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RESUMO

Heteroptera é uma Subordem da Ordem Hemiptera, que possui cerca de 40 mil
espécies distribuidas em oitenta familias, dentre elas esta a familia Pentatomidae
que se destaca por ser uma das maiores familias com cerca de 4.100 espécies,
representando, aproximadamente, 11% do total de espécies de Heteroptera. As
espécies de Pentatomidae Chinavia impicticornis, Edessa meditabunda, E.
collaris e Thyanta perditor foram estudadas nesse trabalho devido ao sua
importancia econdmica, tendo em vista que sdo espécies fitdfagas que causam
grandes perdas em diversas culturas. Os machos das espécies foram coletados na
regido de Sdo José do Rio Preto, os testiculos foram fixados e posteriormente
processados para analise em microscopia eletrénica de transmissdo, os blocos
obtidos foram trimados, cortados, contrastados e analisados com microscopio
eletrénico de transmissdo Leo — Zeiss, do Centro de Microscopia e Microanalise
(IBILCE-UNESP, Séao José do Rio Preto, SP) e com o microscopio eletrénico de
transmissdo Jeol JEM - 100 CXII da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(FMRP-USP). As eletromicrografias das espécies estudadas apresentaram
caracteristicas ultraestruturais semelhantes as encontradas para diversos
individuos de diferentes ordens, dentre essas caracteristicas estdo a formacgédo do
acrossomo, a partir de uma grande vesicula secretada pelo complexo de Golgi e
que se localiza na regido apical/lateral do nucleo. O nulcleo, também, sofre
transformacdes semelhantes as relatadas para grande parte dos insetos passando
de um estado grande e esférico com a cromatina dispersa para um estado pequeno
e fusiforme e com a cromatina extremamente condensada. Outra estrutura
observada foi 0 adjunto do centriolo que se mostrou uma estrutura eletrondensa na
regido basal do nucleo. Também foi observada a migracdo das mitocondrias para
um polo celular e sua posterior fusdo formando o complexo mitocondrial ou
“Nebenkern”, que, posteriormente, se divide formando os dois derivados
mitocondriais simétricos, com a presenca de estruturas paracristalinas em seu

interior. O padrdo de microtdbulos encontrado no axonema, para todas as



espécies, foi de 9+9+2, tipico de insetos, sendo formado entre os derivados
mitocondriais e acompanhado por estes ao longo de quase toda sua extenséo.
Morfologicamente, o0s derivados mitocondriais sado diferentes entre C.
impicticornis, E. meditabunda, E. collaris e T. perditor onde foi possivel notar
que os derivados de C. impicticornis se apresentaram grandes e arredondados, E.
meditabunda pequenos e arredondados, E. collaris alongados e com extremidades
arredondadas e T. perditor pequenos com uma extremidade arredondada e a outra
angular podendo estas diferencas morfologicas serem caracteristicas interessantes
para futuros estudos filogenéticos ou sistematicos para o grupo. Portanto,
podemos concluir que a maioria das caracteristicas analisadas é semelhante entre
0s insetos, com excecdo da morfologia dos derivados mitocondriais que sdo

diferentes, até mesmo, entre as espécies da familia Pentatomidae.

Palavras-chave: Heteroptera. Ultraestrutura. Acrossomo. Cromatina. Derivados

Mitocondriais. Axonema.



