma oxyurum e B. micantulum), ou na regido
telomérica de um autossomo (Belostoma elegans) (PAPESCHI; BRESSA, 2002).
Nos Coreidae, uma tnica RON estd presente na regido intersticial do maior
autossomo de Pachylis argentinus (PAPESCHI et al, 2003) ou na regido
telomérica de um autossomo em Carlisi wahlbergi (FOSSEY; LIEBENBERG,
1995) e Spartocera fusca (CATTANI; PAPESCHI, 2004). Nos Pentatomidae,
uma unica RON foi detectada na regido telomérica de um autossomo em Edessa
meditabunda (REBAGLIATI et al.,, 2003), na posicdo mediana do maior
autossomo em Nezara viridula (CAMACHO et al., 1985; PAPESCHI et al., 2003)
ou na regido telomérica do cromossomo X em Graphosoma italicum
(GONZALEZ-GARCIA et al., 1996).

Outro aspecto observado em Heteroptera ¢ a presenca do material
nucleolar na bainha pericromossdmica, nas metafases e anafases, de Antiteuchus
tripterus (Pentatomidae, Heteroptera) (SOUZA et al, 2007a). Esse tipo de
distribuicdo havia sido descrito somente para 0s cromossomos mitoticos em
plantas (SCHWARZACHER; WACHTLER, 1993; GONZALEZ-GARCIA et al.,
1995).
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I1. OBJETIVOS

Pelas caracteristicas anteriormente mencionadas de numero
variavel de cromossomos, poucos trabalhos relacionados com a citogenética
(comportamento meidtico e nucleolar), o objetivo geral, do presente projeto foi o
de ampliar conhecimentos do comportamento meidtico, que permitam melhor
conhecer a biologia dos Heteroptera aquaticos.

Os nossos objetivos especificos foram:

a) Analisar os testiculos com relacdo a morfologia e o numero de lobos das
espécies das familias Gerridae (Brachymetra albinerva, Cylindrostethus
palmaris, Halobatopsis platensis, Limnogonus aduncus), Veliidae (Rhagovelia
whitei, Rhagovelia sp.) e Notonectidae (Martarega sp.);

b) Analisar detalhadamente a espermatogénese (comportamento meidtico e
espermiogénese), através do esmagamento dos testiculos de machos adultos
corados com orceina lacto-acética;

¢) Analisar o comportamento nucleolar das espécies, durante a espermatogénese,
através da impregnacdo pelos ions prata;

d) Estabelecer parametros comparativos entre as espécies trabalhadas.



III. CAPITULOS
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Cromatina heteropicndtica e atividade nucleolar na meiose e espermiogénese
de Limnogonus aduncus (Heteroptera, Gerridae): uma NOR marcada
servindo como modelo para o estudo do comportamento cromossdomico

Marcia Maria Urbanin Castanhole, Luis Lénin Vicente Pereira, Hederson Vinicius
Souza, Hermione Elly Melara de Campos Bicudo, Luis Antdnio Alves Costa,
Mary Massumi Itoyama. UNESP - Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, IBILCE,
Departamento de Biologia, Laboratorio de Citogenética e Molecular de Insetos,
Rua Cristovao Colombo, 2265, Jardim Nazarcth, CEP: 15054-000, Sao José do
Rio Preto, SP, Brasil.

Resumo: Os machos de Limnogonus aduncus analisados no presente trabalho
apresentaram sistema cromossomico do sexo X0 e numero dipldide de
cromossomos 2n= 23 (22A + XO0). As observa¢des realizadas nas células
meioticas de L. aduncus, apos coloragdo com orceina lacto-acética e impregnagao
com ions prata mostraram as modificagdes que ocorrem, ao longo da meiose e da
espermiogénese, com relacdo a cromatina heteropicnotica e ao material nucleolar.
Foi possivel verificar também que essas estruturas ocorrem nas mesmas posigoes
nucleolares e podem ser vistas até quase ao final da espermiogénese. A
impregnacdo com nitrato de prata permitiu visualizar marcacdo indicativa da
regido organizadora nucleolar (RON), raramente observada nos Heteroptera. Na
espécie analisada a marcagdo ocorre em um s6 membro do par de autossomos. Foi
possivel, também, observar que, na anafase, a extremidade cromossdmica que
contém a RON marcada ¢ aquela através da qual o cromossomo ¢ puxado para o
polo. Embora os cromossomos dos Heteroptera sejam holocinéticos, a literatura
discute a possibilidade de que apenas uma ou ambas as extremidades apresentem
atividade cinética. Como essa questdo encontra-se, ainda, em aberto, esse ¢ mais
um dado para soluciond-lo. A seguir encontra-se o artigo na integra, publicado

pela revista Genetics and Molecular Research.
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Espermatogénese e impregnacido por ions prata em espécies da familia
Gerridae (Heteroptera)

Marcia Maria Urbanin Castanhole, Luis Lénin Vicente Pereira, Hederson Vinicius
Souza, Hermione Elly Melara de Campos Bicudo, Luis Antonio Alves Costa,
Mary Massumi Itoyama. UNESP - Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, IBILCE,
Departamento de Biologia, Laboratorio de Citogenética e Molecular de Insetos,
Rua Cristovao Colombo, 2265, Jardim Nazareth, CEP: 15054-000, Sao José do
Rio Preto, SP, Brasil.

Resumo: Brachymetra albinerva e Halobatopsis platensis apresentam
complemento cromossdmico de 2n= 25 (24A + XO0) e Cylindrostethus palmaris
2n= 29 (28A +X0) cromossomos, portanto as trés espécies apresentam sistema
cromossdmico do sexo X0. Apds a coloragdo com orceina lacto-acética,
observamos nucleos polipldides com varias regides heteropicnoticas. No inicio da
profase as células apresentam uma regido heteropicnotica que provavelmente € o
cromossomo sexual. Observamos, também, a presenca de quiasmas. No inicio da
espermiogénese as espermatides sdo arredondadas e apresentam uma regido
heteropicnotica na periferia do nicleo. Apés o alongamento, os espermatozdides
apresentam cabeca pequena e cauda longa. Posteriormente, a impregna¢cdo com
ions prata, observamos células com um ou varios corpusculos, que ao se
desorganizarem esse material foi observado ao redor da bainha pericromossomica,
seguindo o padrdo normal, ou no final da metafase I. Inicialmente as espermatides
arredondadas apresentam dois corpusculos proximos um ao outro, mas com o
alongamento um desses corpusculos permanece na regido da cabeca e o outro
migra para a parte inicial da cauda. Ao final do processo de espermiogénese essas

marcagdes ndo sdo mais visualizadas.

Palavras-chaves:  Brachymetra, Halobatopsis,  Cylindrostethus;  meiose;

cromossomos holocéntricos; insetos aquaticos; quiasmas; espermatides.
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Introducéo

Brachymetra  albinerva,  Cylindrostethus  palmaris e
Halobatopsis platensis sdo insetos pertencentes a familia Gerridae (Heteroptera) e
conhecidos como animais aquaticos de passadas largas, pois eles movimentam-se
sobre a d4gua usando simultaneamente as pernas medianas e posteriores. Vivem na
superficie das lagoas, de coérregos lentos, de pantanos, e de outras 4aguas
tranquilas. Podem mover-se muito rapidamente, até 1,5 m/s, na superficie da agua.
O comprimento € bastante variavel, de 1,6 a 36 mm. Eles possuem sempre pernas
compridas e o corpo muito proximo do arredondado. Eles apresentam dieta
insetivora, alimentam-se de pequenos insetos que eventualmente caem sobre a
agua. Seus ovos sdo depositados sobre objetos flutuantes (BORROR; DELONG,
1988).

Esta familia ¢ caracterizada por possuir sistema cromossdmico
do sexo X0, disposi¢do cromossdmica metafasica em anel e auséncia de m-
cromossomos. Apresentam, ainda, cromossomos holocéntricos, divisdo pré-
reducional dos autossomos e poés-reducional dos sexuais. O numero
cromossdmico modal € de 21 (20A + X0) ou 23 (22A + X0) (UESHIMA, 1979).

Os dados citogenéticos dos Gerridae sdo extremamente raros,
assim como, a descricdo do comportamento nucleolar em Heteroptera. Os dados
descritos na literatura mostram, por exemplo, que Spartocera fusca e Carlisis
wahbergi (Heteroptera, Coreidae) apresentam semi-persisténcia do nucléolo
durante a meiose (CATTANI; PAPESCHI, 2004), Acanthocoris sordidus
(Coreidae, Heteroptera) e Coptosoma punctissimum (Plataspidae) os nucléolos
foram observados na placa metafasica dos espermatdcitos primarios e secundarios
(YOSHIDA, 1947, 1950, FOSSEY; LIENBERBERG, 1995) e, finalmente,
Eubule sculpta (Coreidae) o nucléolo estd presente até a teldéfase I localizado no
interior dos grupos de cromossomos segregando (COLOMBO; BIDAU, 1985).
Em Nysius californicus (Heteroptera, Lygaeidae) observou-se marcagdes pela
prata ao redor da bainha pericromossomica e durante a espermiogénese as
marcacdes pela prata foram observadas na periferia do envoltorio nuclear quando

as espermatides ainda eram arredondadas e na regido posterior da cabeca na fase
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de alongamento (SOUZA et al., 2007a). Em Antiteuchus tripterus (Heteroptera,
Pentatomidae) as marcacdes pela prata foram observadas, também, ao redor da
bainha pericromossémica dos cromossomos. Durante a espermiogénese de A.
tripterus a presenca de material impregnado pela prata foi observado
separadamente por lobo, chegando-se a conclusido de que ha diferencas entre os
lobos. (SOUZA et al., 2007b)

Além de todas as caracteristicas anteriormente mencionadas, os
Heteroptera aquaticos sdo, ainda, muito importantes economicamente, pois podem
ser utilizados para bio-monitorar a poluicdo do ar por metais pesados
(STEINNES, 1989). Muitos invertebrados aquaticos podem acumular cadmio e
outros metais pesados, pois eles sdo relativamente insensiveis a estas substancias
(SPEHAR et al., 1978). Apesar da importancia destes organismos, eles sdo pouco
utilizados como bioindicadores, pois ndo sdo coletados em grandes quantidades e
ha necessidade de taxonomistas bastante experientes (NUMMELIN et al., 1998).
Mas ha outras vantagens como, por exemplo, a de que apesar deles possuirem
asas, eles ndo se dispersam por longas distancias (FAIRBAIRN, 1986). Segundo
Nummelin et al. (1998) parece que ha uma tendéncia das fémeas possuirem uma
maior quantidade de metais pesados do que os machos, o que ¢ justificado pela
maior necessidade de energia pelas fémeas para a produgdo de ovos.

Devido a importancia econdmica anteriormente mencionada e o
numero reduzido de trabalhos citogenéticos dessas espécies, 0 nosso objetivo foi o
de ampliar os conhecimentos citogenéticos com relagdo a espermatogénese € o

comportamento nucleolar de trés espécies da familia Gerridae.

Material e Métodos

Dez exemplares de cada espécie de Brachymetra albinerva,
Cylindrostethus palmaris e Halobatopsis platensis foram coletados na represa
Municipal de Sao José do Rio Preto (20°47°32” S, 49°21°37” W), SP, com auxilio
de pucd e transportados, em potes, contendo &gua, até o laboratério de
Citogenética e Molecular de Insetos da UNESP/IBILCE, onde foram separados,

por sexo, e fixados em metanol:acido acético (3:1) e mantidos em geladeira até a
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confecg¢do das laminas por esmagamento em orceina lacto-acética e impregnacao
com ions prata segundo Howell e Black (1980). As imagens foram analisadas em
microscopio Zeiss, AXIOSKOP 2, com lampada de 12V/100 watts, sendo as
imagens capturadas pelo software Digital Image Processing AXIONVISION 3.1

(Zeiss) acoplado a0 mesmo.

Resultados

Brachymetra  albinerva,  Cylindrostethus  palmaris ¢
Halobatopsis platensis possuem testiculos envoltos por membrana transparente,
formados por dois lobos alongados e localizados na regido posterior do abdome.

A analise cromossomica de B. albinerva e H. platensis mostrou-
nos que o complemento cromossdmico destas espécies ¢ de 2n= 25 (24A + X0) e

o de C. palmaris ¢ de 2n=29 (28A + X0) cromossomos.

Comportamento meiotico e espermiogénese

Os nucleos poliploides das células nutritivas de B. albinerva, C.
palmaris e H. platensis sdo grandes e apresentam varias regides heteropicnodticas
pequenas, distribuidas uniformemente pela célula (Figura 1a). Em Heteroptera, o
processo de espermiogénese ocorre dentro dos cistos espermatogoniais, sendo
estas células possuidoras de varias regides heteropicnéticas, como pode ser
observada na Figura 1b. No inicio da profase I (leptoteno) as células das trés
espécies possuem cromatina descondensada e uma ou duas regides
heteropicnoéticas evidentes que podem estar proximas ou separadas e sdo de
tamanhos diferentes (Figura 1c,d). A presenca do corpusculo pode ser observada
até o final da profase I (Figuras 1d-h e 2a,b), juntamente com o processo de
condensacdo da cromatina e, desta maneira, pode-se observar, também, a presenca
de quiasmas terminais e/ou intersticiais (Figura 2a). A frequéncia de quiasmas
nestas espécies ¢ baixa. Podemos observar, ainda, que durante o processo de
condensacdo, os cromossomos de B. albinerva e H. platensis comportam-se de

maneira semelhante, mas diferem de C. palmaris, pois nestes 0s cromossomos nao
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possuem morfologia definida, parecendo, ainda, apresentar associacdes
cromossOmicas (Figura 1g). Um outro fenomeno observado ¢ que durante o
dipléteno as células de C. palmaris possuem o dobro de tamanho das de B.
albinerva e H. platensis.

No final do processo de condensagdo dos cromossomos,
metafase I (Figura 2b-e), estes podem ser visualizados na placa equatorial da
célula formando um anel através dos autossomos € no seu centro 0 cromossomo
sexual, isto em visdo polar. Na visdo lateral os cromossomos sdo observados
alinhados.

O processo de espermiogénese inicia-se com espermatides
arredondadas e com uma regido heteropicnotica deslocada para a periferia do
nucleo, em todas as espécies, s6 diferenciando com relagdo ao tamanho, H.
platensis possue células oito vezes maior que as outras espécies. Durante o
alongamento hd o aparecimento de uma vesicula pequena em B. albinerva e
grande em H. platensis ¢ C. palmaris (Figura 2g-h). Com o aparecimento desta
vesicula o material heteropicnotico vai deslocando-se para uma das extremidades
da célula e esta vai alongando-se (Figura 3a.,b), ficando o material heteropicndtico
deslocado para a parte posterior da cabeca da espermatide em formagdo (Figura
3b). As espermatides em uma etapa mais avangada do desenvolvimento,
apresentam o material heteropicndtico em forma de bastdo (Figura 3c-i). Este

material, torna-se muito reduzido no final do processo.

Impregangdo por ions prata

Os nucleos polipldides das células nutritivas de Brachymetra
albinerva e Halobatopsis platensis apresentam uma massa impregnada por ions
prata sem morfologia definida e varias impregnacdes pequenas (Figura 4a). Em
Cylindrostethus palmaris observamos a presenga de vdarios corpusculos
impregnados pequenos, arredondados e distribuidos pela célula (Figura 4b). As
células em profase 1 inicial (leptoteno-paquiteno) apresentam um Unico

corpusculo arredondado e fortemente corado na periferia da célula (Figura 4c).
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Com o processo de condensa¢do dos cromossomos o0s corpusculos comecam a se
desorganizar, sendo observados, além do corptsculo arredondado, visualizado no
inicio da profase I, outros menores € com coloragdes menos evidente (Figura 4d,
e, g). A marcacdo pela prata é mais evidente em H. platensis (Figura 4f) até no
inicio do diploteno (Figura 5a). Apods a desorganizagdo do corpusculo, esse
material pode ser observado ao redor da bainha pericromossomica em 5.
albinerva (Figura 5b) ou na regido que, possivelmente, ¢ a da regido organizadora
nucleolar (RON) (Figura 5¢,d). No final da meiose o material impregnado pode
ser observado até quase no final da telofase em B. albinerva (Figura Se,f). O
material nucleolar em C. palmaris é muito mais impregnado e maior, nas duas
células em formagao (Figura 5g).

No inicio da espermiogénese, as espermatides arredondadas
possuem em um dos polos, trés marcacdes, sendo uma arredondada e encontrada
sempre sozinha e as outras duas possuem forma mais alongada e podem ser
encontradas lado a lado, ou uma sobre a outra (Figura 6a). Com o
desenvolvimento das espermatides as marca¢des comegam a se separar, sendo que
uma permanece na mesma extremidade e a outra migra para o polo oposto (Figura
6b-¢). As espermatides de C. palmaris sdo em torno de quatro vezes maior que as
de H. platensis e B. albinerva, mas possuem o mesmo padrdo de impregnacio
pela prata. Em um estdgio mais avancado do desenvolvimento, as espermatides
tomam forma de bastdo com as trés marcagdes pela prata distribuidas nas duas
extremidades e uma na regido interna da mesma. A marcacdo da extremidade
posterior ¢ alongada e as outras duas arredondadas (Figuras 6f-h e 7a,b). A
medida que elas alongam-se as marcagdes ainda continuam visiveis (Figura 7c,d).
Quase no final do processo de espermiogénese as impregnacdes pala prata sdo

visiveis somente na regido da cabe¢ca como uma marcagao unica.

Discussio

Os nucleos poliploides das células nutritivas de Brachymetra

albinerva, Cylindrostethus palmaris e Halobatopsis platensis sdo semelhantes e
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apresentam varias regides heteropicndticas. O comportamento dessas células sao
bastante varidveis diferenciando mesmo dentro da propria familia. As espécies de
Coreidae, analisadas por Souza et al. (2007c), apresentaram, por exemplo, as
células no estdgio interfisico (com ou sem regides heteropicnoticas) ou sem
divisdo (cromossomos extremamente condensados). Em Antiteuchus tripterus
(Pentatomidae, Heteroptera) os nucleos poliploides sdo formados de varios
corpusculos heteropicnoticos maiores e varios menores (SOUZA et al., 2007b), o
mesmo ocorrendo em Nysius californicus (Lygaeidae, Heteroptera) (SOUZA et
al., 2007a).

A presenga de um corpusculo heteropicnético durante a profase
I meidtica, foi observado por varios pesquisadores e todos os referem como sendo
os cromossomos sexuais condensados (SOUZA et al., 2007a,b,c). As trés espécies
de Gerridae, analisadas nesse trabalho, também, os apresentaram.

Durante a préfase I meidtica o processo de condensacdo dos
cromossomos ocorre de uma maneira homogénea, podendo-se, sempre, observar
os cromossomos com morfologia bem definida. Isto pode ser observado em B.
albinerva e H. platensis. A morfologia dos cromossomos de C. palmaris ¢
bastante variavel assemelhando-se com Athaumastus haematicus (Coreidae)
(SOUZA et al., 2007c), mas ndo héa condi¢des de concluirmos porque o padrio é
diferente.

Com relagdo as demais caracteristicas como presenca de
cromossomos holocéntricos, meiose quiasmatica, sistema cromossomico do sexo
X0, todas as espécies apresentaram, diferindo apenas com relacdo ao numero de
autossomos que foi de 24 (B. albinerva e H. platensis) ou 28 (C. palmaris)
cromossomos, portanto diferem do niimero padrdo da familia que é de 20 ou 22
autossomos (UESHIMA, 1979).

Como os Heteroptera apresentam cromossomos holocéntricos, a
manuten¢gdo de pedagos de cromossomos € possivel, permitindo, assim, a
ampliacdo no namero de cromossomos ou se ocorrer fusdo, a redugdo dos
numeros desses cromossomos. Como o nimero padrao € de 20 ou 22 autossomos,

¢ provavel que tenha ocorrido quebras cromossdmicas, mas para confirmacio
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precisamos, por exemplo, quantificar o conteudo de DNA dessas espécies e
comparar com as espécies de 20 ou 22 cromossomos.

Citogeneticamente, os Heteroptera sdo muito semelhantes, ndo
havendo condi¢des, nem mesmo de separar as espécies terrestres das aquaticas.
Talvez isto sd seja possivel se observarmos as espermatides em alongamento, pois
as aquaticas adquirem forma de bastdo e as terrestres sdo elipticas, mas como
poucas espécies foram avaliadas até o momento, talvez, nem mesmo essa
caracteristica possa ser utilizada.

Os cromossomos dos Heteroptera sdo pequenos e altamente
condensados, dificultando a sua andlise, principalmente, as relacionadas com
bandamento cromossdmico. As tentativas relacionadas com impregnacdo pelos
fons prata ou hibridizagdo in situ ndo foram satisfatorias devido a estas
caracteristicas. A unica espécie na qual houve marcag¢do pela prata da regido
organizadora nucleolar (RON) de uma maneira altamente satisfatoria foi em
Limnogonus aduncus (Heteroptera, Gerridae) na qual houve marcagdo em um
autossomo (CASTANHOLE et al., 2008). Em Asellus aquaticus (Isopoda), os
corptisculos Ag-NOR foram visualizados durante todo o processo de
espermatogénese (DI CASTRO et al., 1983). Em Callicrania seoanei
(Orthoptera), as RONs foram observadas da intercinese até a prd-metafase II
(SANTOS et al., 1987) e em Triatoma infestans e T. sordida (Heteroptera,
Reduviidae), as marcagdes Ag-NOR estavam presentes até a metafase I
(TAVARES; AZEREDO-OLIVEIRA, 1997). Finalmente em Carlisis wahlbergi
(Heteroptera, Coreidae) a semi-persisténcia nucleolar (presenca de corpusculos
nucleolares durante as metafases) foi observada até a metafase II (FOSSEY;
LIEBENBERG, 1995), enquanto em Acanthocoris sordidus (Heteroptera,
Coreidae) e Coptosoma punctissimum (Heteroptera, Plataspidae), os nucléolos
foram detectados nas placas metafasicas de espermatdcitos primarios e
secundarios (YOSHIDA, 1947).