ABSTRACT

Heteroptera is a suborder of the Hemiptera order, which has approximately
40,000 species distributed in eighty families, among them is the Pentatomidae
family that stands out for being one of the largest families with approximately
4,100, representing approximately 11% of the total species of Heteroptera. The
species of Pentatomidae Chinavia impicticornis, Edessa meditabunda, E. collaris
and Thyanta perditor were studied in this work because of their economic
importance, given that they are phytophagous species that cause great losses in
several crops. Males of the species were collected in the region of Sdo José do Rio
Preto, the testes were fixed and then processed for analysis by transmission
electron microscopy, the obtained blocks were trimmed, cut, contrasted and
analyzed with transmission electron microscope Leo - Zeiss, of the Centro de
Microscopia e Microanalise (IBILCE-UNESP, Sdo José do Rio Preto, SP) and the
transmission electron microscope Jeol JEM - 100 CXII of Faculdade de Medicina
of Ribeirdo Preto (FMRP-USP). The species have similar ultrastructural
characteristics to those found in many individuals of different orders, among these
features is the acrosome formation from a large vesicle secreted by Golgi
apparatus and located in the apical/lateral area of the nucleus. The nucleus also
undergoes changes similar to those reported for most insects, passing of a great
and spherical state with chromatin dispersed to a small and fusiform state and
highly condensed chromatin. Another structure was observed the centriolar
adjunct that showed electrodense structure in the basal region of the nucleus. We
also observe the migration of mitochondria for the cell and its subsequent fusion
was observed forming the mitochondrial complex or “Nebenkern”, which later
splits to form two symmetrical mitochondrial derivatives, with the presence of
paracrystalline structures inside. The pattern of microtubules found on the
axonema, for all species was 9+9+2, typical of insects, being formed between the
mitochondrial derivatives and accompanied by such over almost its entire length.

Morphologically, the mitochondrial derivatives are different between C.



impicticornis, E. meditabunda, E. collaris and T. perditor where it was possible to
note that C. impicticornis derivatives showed large and rounded, E. meditabunda
small and rounded, E. collaris elongated and rounded ends and T. perditor
smaller with one rounded end and the other angled being able these
morphological differences are interesting features for future phylogenetic or
systematic studies for the group. Therefore, we can conclude that the analyzed
characteristics are most similar among the insects, with the exception of the
morphology of the mitochondrial derivatives which are different even among the

species of the Pentatomidae family.

Keywords: Heteroptera. Ultrastructure. Acrossome. Chromatin. Mitochondrial

Derivatives. Axoneme.
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I. INTRODUCAO
1. Aspectos Gerais da Subordem Heteroptera

Heteroptera ou percevejos verdadeiros € uma subordem pertencente a
Ordem Hemiptera, possui cerca de 40 mil espécies distribuidas em oitenta
familias e sete infra-ordens, sendo assim o maior e mais diverso grupo de insetos
hemimetadbolos, ou seja, com metamorfose incompleta (SCHUH; SLATER,
1995). Estes insetos possuem ampla distribuicdo geogréafica, sendo encontrados
em todo o globo, com excecdo dos polos, e em uma faixa de altitude que varia de
0 a 4.700 m. Possuem habitos alimentares variados podendo ser hematdéfagos
alimentando-se do sangue de mamiferos e aves, fitdfagos alimentando-se de todas
as partes das plantas e predadores alimentando-se de outros insetos (SCHUH,;
SLATER, 1995). Como exemplos de insetos hematdfagos temos Triatoma
infestans e T. sordida, de fitofagas Zicca annulata e Chariesterus armatus e por
fim exemplos de insetos predadores os Gelastocoris flavus flavus e Martarega
uruguayensis (SCHUH; SLATER, 1995).