Em Belostomatidae, as RONs foram descritas nos teldmeros dos
cromossomos sexuais X e Y, (Belostoma oxyurum e B. micantulum), ou na regiao

telomérica de um autossomo (Belostoma elegans) (PAPESCHI; BRESSA, 2002).
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Nos Coreidae, uma tUnica RON estd presente na regido intersticial do maior
autossomo de Pachylis argentinus (PAPESCHI et al., 2003) ou na regido
telomérica de um autossomo em Carlisi wahlbergi (FOSSEY; LIEBENBERG,
1995) e Spartocera fusca (CATTANI; PAPESCHI, 2004). Nos Pentatomidae,
uma unica RON foi detectada na regido telomérica de um autossomo em Edessa
meditabunda (REBAGLIATI et al., 2003), na posicdo mediana do maior
autossomo em Nezara viridula (CAMACHO et al., 1985; PAPESCHI et al., 2003)
ou na regido telomérica do cromossomo X em Graphosoma italicum
(GONZALEZ-GARCIA et al., 1996).

As espécies analisadas no presente trabalho mostraram
marcagdo na bainha pericromossOmica ¢ em algumas regides especificas de
alguns autossomos. A melhor alternativa talvez seja a de obtermos sequéncias
especificas de rDNA de Heteroptera para podermos hibridizar com os materiais a
serem estudados, mas devido ao tamanho reduzido e o nivel de condensacio,
talvez esta técnica, ndo seja eficiente.

Uma das diferencas observadas durante a espermiogénese das
espécies aquaticas € a presenca de uma vesicula nas espermatides arredondadas e
em processo de alongamento, ndo observada nas espécies terrestres
(Pentatomidae, SOUZA et al., 2007b, 2008; Coreidac, SOUZA et al., 2007c).
Talvez isto esteja relacionado com o fato deles serem aquéticos e necessitarem de
uma quantidade (reserva) maior de energia, pois além desta caracteristica, eles
possuem grande quantidade de tecido adiposo na regido abdominal.

Com relagdo ao método de impregnagdo pela prata ha algumas
davidas, durante a espermiogénese, se este material estd relacionado com
proteinas nucleolares ou se sdo estruturas celulares, como por exemplo,
mitocondrias ou complexo de Golgi, ou ainda, se sdo estruturas em processo de
eliminagdo ou modifica¢do. Por esse motivo, em uma préxima etapa, 0 processo
de espermiogénese deverd ser analisado por outras técnicas, como por exemplo,

microscopia eletronica de transmissao.
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Figura 1. Células dos tibulos seminiferos de machos adultos de Brachymetra albinerva (a,b,c,f),
Cylindrostethus palmaris (g) e Halobatopsis platensis (d,e,h) coradas com orceina lacto-acética. a)
Nucleo poliploide com varios corpusculos heteropicndticos; b) cisto espermatogonial; c,d)
Profases em estagio inicial (leptoteno-zigoteno), sendo que a regido mais heteropicnotica é,
provavelmente, o cromossomo sexual (d, seta); e,f) Profases em estagio intermediario (paquiteno)
apresentando um corpusculo mais heteropicnotico (e, seta); g,h) Profases em estidgio avancado
(diploteno-diacinese), presenca de quiasmas e do corpusculo mais heteropicnotico, setas. Barra:10
pum
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Figura 2. Células dos tubulos seminiferos de machos adultos de Brachymetra albinerva (b,c,g,i),
Cylindrostethus palmaris (a,eh) e Halobatopsis platensis (d,f,j) coradas com orceina lacto-
acética. a,b) Diacineses mostrando quiasmas terminais, intersticiais (setas) ¢ as associagdes
cromossomicas; ¢,d) metafases com 25 cromossomos (24A+ X0) (cromossomo sexual, X, setas);
e) metafase com 29 cromossomos (28A + X0) (cromossomo sexual, X, seta); f-h) espermatides
arredondadas, ampliando seu tamanho para o processo de alongamento; i,j) espermatides em
alongamento (seta). Barra: 10 um
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Figura 3. Células dos tubulos seminiferos de machos adultos de Brachymetra albinerva (a,f,g),
Cylindrostethus palmaris (c,d,i) e Halobatopsis platensis (b,e,h) coradas com orceina lacto-acética.
a,b) Espermatides em alongamento; c-f) espermatides alongadas em forma de bastonetes e retangular
(e); g-i) espermatozodides com cabega pequena e cauda longa. Barra: 10 pm
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Figura 4. Células dos tibulos seminiferos de machos adultos de Brachymetra albinerva (c),
Cylindrostethus palmaris (b,e,g) e Halobatopsis platensis (a,d,f) impregnadas por ions prata. a)
Nucleo polipléide com formacio de uma uUnica massa sem morfologia definida e varias
menores; b) nucleo poliploide com a formacdo de varios corpusculos; c-e) profase em estagio
inicial (leptoteno-zigéteno) contendo um tnico corpusculo (c, seta) e com varios corpusculos
(d,e, setas); f,g) profase em estagio mais avangado (paquiteno) com vérios corptsculos (setas).
Barra: 10 pm
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Figura 5. Células dos tibulos seminiferos de machos adultos de Brachymetra albinerva
(be,f), Cylindrostethus palmaris (c,g) e Halobatopsis platensis (a,d) impregnadas por ions
prata. a) Préfase em estagio final (diploteno-diacinese); b,c) metafases com material
impregnado pela prata localizado ao redor da bainha pericromossomica (setas); d)
cromossomos na placa metafasica com possivel marcagdo da RON (seta); e-g) teléfases com
presenga de dois corpusculos (e,f, setas) e de um corpusculo apenas (g). Barra: 10 pum
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Figura 6. Células dos tubulos seminiferos de machos adultos de Brachymetra albinerva
(b,c,h), Cylindrostethus palmaris (d,e) e Halobatopsis platensis (a,f,g) impregnadas por ions
prata. a-c) espermatides arredondadas com marcagdo na regido anterior (seta); d,e)
espermatides em alongamento, com aumento de tamanho e afastamento dos corpusculos
(seta); f-h) espermatides em forma de bastonetes, com marcagdes na regido anterior e
posterior da cabeca (f,g, setas) e na regido mediana e anterior da cabega (h, seta). Barra: 10
pum
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Figura 7. Células dos tubulos seminiferos de machos adultos de Brachymetra albinerva (c),
Cylindrostethus palmaris (a,b,e,f) e Halobatopsis platensis (d) impregnadas por ions prata.
a,b) Espermatides ainda em alongamento com duas marcagdes pela prata (setas); c-f)
Espermatides alongadas. Observar que as marcagdes pela prata sdo visiveis, ainda, até nas
fases finais da espermiogénese, principalmente, na regido da cabega. Barra: 10 um
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Espermatogénese de espécies das familias Veliidae e Notonectidae

Marcia Maria Urbanin Castanhole, Luis Lénin Vicente Pereira, Hederson Vinicius
Souza, Hermione Elly Melara de Campos Bicudo, *Luis Antonio Alves da Costa,
Mary Massumi Itoyama. Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas, UNESP/IBILCE, Departamento de Biologia,
Laboratorio de Citogenética e Molecular de Insetos, Rua Cristovio Colombo,
2265, Jardim Nazareth, CEP: 15054-000, Sao José do Rio Preto, SP, Brasil.

*Museu Nacional do Rio de Janeiro, RJ.

Resumo: O complemento cromossdmico das espécies de Veliidae ¢ de 2n= 39
(38A + XO0) e 2n= 23 (22A +XO0), para Rhagovelia whitei e Rhagovelia sp.,
respectivamente, e da espécie de Notonectidae (Martarega sp.) ¢ de 2n= 26 (22A
+ 2m + XY). Uma caracteristica que chamou bastante a ateng¢do foi com relagao
ao tamanho das células de Martarega sp. que sdo seis vezes maiores que as de
Pentatomidae e duas vezes maiores que as células de Heteroptera aquaticos
(Gerridae). Com relagdo a espermatogénese, todas as espécies analisadas
apresentaram o mesmo padrdo: cromossomos holocéntricos, presenga de
corpusculo heteropicnético durante a Profase I, presenga de quiasmas intersticiais
e/ou terminais, espermatides arredondadas com uma vesicula grande (somente nas
espécies de Veliidae) e espermatides alongadas com a cromatina distribuida
uniformemente ao longo da cabeca. O comportamento nucleolar dos nucleos
polipldides difere entre as familias. A familia Veliidae apresenta varios
corpusculos impregnados pela prata, enquanto a familia Notonectidae apresenta
um unico, bastante evidente. As células em Préfase I de Notonectidae, também,
apresentam um corpusculo evidente e arredondado até o final da Préfase I
enquanto as da familia Veliidae os corpusculos desorganizam-se, sendo
visualizados somente na regido que possivelmente ¢ a da RON. Na metéafase a
impregnacdo ¢ ao redor da bainha pericromossdmica, em Veliidae, e em
Notonectidae observa-se em algumas regides da bainha pericromossdémica e em
algumas regides que, possivelmente, ¢ a da RON. As espermatides de Veliidae

apresentam uma vesicula bastante impregnada enquanto que Notonectidae
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apresenta somente em uma parte do envoltdrio nuclear. Portanto, as familias de
Heteroptera apresentam algumas diferengas que poderdo ser utilizadas para a

caracterizagdo das familias.

Palavras-chave: Espermiogénese, RON, heteropteros aquaticos, meiose, vesicula.

Introducio

Os insetos da familia Notonectidae, sio comumente conhecidos
como nadadores de costas, por nadarem ou sairem em disparada sobre suas costas.
Além disso, eles sdo caracterizados por possuirem pernas posteriores adaptadas
para a natacdo. Ja as espécies da familia Veliidae sdo pequenos, gregarios e
predadores (UESHIMA, 1979).