1.1. Aspectos Gerais da Familia Pentatomidae

A superfamilia Pentatomoidea possui 5.907 espécies distribuidas
em 1.080 géneros e 16 familias, dentre elas Pentatomidae, Cydnidae, Scutelleridae
e Tessaratomidae, incluem 94% de todas as espécies dessa superfamilia (SCHUH,;
SLATER, 1995; SCHAEFER; PANIZZI 2000). Os Pentatomidae sdo de grande
destaque por serem uma das maiores familias com cerca de 4.100 espécies, sendo
a maioria fitéfagas causando, assim, grande dano as culturas de diversas espécies
vegetais. Todas as espécies da familia estdo distribuidas em 8 subfamilias
(Asopinae,  Cyrtocorinae,  Discocephalinae,  Edessinae,  Pentatominae,
Phyllocephalinae, Podopinae e Serbaninae) e 760 géneros. Sao insetos conhecidos
como Marias-fedidas devido ao fato de secretarem uma substancia com odor
desagradavel produzido nas glandulas de cheiro e secretado pelos seus ductos na
regido da metacoxa (SCHUH; SLATER, 1995; SCHAEFER; PANIZZI 2000).
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Assim como todos os Heteroptera descritos, os Pentatomidae apresentam
cromossomos holocéntricos. Esses cromossomos ndo possuem centromero
definido e assim sua atividade cinética é difusa, o que contrasta com o0s
Cromossomos monocéntricos (encontrados na maioria dos animais) que possuem
centrdmero definido e a atividade cinética € restrita a essa regido (REBAGLIATI
et al. 2005). Em Heteroptera essa atividade cinética é restrita aos finais dos
cromossomos, mais especificamente, nas regides teloméricas, sendo denominados
cromossomos  telocinéticos (MOTZKO; RUTHMAN, 1984; HUGHES-
SCHRADER; SCHRADER, 1961; GONZALEZ-GARCIA et al., 1996). Os
Pentatomidae apresentam um ndmero cromossdmico que varia de 6 a 27, sendo
em aproximadamente 85% das espécies o0 numero, mais comum, de 14
cromossomos (REBAGLIATI et al., 2005), ndo apresentam micro-cromossomos
(m-cromossomos) e o sistema cromossémico do sexo, mais comum, € 0 XX/XY.
Uma caracteristica intrigante em algumas espécies de Pentatomidae é a presenca
de lobo harlequin, um lobo testicular que apresenta meiose atipica
(REBAGLIATI et al., 2005).

A meiose do lobo harlequin apresenta diversas caracteristicas
atipicas como a associa¢do ndo especifica de autossomos, uma disposi¢do anormal
dos cromossomos na placa metafésica e segregacdo cromossdmica, além de fusdo
celular. Como resultado dessa divisdo atipica € comum a producdo de
espermatozéides com namero cromossdmico altamente variavel, o que afetara a
fertilidade do individuo (REBAGLIATI et al., 2005).

As espécies fitdfagas mais importantes economicamente pertencem
as subfamilias Edessinae e Pentatominae, sendo que Pentatominae abriga a maior
parte das espécies de importancia econdmica (SCHAEFER; PANIZZI, 2000).

As espécies do género Edessa sdo conhecidas por serem pragas
principalmente de plantas da familia Fabaceae como soja e ervilha, podendo
também se alimentar de espécies da familia Solanaceae como o tomate e a batata
(PANIZZI, 1997). O género Chinavia é exclusivamente constituido de espécies
fitofagas sendo Chinavia impicticornis conhecida por ser praga de varias culturas

no Brasil, principalmente soja (PANIZZI et al., 2000). Diferentemente das outras
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espécies citadas Thyanta perditor ndo € conhecida por ser praga de plantas da
familia Fabaceae, apesar de poder se alimentar de soja, ela ataca mais
frequentemente plantas da familia Poaceae como trigo, arroz e sorgo (PANIZZI,
1997).

2. Espermatogénese e Estudos Sobre seus Caracteres Ultraestruturais em

insetos

A maioria dos insetos possui um par de testiculos recobertos por
um epitélio protetor que pode ou ndo ser pigmentado, sendo que cada um dos
testiculos possui em seu interior um ndmero variado de foliculos ou lobos
separados por seu proprio epitélio que se abrem para um Unico duto deferente
(PHILLIPS, 1970; DALLAI, 2014). Esses lobos podem se apresentar em
diferentes numeros e formas nos diferentes grupos de insetos, sendo em
Pentatomidae mais comuns numeros de 3 a 7, com morfologia alongada
(PHILLIPS, 1970; SOUZA, 2009).

Cada um dos lobos testiculares € dividido em inimeros cistos que
também sdo separados por um epitélio, nesses cistos estdo contidas as células
germinativas chamadas de espermatogonias, sendo que todas as espermatogonias
de um cisto sofrem divisGes mitéticas dando origem aos espermatdcitos primarios
(PHILLIPS, 1970; NAME, 2008). Os espermatocitos primarios passam por outras
divisbes mitdticas dando origem aos espermatocitos secundarios que ao sofrerem
meiose dao origem as espermatides que sdo células haploides, sendo que cada
cisto possui divisdes sincrénicas, ou seja, todas as células de um cisto estdo no
mesmo estagio de diferenciacdo (PHILLIPS, 1970; NAME, 2008).