Os Heteroptera, em geral, possuem cromossomos holocéntricos
(sem centromero localizado), nfo apresentam estrutura cinetocorica (BUCK,
1967; COMINGS; OKADA, 1972; MOTZOKO; RUTHMAN, 1984; RUFAS;
GIMENEZ-MARTIN, 1986; WOLF, 1996); atividade cinética é restrita aos finais
dos cromossomos, ou seja, nas regides teloméricas, sendo os cromossomos
denominados de telocinéticos (MOTZOKO; RUTHMAN, 1984; SCHRADER,
1935, 1940; HUGHES-SCHRADER; SCHRADER, 1961; GONZALEZ-
GARCIA et al., 1996); terminalizagdo dos quiasmas ¢ presumido ocorrer (JOHN;
KING, 1985), embora haja trabalhos que discutam esse assunto (JONES, 1987;
SOLARI; AGOPIAN, 1987); e a primeira divisdo meidtica é reducional para os
autossomos e equacional para os cromossomos sexuais.

Os cromossomos sexuais sdo aquiasmaticos € comportam-se
como univalentes na meiose dos machos. Eles dividem-se equacionalmente na
anafase I e associam-se formando um pseudobivalente na meiose II. Entretanto,
pré-reducdo dos cromossomos sexuais foi encontrada em poucas espécies da
familia Tingidae (UESHIMA, 1979; GROZEVA; NOKKALA, 2001). Finalmente

0s m-cromossomos, pequeno par de cromossomos, presentes em algumas
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familias, sdo também aquiasmaticos, mas associam-se na primeira divisdo e
segregam-se pré-reducionalmente (PAPESCHI et al., 2003).

O numero de autossomos em Heteroptera varia de quatro
(Belostomatidae) a 80 (Miridae), mas estes nimeros nido sdo tipicos para a
subordem (UESHIMA, 1979). Segundo Ueshima (1979) somente 12 espécies e 2
géneros pertencentes a familia Notonectidae, foram analisadas citogeneticamente.
O género Anisops (Anisopinae) € caracterizado por sistema cromossémico do
sexo X X0, presenca de um par de m-cromossomos e numero diploéide de
cromossomos de 26 para machos e 28 para fémeas. Espécies do género Notonecta
(Notonectidae) analisadas possuem sistema cromossdmico do sexo X0 ou XY e
complemento cromossdmico de 2n= 24 (20A + 2m + XY) ou 26 (22A + 2m +
XY) cromossomos.

As espécies da familia Veliidae, Hebrovelia sp. e Microvelia
reticulata, apresentam complemento cromossomico de 2n= 21 (20A + XO0)
cromossomos (COBBEN, 1968), e as espécies Velia currens (POISSON, 1936) e
V. sp. (UESHIMA, 1979) apresentam 2n= 25 (24A + X0) cromossomos. Apesar
de todas as espécies terem sido descritas como tendo sistema cromossdémico do
sexo X0, Takenouchi e Muramoto (1971) relataram o sistema XY para Microvelia
douglasi, mas hé necessidade de confirmacdo (UESHIMA, 1979).

Uma estrutura que vem sendo bastante estudada pelos
citogeneticistas ¢ o nucléolo. Sabe-se que o seu tamanho esta relacionado com a
atividade biossintética da célula, portanto, o tamanho ¢ o nimero de nucléolos e
corpos pré-nucleolares dependem das caracteristicas funcionais das células e
podem refletir, entdo, em diferengas metabdlicas e funcionais (TAVARES;
AZEREDO-OLIVEIRA, 1997; SOUZA et al.,, 2007a,b). A persisténcia do
nucléolo e dos corpos pré-nucleolares observados através da meiose de Dysdercus
imitator (Pyrrhocoridae, Heteroptera) pode entdo estar relacionado com a intensa
atividade sintética a fim de produzir RNAr requerido para a espermatogénese.
Entretanto, hd a possibilidade de que a alta taxa de transcricdo de RNAr possa

estar relacionado a um outro fator (BRESSA et al., 2003).
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O nuimero e a localizagdo das RONs sdo conhecidos em poucas
espécies de Heteroptera, tendo sido determinados por diferentes técnicas
citogenéticas. Todas as espécies descritas apresentaram uma uUnica regiao
organizadora nucleolar (RON) localizada na posi¢do média ou subterminal de um
autossomo ou de um cromossomo sexual (CAMACHO et al., 1985; FOSSEY;
LIEBENBERG, 1995; GONZALEZ-GARCIA et al, 1996; PAPESCHI;
BRESSA, 2002; PAPESCHI et al., 2003; CATTANI et al., 2004).

Os Heteroptera aquaticos sdo, ainda, muito importantes
economicamente, pois podem ser utilizados para bio-monitorar a polui¢do do ar
por metais pesados (STEINNES, 1989). Muitos invertebrados aquaticos podem
acumular cadmio e outros metais pesados, pois eles sdo relativamente insensiveis
a estas substincias (SPEHAR et al., 1978). Apesar da importancia destes
organismos, eles sdo pouco utilizados como bioindicadores, pois ndo sdo
coletados em grandes quantidades e ha necessidade de taxonomistas bastante
experientes (NUMMELIN et al.,, 1998). Mas héd outras vantagens como, por
exemplo, a de que apesar deles possuirem asas, eles ndo se dispersam por longas
distancias (FAIRBAIRN, 1986). Segundo Nummelin et al. (1998) parece que ha
uma tendéncia das fémeas possuirem uma maior quantidade de metais pesados do
que os machos, o que ¢ justificado pela maior necessidade de energia pelas fémeas
para a producdo de ovos.

Frente a variacdo citogenética apresentada pelo grupo, nosso
objetivo foi o de analisar citogeneticamente (espermatogénese e o comportamento

nucleolar) espécies das familias Veliidae e Notonectidae.

Materiais e Métodos

Dez exemplares de cada uma das espécies de Rhagovelia whitei
e Martarega sp. foram coletados na represa municipal de Sdo José do Rio Preto,
Sao Paulo e a espécie Rhagovelia sp. no rio Piedade, proximo a cidade de Séo
José do Rio Preto (20°47°32”S, 49°21°37”W), com auxilio de puga e transportados

em potes, até o Laboratorio de Citogenética e Molecular de Insetos, onde foram
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separados, por sexo, ¢ fixados em metanol:dcido acético (3:1) e mantidos em
geladeira até a confeccdo das laminas por esmagamento em orceina lacto-acética e
impregnacdo por ions prata (HOWELL; BLACK, 1980). As imagens foram
analisadas em microscopio Zeiss, AXIOSKOP 2, com lampada de 12V/100 watts,
sendo as imagens capturadas pelo software Digital Image Processing
AXIONVISION 3.1 (Zeiss) acoplado ao mesmo.

Na figura 4, utilizamos para comparamos o tamanho das células,
imagens cedidas por Hederson Vinicius de Souza (Thianta perditor-
Pentatomidae) e Marcia Maria Urbanin Castanhole (Halobatopsis platensis-
Gerridae), do nosso grupo de estudos do Laboratdrio de Citogenética e Molecular

de Insetos.

Resultados

As espécies da familia Veliidae possuem testiculos formados
por um unico lobo arredondado e recoberto por membrana transparente. J4 a
espécie da familia Notonectidae possue testiculos formados por dois lobos, em
forma de espiral e, também, envoltos por membrana transparente.

Ao dissecarmos o0s insetos observamos uma grande quantidade

de tecido adiposo na regido abdominal, entre os 6rgaos.

Observacoes em laminas coradas com orceina lacto-acética

Familia Veliidae

A andlise dos testiculos de Rhagovelia whitei € Rhagovelia sp.
(Veliidae) mostrou que os nucleos poliploides das células nutritivas sdo grandes e
possuem varias regides heteropicnoticas de tamanhos similares e de forte
coloragdo (Figura la).

As células em profase 1 (leptdteno-paquiteno) (Figura 1b-d)

possuem um unico corpusculo heteropicnético arredondado e evidente. Ambas as
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espécies possuem quiasmas intersticiais (Figuras le,f, 2a) que podem ser
observados até o final da prdéfase I (Figura 1f). No final da profase I os
cromossomos de R. whitei se associam formando grupos com diferentes
quantidades de cromossomos (Figura 2b). A analise das metafases I mostraram
que R. whitei possui 2n= 39 (38A + X0) cromossomos e Rhagovelia sp. possui
2n= 23 (22A + X0) cromossomos (Figuras 2c-g). As células em telofase sdo,
proporcionalmente, do mesmo tamanho que a das outras fases da meiose (Figura
3a).

As espermatides de R. whitei sdo arredondadas e possuem
algumas regides heteropicnoéticas (Figura 3b-c) e as de R. sp. possuem além das
regides heteropicnoticas uma vesicula grande arredondada ao lado do nucleo
(Figura 3d), que posteriormente desaparece (Figura 3e). Durante o alongamento,
as espermatides tomam forma de bastdo, com a cromatina distribuida ao longo da

cabeca (Figura 3f,g).

Familia Notonectidae

A andlise dos testiculos de Martarega sp. (Notonectidae)
mostrou que os nucleos poliploéides sdo alongados e formados por varios
corpusculos heteropicnéticos de tamanhos similares. Em compara¢do com as
células meioticas os nucleos poliploides sao bem menores (Figura 4a).

Na Figura 4b observamos uma célula em profase I inicial
(Ieptoteno/zigdteno) com uma regido heteropicnética arredondada e varias de
morfologia varidvel. Uma outra observacdo realizada nessa espécie ¢ com relagio
ao tamanho das células meidticas. Em destaque ha outras células, na mesma fase
do desenvolvimento, no mesmo aumento, para podermos verificar diferengas nas
proporcdes. Em “c” temos células de Thyanta perditor (Pentatomidae) e em “d”
Halobatopsis platensis (Gerridae), que s3o, em didmetro, 6x e 2x,
respectivamente, menores que as células de Martarega sp.

Durante todo processo meidtico as células sdo de tamanhos

semelhantes. Os cromossomos vdo condensando-se (Figura 5a,b), podendo-se
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observar alguns com a presenca de quiasmas (Figura 5b). No final da préfase I
observa-se o0s cromossomos associados telomericamente e com poucos
cromossomos com quiasmas (Figura 6a). Na metafase I, visdo polar, os
autossomos formam um anel com 0s m-cromossomos € 0s sexuais no seu interior.
O complemento cromossdmico ¢ 2n= 26 (22A + 2m + XY) cromossomos (Figura
6b,c).

Os cromossomos separam-se normalmente na anafase e formam
durante a teldéfase duas células de tamanhos similares, e cada uma delas com
tamanho similar as das outras células nas fases anteriores (Figura 7). No final da
telofase observa-se uma associagdo telomérica entre quase todos os cromossomos,
formando um anel e no seu interior um conjunto bem menor de cromossomos, e
na parte externa do anel hd um conjunto de cromossomos heteropicnoticos, que
possivelmente sdo os sexuais, associado com um dos cromossomos do anel
(Figura 8a).

As espermatides recém formadas sdo arredondadas e possuem
no seu interior regides também arredondadas, que ndo foram coradas pela orceina
(Figura 8b). Durante o alongamento, as espermatides adquirem a morfologia
quadrada (Figura 8c) e com o desenvolvimento alongam-se em forma de bastio

com a cromatina distribuida uniformemente pela cabe¢a da mesma (Figura 8d,e).

Observagoes em laminas impregnadas pelos ions prata

Familia Veliidae

Os nucleos poliploides de Rhagovelia whitei e Rhagovelia sp.
impregnados pelos ions prata apresentaram varias marcagdes arredondadas
fortemente coradas e outras menos coradas dispersas por todo o nucleo (Figura
9a). Durante a profase I (zigdteno-paquiteno) ha dois corptsculos, que comecam a
se desorganizar permanecendo somente em algumas regides dos cromossomos,
mas sem morfologia definida (Figura 9c-d). No final da profase 1 (diploteno)

podemos observar em R. sp. marcacdo pela prata na regido telomérica de um dos
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autossomos. A associacdo deste cromossomo ocorre pelas regides teloméricas,
como ja definido para os Heteroptera, mas podemos verificar que esta associacio
nao envolve a extremidade que possui a RON. Essas regides nunca participam da
associacdo (Figura 9¢). Em R. whitei ndo foi observado marcacdo da regido da
RON em nenhum dos autossomos. Na metafase, desta espécie, observou-se trés
autossomos com impregnagdo pela prata ao redor da bainha pericromossomica
bem evidente (Figura 9f). A marcacdo em R. sp. também foi ao redor da bainha
pericromossdmica, envolvendo um maior nimero de autossomos, mas menos
impregnado (Figura 9g). No final da teléfase uma das células recentemente
formadas de R. whitei possui impregnacdo pela prata (Figura 10a), enquanto R. sp.
ndo possui marcacdo (Figura 10b). O processo de espermiogénese inicia-se com
espermatides arredondadas podendo apresentar (R. whitei) ou ndo (R. sp.) material
impregnado pela prata. O material impregnado de R. whitei sdo arredondados e
fortemente corados que localizam-se préximo a cromatina (Figura 10c-e). Com o
alongamento ocorre a diminui¢cdo da impregnagdo pelos ions prata e estes ficam
distribuidos uniformemente por toda a espermatide (Figura 10 f-g). No final do
processo as espermdtides de R. whitei possuem forte impregnagcdo na regido

anterior da cabeca (Figura 10h).

Familia Notonectidae

Os nucleos poliploides de Martarega sp. sdo alongados e
possuem um corpusculo arredondado e grande (Figura 11a). No inicio da préfase [
(leptoteno) ha dois corpusculos arredondados, sendo um maior que o outro
(Figura 11b). Com o processo de condensagdo da cromatina ha, ainda, a
observacdo dos dois corpusculos, mas hd redug¢do do tamanho, sendo que um
deles ¢ em torno de sete vezes maior e menos impregnado que o outro (Figura
11c). No leptdteno/paquiteno a redugdo dos corpusculos continua, podendo, ainda,
serem observados os dois corpusculos (Figura 12a). No dipldteno um unico
corpusculo grande e fortemente impregnado ¢é observado (Figura 12b). Na

metafase | observa-se duas marcagdes, que possivelmente ¢ a da RON localizadas



66

na regido telomérica. Diferenciando apenas do fato de que, em um dos
cromossomos a associagdo entre os homologos ndo envolve a regido da RON e no
outro ha o envolvimento. Em ambos os cromossomos apenas a RON de um dos
homodlogos estd ativa (Figura 13a). Na metafase, ha ainda outros autossomos na
qual hd impregnagdo pela prata ao redor da bainha pericromossoémica (Figura
13a). No inicio da espermiogénese, as espermatides arredondadas apresentam
impregnacdo pela prata em algumas regides do envoltério nuclear (Figura 13b).
Com o alongamento ha impregnacdo em duas regides distintas da espermatide,
uma maior na regido anterior ¢ uma bem menor na regido posterior (Figura 13c).

Na figura 13d a marcacdo pela prata encontra-se de maneira uniforme.

Discussio

Os testiculos dos Heteroptera sdo formados por numeros
variaveis de lobos e recobertos por membrana de diferentes coloragdes. Espécies
de Coreidae analisadas por Souza et al. (2007c) apresentaram sete lobos
recobertos por membrana avermelhada. Antiteuchus tripterus (Pentatomidae),
também, possue testiculo recoberto por membrana avermelhada, mas € constituido
de seis lobos alongados, sendo o sexto interno ao quinto (SOUZA et al., 2007a),
Mormidae quinquelutuim, Oebalus poecilus e O. ypsilongriseus (Pentatomidae)
possuem, também, membrana avermelhada recobrindo o testiculo, mas o nimero
de lobos alongados encontrado foi de 3, 4, e 4, respectivamente (SOUZA et al.,
2008), Nysius californicus (Lygaeidae) apresenta sete lobos alongados de
tamanhos similares e recobertos com membrana avermelhada (SOUZA et al.,
2007b). As espécies da familia Veliidae (Rhagovelia whitei e R. sp.) analisadas no
presente trabalho apresentaram testiculos arredondados e constituidos de um
unico lobo e a espécie da familia Notonectidae (Martarega sp.) apresentou
testiculos espiralados formados por dois lobos. Ambas as familias apresentaram
os testiculos envoltos por membrana transparente, diferenciando-se das outras

familias de Heteroptera terrestres, com relacdo ao formato e membrana que os
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reveste. Apesar destas diferencas, ndo hd nenhum relato, na literatura, que
confirme essa relacdo com alguma familia em especial.

Outra caracteristica encontrada nesses organismos foi a presenca
de grande quantidade de tecido adiposo no interior do abdome. Acreditamos que
esta caracteristica esteja relacionada com o grande gasto energético que estas
espécies necessitam para a sobrevivéncia em ambientes aquaticos. Além disso,
observamos que o tamanho das células meidticas testiculares das espécies
terrestres sdo bem menores do que as dos aquaticos e quando comparamos as
aquaticas observamos que as células das familias Gerridae e Veliidae sdo menores
do que as da familia Notonectidae.

Este é mais um dado que refor¢a o habitat como um fator muito
importante para, por exemplo, a defini¢do do tamanho das células, pois individuos
das familias Gerridae e Veliidae vivem na tensdo superficial das aguas, enquanto
da familia Notonectidae sdo subaquaticos, portanto, esta ultima necessita de uma
maior quantidade de energia para sua sobrevivéncia.

Com relagdo ao sistema cromossdmico do sexo € o
complemento cromossomico das espécies de Veliidae, analisadas no presente
trabalho, elas apresentaram o mesmo sistema (X0), mas diferiram com relagdo ao
complemento cromossomico (23 para Rhagovelia sp. € 39 cromossomos para R.
whitei). Segundo os poucos trabalhos citogenéticos de espécies de Veliidae todos
os descritos apresentaram sistema cromossomico do sexo X0, mas diferiram com
relagdo ao complemento cromossomico: Hebrovelia sp. € Microvelia reticulata,
2n= 21 (20A + XO0), Velia currens e V. sp. 2n= 25 (24A +X0) (COBBEN, 1968;
POISSON, 1936; UESHIMA, 1979). Apesar das poucas espécies descritas na
literatura e as analisadas no presente trabalho terem apresentado o mesmo sistema
cromossdmico do sexo, X0, Takenouchi e Muramoto (1971) relataram o sistema
XY para Microvelia douglasi, mas segundo Ueshima (1979) e, também, nossa
sugestdo ¢ a de que haja uma reanalise desta espécie e que outras espécies sejam
analisadas para confirmar o sistema cromossdmico do sexo nesta familia.

Com relacdo as espécies da familia Notonectidae todas as

descritas na literatura apresentaram m-cromossomos, mas diferiram com relacio
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ao sistema cromossdmico do sexo (X;X,, Anmisops; XY, Notonecta) e o
complemento cromossomico de 24 ou 26 cromossomos (UESHIMA, 1979). A
espécie Martarega sp. analisada no presente trabalho apresentou, também, m-
cromossomos ¢ 26 (2n= 22A + 2m + XY) cromossomos. Assim como a familia
Veliidae, esta, também, precisa ser mais amplamente estudada para chegarmos ao
sistema cromossdmico do sexo padrdo da familia.

Outras caracteristicas da espermatogénese como a presenca de
cromossomos holocéntricos, quiasmas intersticiais e€/ou terminais, uma unica
regido heteropicnética nas células meioticas, associacdo telomérica dos
cromossomos, meiose reducional para os autossomos e equacional para os
cromossomos sexuais, configuracdo em anel dos autossomos nas metafases sdo
caracteristicas que sdo padrdoes em todos os Heteroptera analisados,
independentemente da familia, do habitat ou do hébito alimentar (SOUZA et al.,
2007a,b,c, 2008). Talvez uma das unicas diferengas encontradas durante a
espermatogénese seja durante a espermiogénese. A morfologia das espermatides
sdo bastante diferentes se compararmos os terrestres e 0s aquaticos,
principalmente na fase de alongamento. Os terrestres apresentam espermatides,
em alongamento, em forma de elipse, assim denominada, por nds, segundo a sua
forma geométrica, enquanto todos os aquaticos apresentam-se em forma de bastio
e, algumas, possuem uma vesicula grande, mais uma indicacdo de que eles
possuem uma reserva maior de produtos da sintese metabolica, do que os demais
Heteroptera terrestres.

Apds impregnacdo por ifons prata hd como diferenciar as
familias aquaticas, pois os nucleos polipldides das células nutritivas de Veliidae
apresentam varios corpusculos prata positivo, enquanto Notonectidae apresenta
um unico. Outra caracteristica, ja mencionada, ¢ com relagdo a atividade sintética
das células de Veliidae e, isto pode ser confirmado pelo tamanho e coloracdo das
estruturas impregnadas pela prata, nucléolos que permanecem ao longo da profase
I e, comparativamente, as c€lulas da familia Notonectidae sdo maiores, portanto,
isto pode, realmente, estar relacionado com o meio em que eles vivem, pois sabe-

se que o tamanho desta estrutura estd relacionado com a atividade biossintética da
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célula, portanto o tamanho e o numero de nucléolos e corpos pré-nucleolares
dependem das caracteristicas funcionais das células e, podem refletir, entdo, em
diferencas metabdlicas e funcionais (TAVARES; AZEREDO-OLIVEIRA, 1997).
Porém, sdo relagdes que ainda devem ser melhores estudadas.