Apbés sua formacdo as espermatides sofrem alteracdes
morfofuncionais através de um processo denominado espermiogénese. Durante
esse processo a espermatide inicial que é arredondada se torna gradualmente mais
alongada e ocorrem transformagdes importantes como a formagéo do acrossomo,
a compactacao da cromatina, alem da formacdo da cauda onde estdo presentes 0s

derivados mitocondriais e 0 axonema (NAME, 2008).
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Os primeiros estudos de caracteristicas estruturais da
espermatogénese datam do inicio do século passado, porém ainda se utilizando de
microscopia de luz (BOWEN 1920, 1922a, 1922b), entretanto com o
aperfeicoamento das técnicas para microscopia eletrénica de transmissdo a partir
da metade do século surgiram trabalhos com maior riqueza de detalhes sobre essas
caracteristicas ultraestruturais (BAWA, 1964; KESSEL, 1966; HOAGE, 1968;
PHILLIPS, 1970). Os aspectos ultraestruturais da espermiogénese sdo
particularmente importantes para analises taxondmicas e filogenéticas, trabalhos
mais recentes tém como principal foco localizar caracteristicas que sejam
sinapomorficas para os grupos estudados como o numero de microtdbulos do
axonema, a presenca e a quantidade de estruturas cristalinas no interior dos
derivados mitocondriais, além da presenca de pontes ligando o axonema aos
derivados mitocondriais (ARAUJO, 2011 e 2012; LINO-NETO; DOLDER, 2001,
DALLAI et al, 2010; DALLAI, 2014).

2.1. Acrossomo

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

Durante a espermiogénese se observa o aparecimento da vesicula
pré-acrossomal, localizada anteriormente ao ntcleo, no espermatozoide (BAO et
al., 1989; ARAUJO et al., 2011). As enzimas acrossomais sao geralmente
armazenadas na forma de pro-enzimas e quando ocorre a reacdo acrossomal séo
liberadas e ativadas, participando, assim, do evento da fertilizacdo (BACCETTI et
al., 1989; TESARIK et al., 1990; GALLO et al., 1991).
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2.2. Transformacdes nucleares

As transformacfes ou mudancas nucleares que ocorrem durante a
espermiogénese podem ser no geral, separadas em duas etapas uma delas com a
compactacdo da cromatina passando-se de um estado descondensado para um
estado extremamente condensado onde é possivel notar estagios de cromatina
granulosa e posteriormente filamentosa, e também a etapa de alongamento e
diminuicdo do didmetro do ndcleo sendo que ambas ocorrem simultaneamente
(PHILLIPS, 1970; TOKUYASU, 1974; BAO; HAMU, 1993). Esse processo de
condensacéo da cromatina ocorre pela substituicdo de histonas ricas em lisina por
outras histonas ricas em arginina, sendo que as histonas ricas em arginina sao
produzidas no citoplasma durante a espermiogénese e posteriormente
transportadas para o nucleo (PHILLIPS; 1970; BACCETTI, 1985). Ja a
transformacdo na morfologia do nucleo ocorre pela presenca de indmeros
microtibulos ao redor do ndcleo podendo também serem denominados de
manchete cuja funcdo é a de auxiliar essas transformacGes morfoldgicas que
ocorrem no nudcleo (BACCETTI, 1985; NAME, 2010). Esses padrdes de
transformacdes nucleares sdo encontrados em diversas ordens de insetos como,
por exemplo, Diptera, Hemiptera e Coleoptera (PHILLIPS, 1970; TOKUYASU,
1974; BAO; HAMU, 1993).