Com relagdo ao comportamento nucleolar durante a meiose
observa-se que as espécies de Heteroptera comportam-se de maneira semelhante
aos processos descritos em plantas, ou seja, um grupo dessas proteinas permanece
associado com as RONSs; outro grupo localiza-se na periferia dos cromossomos,
onde permanece desde a profase tardia até a telofase inicial e um terceiro grupo de
proteinas e também RNAs ficam uniformemente distribuidos no citoplasma entre
a profase e a teléfase (OCHS et al., 1985; FAKAN; HERNANDEZ-VERDUN,
1986; FISCHER et al., 1991; WACHTLER; STAHL, 1993; SCHWARZACHER;
WACHTLER, 1993; GONZALEZ-GARCIA et al., 1995; DUNDR et al., 1997).

As proteinas que foram localizadas na regido da RON foram
descritas em Belostomatidae nos telomeros dos cromossomos sexuais X € Y,
(Belostoma oxyurum e B. micantulum), ou na regido telomérica de um autossomo
(Belostoma elegans) (PAPESCHI; BRESSA, 2002). Nos Coreidae, uma unica
RON estd presente na regido intersticial do maior autossomo de Pachylis
argentinus (PAPESCHI et al., 2003) ou na regido telomérica de um autossomo em
Carlisi wahlbergi (FOSSEY; LIEBENBERG, 1995) e Spartocera fusca
(CATTANI; PAPESCHI, 2004). Nos Pentatomidae e Gerridae, uma tnica RON
foi detectada na regido telomérica de um autossomo em Edessa meditabunda e
Limnogonus  aduncus, respectivamente (REBAGLIATI et al, 2003;
CASTANHOLE et al., 2008), na posi¢do mediana do maior autossomo em Nezara
viridula (CAMACHO et al., 1985; PAPESCHI et al, 2003) ou na regido
telomérica do cromossomo Y em Graphosoma italicum (GONZALEZ-GARCIA
et al., 1996).

Outra classe de proteinas foi encontrada na bainha
pericromossdmica nos cromossomos metafasicos e anafasicos em Antitheucus
tripterus (Heteroptera, Pentatomidae) e Nysius californicus (Lygaeidae) (SOUZA

et al., 2007a,b). Em Triatoma brasiliensis e T. sordida (Heteroptera, Reduviidae),
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corpusculos corados com Ag-Nor permaneceram observaveis até a metafase I
(TAVARES; AZEREDO-OLIVEIRA, 1997). Em Carlisis  wahlbergi
(Heteroptera, Coreidae) corpusculos nucleolares foram observados até a metafase
I (FOSSEY; LIEBENBERG, 1995), enquanto em Acanthocoris sordidus
(Heteroptera, Coreidae) e Coptosoma punctissimum (Heteroptera, Plataspidae) os
nucléolos foram detectados nas placas metafasicas de espermatdcitos primarios e
secundarios (YOSHIDA, 1947).

Em Rhagovelia sp. e Martarega sp. observamos a presenga de
uma ou duas RONSs nas regides teloméricas dos autossomos e ao redor da bainha
pericromossdmica, respectivamente.

O processo de impregnacdo por ions prata, também, varia muito
durante a espermiogénese. Segundo Tartarotti e Azeredo-Oliveira (1999) em
espécies de Panstrogylus (Heteroptera) as marcacdes de prata foram visualizadas
somente até¢ a espermatide inicial (arredondada) desaparecendo durante sua
elongagdo, corroborando a hipdtese de reativacdo pds-meiodtica dos genes para
RNAr. Esse processo foi observado, também, em mamiferos e outros vertebrados
(HOFGARTNER et al., 1979; SUMNER, 1990). O numero ¢ a localizagdo dos
corpusculos prata positivo variam, também, entre as espécies de Heteroptera
(SOUZA et al., 2007a,b, 2008). As espécies de Veliidae e Notonectidaec também
apresentaram comportamentos diferentes. Como pode ser observado a maioria das
caracteristicas sdo comuns para todas as espécies de Heteroptera, necessitando de
maiores estudos citogenéticos e moleculares para um resultado mais conclusivo,
j& que a técnica de impregnagdo pela prata ndo ¢ especifica para evidenciar
estruturas nucleolares, podendo, também, ser utilizada para visualizacdo de

mitocondrias, complexo de Golgi, entre outros.
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Figura 1. Células testiculares de machos adultos de Rhagovelia whitei (a, ¢, d, €) e Rhagovelia
sp. (b, ) coradas com orceina lacto-acética. a) Nucleo polipldide com vaérias regides
heteropicnoticas distribuidas por toda extensdo da célula (setas); b,c) profases I em estagio
inicial do desenvolvimento (leptéteno), com uma regido heteropicnotica (setas); d) paquiteno
com regido heteropicndtica (seta); €) célula em diploteno, com a presenca de quiasmas (setas);
f) diacinese: notar a presenca de quiasmas (setas). Barra: 10 um
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Figura 2. Células testiculares de machos adultos de Rhagovelia whitei (a, b, e, g) e
Rhagovelia sp. (c, d, f) coradas com orceina lacto-acética. a) Célula no diploteno/diacinese:
observar a presenca de quiasmas na maioria dos autossomos (setas) e a associacdo do
material heteropicnético com um cromossomo (cabega de seta); b) observar que no final da
profase os cromossomos associam-se formando dois grupos, sendo um maior que o outro,
podendo ainda, observar cromossomos isolados. c-e) metafases em visdo polar apresentando
23 cromossomos (22A + X0) (c,d) e 39 cromossomos (38A + X0) (e); f) metafase I em visdo
lateral, podendo-se observar, claramente a associagio telomérica entre 0s cromossomos; g)
metafase I em visdo polar: observar que o cromossomo sexual estd associado com um
autossomo (seta). Barra: 10 um
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Figura 3. Células testiculares de machos adultos de Rhagovelia whitei (a, b, c, f) e
Rhagovelia sp. (d, e, g) coradas com orceina lacto-acética. a) Telofase; b,c) espermatides
com material cromatinico arredondado; d) espermatides com a presenga de uma vesicula
grande (setas); ) espermatide em alongamento; f,g) esperméatides com a cabega em forma
de bastdo intensamente corada pela orceina. Barra: 10 pm
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Figura 4. Células testiculares de machos adultos de Martarega sp. coradas com
orceina lacto-acética. a) Nucleo polipldide com varias regides heteropicnédticas
distribuidas por toda extencdo da célula (setas); b) profases iniciando-se o processo
de condensacdo dos cromossomos, com a presenca de um corpusculo
heteropicndtico (seta). Notar, ainda, a presenga do nucléolo (cabeca de seta).
Observar em destaque uma célula de Thianta perditor (Pentatomidae, c) e de
Halobatopsis platensis (Gerridae, d). Notar que as células apresentam tamanhos
muito diferentes, considerando-se que estdo com a mesma ampliagdo. Barra: 10
pum
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Figura 5. Células testiculares de machos adultos de Martarega sp. coradas com
orceina lacto-acética. a,b) Células em profase (Paquiteno). Observar o tamanho € a
condensac¢do dos cromossomos. Barra: 10 um
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Figura 6. Células testiculares de machos adultos de Martarega sp. coradas
com orceina lacto-acética. a) Célula em diploteno/diacinese podendo-se
observar a associagdo telomérica entre os cromossomos (setas). Observar,
também os m-cromossomos (cabeca de seta); b,c) Metafases I, em visdo
polar, com os autossomos formando um anel, com 0s cromossomos sexuais
XY (X, setas; Y, asteriscos), € os m-cromossomos (cabegas de seta) no
centro deste. Complemento cromossdmico de Martarega sp. é de 2n= 26
(22A + 2m+ XY). Barra: 10 um
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Figura 7. Célula testicular de machos adultos de Martarega sp. coradas com
orceina lacto-acética em telofase, notar o tamanho das células em formacéo.
Barra: 10 um
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Figura 8. Células testiculares de machos adultos de Martarega sp. coradas com orceina
lacto-acética. a) Cé€lula em telofase com os autossomos associados pelas regides
teloméricas formando um circulo e no seu interior ha cromatina, possivelmente, os m-
cromossomos (cabecas de seta), ligado ao circulo e localizado na regido externa ao
circulo ha um material heteropicnotico que possivelmente sdo 0s cromossomos sexuais
(setas); b) espermatide arredondada com cromatina distribuida uniformemente; c)
espermatide em inicio de alongamento, passando de arredondada para quadrada; d)
posteriormente, elas tomam forma de bastdo com material cromatinico distribuido
uniformemente; ¢) observar a regido da cabeca e da cauda da espermatide em
formacdo. Barra: 10 um
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Figura 9. Células testiculares de machos adultos de Rhagovelia whitei (a, b, d, f) e
Rhagovelia sp. (c, e, g) impregnadas com ions prata. a) Nucleo polipldide com varios
corpusculos, fortemente impregnados pela prata e outros menos impregnados,
espalhados pelo nucleo (setas); b) Profase em estagio inicial (leptoteno), com dois
corpusculos, sendo um maior que o outro; c¢) Profase inicial com dois corpisculos
sendo, ainda, um maior do que o outro; d) observar que os corpusculos ja se
desorganizaram podendo-se observar este material somente em alguns cromossomos
(setas); e) dipléteno/diacinese mostrando um cromossomo com marca¢do da NOR nas
regides teloméricas (setas); f, g) metafases mostrando a presenca de ions prata ao redor
da bainha pericromossdmica, sendo mais evidente em R. whitei (g, setas). Barra: 10 pm
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Figura 10. Células testiculares de machos adultos de Rhagovelia whitei (a, c, d, g, h) e
Rhagovelia sp. (b, e, f) impregnadas com ions prata. a) Tel6fase com impregnacdo em
somente uma das células recentemente formadas; b) células sem marcagdo; c,d)
espermatides arredondadas com marcagdo prata positiva proxima ao material
cromatinico (setas); e) espermatides sem marcagdo pela prata; f,g) espermatides
alongando-se, apresentando maior impregnacdo pela prata na regido anterior da cabeca
(setas). h) espermatides alongadas com intensa marcacao pela prata. Barra: 10 um



87

Figura 11. Células testiculares de machos adultos de Martarega sp. impregnadas com
ions prata. a) Nucleo poliploide com um grande corpusculo impregnado pela prata; b)
préfase inicial, apresentando dois corptisculos, sendo um maior que o outro; ¢) préfase
inicial (zigdteno), comegando a condensagdo dos cromossomos e apresentando os dois
corpusculos, sendo um maior que o outro e impregnados diferentemente. Barra: 10 um
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Figura 12. Células testiculares de machos adultos de Martarega sp.
impregnadas com ions prata. a,b) Paquitenos/diplétenos apresentando
quiasmas intersticiais ¢ terminais (setas) e dois corpusculos nucleolares
grandes (cabegas de seta). Barra: 10 um
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Figura 13. Células testiculares de machos adultos de Martarega sp. impregnadas
com ions prata. a) Metéafase I apresentando possivel marcagdo pela NOR em dois
autossomos (setas) e na bainha pericromossémica em outros autossomos (cabegas
de setas); b) espermatides arredondadas, com marcacdo na regido do envoltério
nuclear (seta); c¢) espermatide em forma de bastdo, com duas marcagdes pela prata,
sendo uma na parte anterior € a outra na posterior da cabecga (setas); d) espermatide
alongada impregnada uniformemente pela prata. Barra: 10 um
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IV. DISCUSSAO GERAL

Os testiculos dos Heteroptera sdo formados por nlmeros
variaveis de lobos e recobertos por membrana de diferentes coloragdes. Espécies
de Coreidae analisadas por Souza et al. (2007c) apresentaram sete lobos
recobertos por membrana avermelhada. Antiteuchus tripterus (Pentatomidae),
também, possue testiculo recoberto por membrana avermelhada, mas € constituido
de seis lobos alongados, sendo o sexto interno ao quinto (SOUZA et al., 2007a),
Mormidae quinquelutuim, Oebalus poecilus e O. ypsilongriseus (Pentatomidae)
possuem, também, membrana avermelhada recobrindo o testiculo, mas o nimero
de lobos alongados encontrado foi de 3, 4, e 4, respectivamente (SOUZA et al.,
2008), Nysius californicus (Lygaeidae) apresenta sete lobos alongados de
tamanhos similares e recobertos com membrana avermelhada (SOUZA et al.,
2007b). Limnogonus aduncus (Gerridae) apresentou testiculos alongados,
constituidos de 2 lobos cada (CASTANHOLE et al., 2008). Assim como L.
aduncus, Brachymetra albinerva, Cylindrostethus palmaris e Halobatopsis
platensis, outros representantes da familia Gerridae analisadas, no presente
trabalho, também apresentaram testiculos arredondados e constituidos de 2 lobos
cada. As espécies Rhagovelia whitei ¢ R. sp. da familia Veliidae analisadas
apresentaram testiculos arredondados e constituidos de um tnico lobo e a espécie
da familia Notonectidae, Martarega sp., também analisadas no presente trabalho,
apresentou testiculos espiralados formados por dois lobos. Todas as familias
aquaticas estudadas, neste trabalho, apresentaram os testiculos envoltos por
membrana transparente, diferenciando-se das outras familias de Heteroptera
terrestres, que apresentaram membrana avermelhada. Apesar destas diferencgas,
ndo ha nenhum relato, na literatura, que confirme se ha alguma relagdo destas
caracteristicas com alguma familia em especial.

Outra caracteristica encontrada nesses organismos foi a presenca
de grande quantidade de tecido adiposo no interior do abdome. Acreditamos que
esta caracteristica esteja relacionada com o grande gasto energético que estas

espécies necessitam para a sobrevivéncia em ambientes aquaticos. Além disso,
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observamos que o tamanho das células meioticas testiculares das espécies
terrestres sdo bem menores do que as dos aquaticos e quando comparamos as
aquaticas observamos que as c€lulas das familias Gerridae e Veliidae sdo menores
do que as da familia Notonectidae. Este ¢ mais um dado que reforca o habitat
como um fator muito importante para, por exemplo, a definicdo do tamanho das
células, pois individuos das familias Gerridae e Veliidae vivem na tensdo
superficial das aguas, enquanto da familia Notonectidae sdo subaquaticos,
portanto, esta ultima necessita de uma maior quantidade de energia para sua
sobrevivéncia.

Com relagdo ao sistema cromossomico do sexo e complemento
cromossOmico das espécies de Veliidae e Gerridae, analisadas no presente
trabalho, elas apresentaram o mesmo sistema (X0), mas diferiram com relagdo ao
complemento cromossomico (23 para Rhagovelia sp. e L. aduncus, 25 para B.
albinerva e H. platensis, 29 para C. palmaris e 39 cromossomos para R. whitei).
Segundo os poucos trabalhos citogenéticos, descritos na literatura de espécies de
Veliidae, todos apresentaram sistema cromossomico do sexo X0, mas diferiram
com relagdo ao complemento cromossomico: Hebrovelia sp. e Microvelia
reticulata 2n= 21 (20A + XO0), Velia currens e V. sp. 2n= 25 (24A +XO0)
(COBBEN, 1968; POISSON, 1936; UESHIMA, 1979). Apesar das poucas
espécies descritas na literatura e as analisadas no presente trabalho terem,
também, apresentado o mesmo sistema cromossomico do sexo, X0, Takenouchi e
Muramoto (1971) relataram o sistema XY para Microvelia douglasi, mas segundo
Ueshima (1979) e, também, nossa sugestdo ¢ a de que haja uma reanalise desta
espécie e que outras espécies sejam analisadas para confirmar o sistema
cromossdmico do sexo nesta familia. Com relagdo as espécies da familia Gerridae
0 numero cromossomico modal é de 2n= 21 (20A + XO0) ou 2n= 23 (22A + X0),
caracterizada por possuir sistema cromossomico do sexo X0, disposi¢do
cromossdmica metafdsica em anel e auséncia de m-cromossomos (UESHIMA,
1979).

Com relacdo as espécies da familia Notonectidae todas as

descritas na literatura apresentaram m-cromossomos, mas diferiram com relacio
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ao sistema cromossdmico do sexo (X;X,, Anmisops; XY, Notonecta) e o
complemento cromossomico de 24 ou 26 cromossomos (UESHIMA, 1979). A
espécie Martarega sp. analisada no presente trabalho apresentou, também, m-
cromossomos ¢ 26 (2n=22A + 2m + XY) cromossomos.

Outras caracteristicas da espermatogénese como a presenca de
cromossomos holocéntricos, quiasmas intersticiais e/ou terminais, uma unica
regido heteropicndtica nas células meioticas, associacdo telomérica dos
cromossomos, meiose reducional para os autossomos e equacional para os
cromossomos sexuais, configuragdo em anel dos autossomos nas metafases sao
caracteristicas que sdo padrdes em todos os Heteroptera analisados,
independentemente da familia, do habitat ou do hébito alimentar (SOUZA et al.,
2007a,b,c, 2008). Talvez uma das unicas diferen¢as encontradas durante a
espermatogénese seja durante a espermiogénese. A morfologia das espermatides
sdo bastante diferentes se compararmos o0s terrestres € o0s aquaticos,
principalmente na fase de alongamento. Os terrestres apresentam espermatides,
em alongamento, em forma de elipse, assim denominada, por nds, segundo a sua
forma geométrica, enquanto todos os aquaticos apresentam-se em forma de bastio
e, algumas, possuem uma vesicula grande, mais uma indicacdo de que eles
possuem uma reserva maior de produtos da sintese metabdlica, do que os demais
Heteroptera terrestres.

Com relagdo ao comportamento nucleolar durante a meiose
observa-se que as espécies de Heteroptera comportam-se de maneira semelhante
aos processos descritos em plantas, ou seja, um grupo dessas proteinas permanece
associado com as RONSs; outro grupo se localiza na periferia dos cromossomos,
onde permanece desde a profase tardia até a tel6fase inicial € um terceiro grupo de
proteinas e também RNAs ficam uniformemente distribuidos no citoplasma entre
a profase e a teléfase (OCHS et al., 1985; FAKAN; HERNANDEZ-VERDUN,
1986; FISCHER et al., 1991; WACHTLER; STAHL, 1993; SCHWARZACHER;
WACHTLER, 1993; GONZALEZ-GARCIA et al., 1995; DUNDR et al., 1997).

As proteinas que foram localizadas na regido da RON foram

descritas em Belostomatidae nos telomeros dos cromossomos sexuais X e Y,
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(Belostoma oxyurum e B. micantulum), ou na regido telomérica de um autossomo
(Belostoma elegans) (PAPESCHI; BRESSA, 2002). Nos Coreidae, uma unica
RON esta presente na regido intersticial do maior autossomo de Pachylis
argentinus (PAPESCHI et al., 2003) ou na regido telomérica de um autossomo em
Carlisi wahlbergi (FOSSEY; LIEBENBERG, 1995) e Spartocera fusca
(CATTANI; PAPESCHI, 2004). Nos Pentatomidae e Gerridae, uma tnica regido
organizadora do nucléolo foi detectada na regido telomérica de um autossomo em
Edessa meditabunda e Limnogonus aduncus, respectivamente (REBAGLIATI et
al., 2003; CASTANHOLE et al., 2008), na posicdo mediana do maior autossomo
em Nezara viridula (CAMACHO et al., 1985; PAPESCHI et al., 2003) ou na
regido telomérica do cromossomo Y em Graphosoma italicum (GONZALEZ-
GARCIA et al., 1996).

Outra classe de proteinas foi encontrada na bainha
pericromossdmica nos cromossomos metafasicos e anafasicos em Antitheucus
tripterus (Heteroptera, Pentatomidae) e Nysius californicus (Lygaeidae) (SOUZA
et al., 2007a,b). Em Triatoma brasiliensis e T. sordida (Heteroptera, Reduviidae),
corpusculos corados com Ag-Nor permaneceram observaveis até a metafase [
(TAVARES; AZEREDO-OLIVEIRA, 1997). Em Carlisis  wahlbergi
(Heteroptera, Coreidae) corpusculos nucleolares foram observados até a metafase
I (FOSSEY; LIEBENBERG, 1995), enquanto em Acanthocoris sordidus
(Heteroptera, Coreidae) e Coptosoma punctissimum (Heteroptera, Plataspidae) os
nucléolos foram detectados nas placas metafasicas de espermatdcitos primarios e
secundarios (YOSHIDA, 1947).

Em Rhagovelia sp. e Martarega sp., espécies analisadas no
presente trabalho, observamos a presenga de uma ou duas RONs nas regides
teloméricas dos autossomos e ao redor da bainha pericromossomica,
respectivamente.