2.3. Complexo Mitocondrial e Derivados Mitocondriais

Uma das organelas mais estudadas sdo as mitocondrias, sendo
observado que durante a espermatogénese, elas assumem diferentes morfologias
conforme as fases em que a célula se encontra (PHILIPS, 1970). Durante a
espermatogénese elas sofrem fusGes e metamorfoses onde sua estrutura tipica é
modificada. Uma estrutura chamada complexo mitocondrial (também denominado
de “Nebenkern”) é formada nos estagios iniciais da diferenciacdo (PHILLIPS,
1970; BACCETTI; AFZELIUS, 1976). Nos estagios seguintes ocorre a divisdo do
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complexo mitocondrial em dois derivados mitocondriais que no processo de
alongamento dos espermatozoides irdo se posicionar bilateralmente ao axonema
(TOKUYASU, 1974).

Os derivados mitocondriais sdo preenchidos por uma estrutura de
natureza proteica, por toda sua extensdo, organizada em um padrdo paracristalino,
tendo sido observado em muitos insetos (PHILLIPS, 1970; ROSATI et al., 1976).
Também chamado de cristalGide, essa estrutura € composta por uma proteina
denominada “cristalomitina” (BACCETTI et al., 1977). Vérias fungdes foram
sugeridas para os derivados mitocondriais presentes nos espermatozoides, Perotti
(1973) supunha que o material armazenado nos derivados mitocondriais estava
relacionado na ativacdo e nutricdo do ovdcito apds a fertilizacdo, posteriormente
foram propostas as funcdes de participagdo no controle e regulacéo da forma do
movimento flagelar e no processo de estocagem e liberacdo de energia necessaria
para a motilidade flagelar, sendo essas ultimas mais aceitas (PHILLIPS, 1974;
TOKUYASU, 1975).

2.4. Axonema

Estudos do axonema e sua organizacdo estrutural foram muito
realizados com flagelos de espermatozdides de Drosophila gerando importantes
contribuicbes (PEROTTI, 1969). O axonema se forma devido a atividade
centriolar. Em insetos o axonema segue o padrdo de microtibulos de 9+2+2,
sendo nove tubos acessérios circundando o padrdo usual de nove duplas de
microtubulos e dois microtabulos centrais (9+2) comum para animais de outras
classes (DALLAI, 2014), embora existam algumas excecGes como em alguns
representantes da subordem Nematocera em que o padrdo é 9+9+1 e efemérides
onde o padrdo encontrado é de 9+9+0 (PHILLIPS, 1970). Algumas espécies
apresentam padrdes aberrantes como € o caso descrito em dipteros cecidomideos e
sciarideos que possuem padrdo 13+0 (DALLAI et al., 1991). Geralmente o
axonema dos insetos se encontra ancorado ao envoltério nuclear por uma estrutura

ribonucleoproteica chamada de adjunto do centriolo (DALLAI, 2014), essa
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estrutura é eletrodensa e achatada, tem como principal funcdo o ancoramento das
estruturas flagelares associadas ao nucleo (PHILLIPS, 1970).

Embora os Heteroptera, em especial Pentatomidae, tenham sido
muito estudados citogeneticamente, estudos sobre caracteristicas ultraestruturais
ainda sdo escassos. Analises ultraestrutturais da espermatogénese das espécies
Chinavia impicticornis, E. collaris e Thyanta perditor ainda ndo foram descritas
na literatura e E. meditabunda foi descrita parcialmente por Fernandes et al
(2001), mostrando assim a importancia de caracterizar essas espécies.
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I1. OBJETIVOS

1. Objetivos gerais

Devido a grande importancia do processo de espermatogénese para
a reproducdo dos animais e ao conhecimento ainda escasso de seus aspectos
ultraestruturais em Heteroptera, o objetivo geral do presente trabalho foi o de
caracterizar esses aspectos ultraestruturais da espermatogénese de espécies da

familia Pentatomidae (Heteroptera).