O processo de impregnacdo por ions prata, também, varia muito
durante a espermiogénese. Segundo Tartarotti e Azeredo-Oliveira (1999) em
espécies de Panstrogylus (Heteroptera) as marcagdes de prata foram visualizadas

somente até a espermatide inicial (arredondada) desaparecendo durante sua
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elongacdo, corroborando a hipdtese de reativacdo pds-meiodtica dos genes para
RNAr. Esse processo foi observado, também, em mamiferos e outros vertebrados
(HOFGARTNER et al., 1979; SUMNER, 1990). O numero ¢ a localizagdo dos
corpusculos prata positivo variam, também, entre as espécies de Heteroptera
(SOUZA et al., 2007a,b, 2008). As espécies de Veliidae e Notonectidae também
apresentaram comportamentos diferentes. Como pode ser observado, a maioria
das caracteristicas sdo comuns para todas as espécies de Heteroptera, necessitando
de maiores estudos citogenéticos e moleculares para um resultado mais
conclusivo, ja que a técnica de impregnacdo pela prata ndo ¢é especifica para
evidenciar estruturas nucleolares, podendo, também, ser utilizada para

visualizacdo de mitocondrias, complexo de Golgi, entre outros.
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V. CONCLUSOES

Os trabalhos realizados com as espécies das familias Gerridae

(Brachymetra albinerva, Cylindrostethus palmaris, Halobatopsis platensis;

Limnogonus aduncus), Notonectidae (Martarega sp.) e Veliidae (Rhagovelia

whitei € Rhagovelia sp.) mostraram- nos:

e Que os testiculos dessas espécies sdo arredondados (familia Veliidae),
alongados (Familia Gerridae) ou espiralados (Familia Notonectidae) e
recobertos por membrana transparente;

e As espécies analisadas apresentaram grande quantidade de tecido adiposo ao
dissecarmos-os, diferentemente de espécies terrestres, dessa maneira, pode estar
relacionado ao gasto energético desses individuos;

e As células testiculares da familia Notonectidae sdo bem maiores do que as das
familias Veliidae e Gerridae;

e Todas as espécies apresentaram sistema cromossdmico do sexo X0, com
excecdo da espécie Martarega sp. (Notonectidae), que apresentou XY; o
complemento cromossomico encontrado foi de 2n = 23 (22A + X0, L. aduncus e
R. sp.); 25 (24A + X0, B. albinerva ¢ H. platensis); 26 (22A + 2m + XY,
Martarega sp.); 29 (28A + X0, C. palmaris) e 39 (38A + X0, R. whitei)
Cromossomos;

e Todas as espécies analisadas apresentaram quiasmas intersticiais e/ou terminais;

e Todas as espécies de Gerridae apresentaram espermatides arredondadas do
mesmo tamanho e com uma regido heteropicnotica deslocada para a periferia do
nucleo, excetuando H. platensis em que, as espermatides sdo oito vezes maiores
do que das outras espécies;

e Todas as espécies analisadas apresentaram espermatides arredondadas
adquirindo a forma de bastao;

e Algumas espécies apresentaram espermatides arredondadas com presenga de
vesicula, diferentemente dos individuos terrestres;

e A espécie C. palmaris (Gerridae) apresenta varios corpusculos impregnados

pela prata pequenos, arredondados e distribuidos pela profase, ja as espécies B.
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albinerva e H. platensis apresentam uma massa sem morfologia definida e
varias regides impregnadas;

e A espécie L. aduncus (Gerridae), possue RON localizada na regido telomérica
de um autossomo; e a atividade telocinética ndo ocorre onde se localiza a RON
ativa;

e Em Martarega sp. (Notonectidae) observou-se, na metafase I, duas marcagdes
que possivelmente sdo a da RON, localizadas na regido telomérica;

e Em R. whitei e R. sp. (Veliidae) encontramos marcagdes pela prata ao redor da

bainha pericromossomica e, possivelmente, marca¢do da RON em R. sp.;
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VII. ANEXOS

1. MATERIAL E METODOS

1.1. Obtencio e Armazenamento dos Insetos

Para a andlise citogenética, foram coletados em torno de 20
individuos machos adultos de cada espécie das familias Gerridae (Brachymetra
albinerva, Limnogonus aduncus, Halobatopsis platensis e Cylindrostethus
palmaris), Notonectidae (Martarega sp.) e Veliidae (Rhagovelia whitei,
Rhagovelia sp.), na represa municipal da cidade de Sdo José do Rio Preto
(20°47°32”S, 49°21°37°W), SP, Brasil. Os insetos foram transportados até o
laboratorio de Citogenética e Molecular de Insetos do Departamento de Biologia,
IBILCE/UNESP, montados para encaminharmos para a identificacdo ou para a
nossa cole¢do ou fixados em metanol:acido acético (3:1) ou etanol absoluto e
armazenados no refrigerador, para posteriores andlises. A identificagdo dos insetos
foi realizada pelo Prof. Dr. Luiz Antonio Alves Costa do Departamento de

Entomologia do Museu Nacional do Rio de Janeiro, RJ.

1.2. Dissecacio dos Insetos

Apos a coleta, os insetos, machos adultos, foram eterizados e
dissecados, ja que a espermatogénese em Heteroptera ndo se encerra no estagio
larval. Para a dissec¢@o o inseto foi fixado com um alfinete na regido posterior do
cefalotérax em uma placa de Petri contendo parafina solida e teve suas patas, asas,
escutelo e laterais do abdome seccionados com uma tesoura pequena €
pontiaguda. Foi gotejado uma gota de solugdo fisiologica de Demerec sobre os
orgdos expostos, estes foram removidos com auxilio de um estilete, deixando
evidente os testiculos. Os testiculos, localizados latero-ventralmente, foram
mantidos em sua posi¢cdo por meio de ramificagcdes dos troncos das traquéias dos

respectivos segmentos. Uma membrana de coloracdo variavel (de transparente a
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vermelha) envolve os testiculos em cujo interior localizam-se as células

germinativas em diferentes estadgios de desenvolvimento.

1.3. Coloracoes

1.3.1. Orceina Lacto-Acética

Os testiculos extraidos, conforme descrito anteriormente tiveram
os lobos separados e corados com orceina lacto-acética, para sua caracterizagao
morfolégica. Em seguida, os lobos foram individualmente submetidos a
esmagamento para o estudo citogenético da meiose e espermiogénese.

A imagem da profase meiodtica de Thianta perditor utilizada, a
titulo de comparag¢do, neste trabalho, foi gentilmente cedida por Hederson

Vinicius de Souza.

1.3.2. Impregnacido com Nitrato de Prata (HOWELL; BLACK, 1980, com

modificacoes)

Os insetos foram dissecados em solugdo fisioldgica de Demerec e
os tubulos seminiferos transferidos para solucido de acido acético a 45% por 1
minuto e, posteriormente, acido latico a 50% por 5 minutos. O material foi
esmagado em acido acético a 45%. As ladminas ficaram em camara umida por 10
minutos e a laminula foi retirada com auxilio de nitrogénio liquido. As laminas
foram guardadas para o envelhecimento.

As laminas envelhecidas foram tratadas com uma gota de solugdo
reveladora (solucdo de gelatina a 2%); posteriormente, foram adicionadas duas
gotas de nitrato de prata a 50%, o material foi coberto com laminula e incubado
em estufa a 60°C por 10 minutos em camara umida até o aparecimento de
coloragdo marrom dourada. A lamina foi lavada com 4gua destilada para

desprendimento da laminula e recebeu dois banhos de 4gua destilada secando a
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temperatura ambiente. Apds um dia, a 1amina foi montada com verniz cristal para

analise.

1.4. Analise das laminas

As laminas foram analisadas no microscopio de luz, Olympus
modelo BX40, do Laboratorio de Citogenética e Molecular de Insetos. As
imagens foram analisadas em microscopio Zeiss, AXIOSKOP 2, com lampada de
12V/100 watts, sendo as imagens capturadas pelo software Digital Image
Processing AXIONVISION 3.1 (Zeiss) acoplado ao mesmo, do Laboratdrio de
Morfologia, do Departamento de Biologia do IBILCE/UNESP, Campus de Sao
José do Rio Preto, SP.
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Resumo

Os aspectos da espermatogénese ¢ do comportamento nucleolar foram analisados
em Brachymetra albinerva, Cylindrostethus palmaris, Halobatopsis platensis,
Limnogonus aduncus (Gerridae), Martarega sp. (Notonectidae), Rhagovelia
whitei e Rhagovelia sp. (Veliidae). Os testiculos sdo arredondados (Veliidae),
alongados (Gerridae) ou espiralados (Notonectidae) e apresentam membrana
transparente recobrindo-os. O complemento cromossdémico encontrado foi de 2n =
23 (22A + X0, L. aduncus e R. sp.); 25 (24A + X0, B. albinerva e H. platensis);
26 (22A + 2m + XY, Martarega sp.); 29 (28A + X0, C. palmaris) ou 39 (38A +
X0, R. whitei) cromossomos, sendo que a unica espécie com sistema
cromossomico do sexo diferente foi M. sp., que apresentou sistema XY, além de
ser, também, a unica espécie com m-cromossomos. O comportamento meidtico de
todas as espécies foi semelhante, isto ¢, apresentaram: Ccromossomos
holocéntricos, material heteropicnético na préfase; quiasmas intersticiais e/ou
terminais; primeira divisdo reducional para os autossomos € o inverso para os
cromossomos sexuais. A unica diferenga observada foi com relacdo ao tamanho
extremamente maior das células de M. sp., em todas as fases da espermatogénese.
Com relacdo ao comportamento nucleolar as espécies ndo apresentaram
diferengas, somente M. sp. que possui nucléolos maiores que as demais espécies.
A tunica espécie na qual foi possivel identificar com clareza a regiao da RON foi
L. aduncus, na regido terminal de um autossomo. Confirmou-se, também, através
da espécie L. aduncus, que as associagdes teloméricas ndo ocorrem ao acaso. Nas
demais espécies a marcacdo da RON foi bastante discreta, ndo sendo possivel

afirmar com clareza onde ela esta localizada.

Palavras-chave: Heteroptera aquaticos; Gerridae; Notonectidae; Veliidae; meiose;

comportamento nucleolar.
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Abstract

The aspects of spermatogenesis and nucleolar behaviour were analyzed in
Brachymetra albinerva, Cylindrostethus palmaris, Halobatopsis platensis,
Limnogonus aduncus (Gerridae), Martarega sp. (Notonectidae), Rhagovelia
whitei and Rhagovelia sp. (Veliidae). The testicles are rounded (Veliidae),
elongated (Gerridae) or spiral (Notonectidae) and have a transparent membrane
covering them. The complement chromosome was 2n = 23 (22A + X0, L. aduncus
and R. sp.), 25 (24A + XO, B. albinerva and H. platensis), 26 (22A + 2m + XY,
Martarega sp.), 29 (28A + X0, C. palmaris) or 39 (38A + X0, R. whitei)
chromosomes, and the only specie with different sex chromosome system was M.
sp., which presented XY system and m-chromosomes. The meiotic behavior of all
species was similar: holocentric chromosomes, heteropicnotic material at
prophase; chiasmas interstitial and/or terminal; first reductional division for the
autosomes and the reverse for the sex chromosomes. The only difference observed
was related to the very largest size of the cells M. sp. in all stages of
spermatogenesis. With regard to the nucleolar behavior, the species did not show
differences, only M. sp. which has nucleoli larger than the other species. The only
species in which it was clearly possible to identify the region of NOR was L.
aduncus, in the region of a terminal autosome. It was also confirmed that the
telomeric associations do not occur at random. In other species the marking was

very discreet, no one can clearly say where NOR is located.

Keywords: aquatic Heteroptera; Gerridae; Notonectidae; Veliidae; meiosis;

nucleolar behaviour.
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