2. Objetivos especificos

a) Caracterizar a formacdo do acrossomo e as transformacdes nucleares durante a
espermiogénese de Chinavia impicticornis, Edessa meditabunda, E. collaris e

Thyanta perditor;

b) Caracterizar o complexo mitocondrial, os derivados mitocondriais e 0 axonema

das espécies;

c) Comparar as ultraestruturas entre as espécies e verificar diferencas
morfoldgicas que possam ser utilizadas em futuros estudos taxonémicos e/ou

filogenéticos.
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Caracteristicas ultraestruturais da regido da cabeca das espermatides de
quatro espécies de percevejos fitéfagos da Familia Pentatomidae
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Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas UNESP - Univ Estadual
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Resumo

As espécies da familia Pentatomidae Chinavia impicticornis, Edessa
meditabunda, E. collaris, e Thyanta perditor foram coletadas e seus testiculos
fixados, e posteriormente, processados para analise com o objetivo de se verificar
ultraestruturalmente a formacdo da regido da cabeca da espermatide, dado maior
foco na formacdo do acrossomo e ao comportamento nuclear durante a
espermiogénese utilizando-se de microscopia eletrbnica de transmissao
convencional como método dessa analise A formacdo do acrossomo das espécies
foi muito similar ao relatado em outros estudos para grande parte dos insetos, isto
é, a partir de uma vesicula secretada pelo complexo de Golgi. O nucleo, também,
sofreu transformacdes semelhantes as relatadas para grande parte dos insetos
passando de um estado grande e esférico com a cromatina dispersa para um estado
fusiforme e com a cromatina extremamente condensada. Outra estrutura
observada foi o adjunto do centriolo que se mostrou uma estrutura eletrondensa na
regido basal do nucleo. As estruturas analisadas, no presente trabalho, se
mostraram extremamente semelhantes entre as espécies analisadas 0 que mostra
que seus estudos morfoldgicos podem ndo ser uma boa ferramenta para estudos

filogenéticos ou sistematicos dentro de Heteroptera.

Palavras Chave: Ultraestruturas, acrossomo, cromatina.
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Introducgéo

Os Heteroptera sdo a maior subordem de insetos hemimetabolos,
ou seja, com desenvolvimento indireto, possuindo cerca de 40 mil espécies
(SCHUH; SLATER 1995). Dentre os Heteroptera a familia Pentatomidae se
destaca por ser uma das maiores familias com cerca de 4.100 espécies, sendo a
maioria fitéfagas causando, assim, grandes danos as culturas de diversas espécies
vegetais (SCHAEFER; PANIZZI 2000), podendo causar SErios riscos
econdmicos. Segundo Panizzi (1997, 2000) as espécies dos géneros Edessa e
Chinavia sdo conhecidas por serem pragas principalmente de plantas da familia
Fabaceae como soja e ervilha, podendo também se alimentar de espécies da
familia Solanaceae como o0 tomate e a batata, ja& 0 género Thyanta se alimenta
mais frequentemente de plantas da familia Gramineae como trigo, arroz e sorgo.

Apo6s a metade do século XX com a evolucdo da microscopia
eletronica o0s estudos relacionados aos aspectos ultraestruturais da
espermatogénese de insetos comecaram a ser realizados com grande frequéncia
como o trabalho de Phillips (1970) onde ele apresenta uma revisdo com cerca de
200 espécies de insetos para elucidar ultraestruturalmente as transformacGes que
ocorrem nas espermatides durante a espermiogénese, e o de Tokuyasu (1974) com
estudos dos derivados mitocondriais e do axonema em Drosophila melanogaster.
A regido da cabeca das espermatides e espermatozoides foi muito estudada dando-
se énfase a formacdo do acrossomo e ao comportamento nuclear durante a
espermiogénese devido a grande importancia desses processos (FAWCETT,; ITO,
1965; PHILLIPS, 1970; BAO; HAMU, 1993). O acrossomo é descrito, na maioria
das espécies, como uma organela fundamental para fecundacéo (PHILLIPS 1970),
pois esta relacionado com a capacitacdo dos espermatozoides, pois possuem
enzimas que removem o mecanismo de protecdo da superficie deles e, tambem,
digerem barreiras que pode haver durante sua migracdo pelo trato reprodutor da
fémea (FAWCETT; ITO, 1965; PHILLIPS, 1970). Ja a compactacdo do nucleo
ocorre passando-se a cromatina de um estado descondensado para um estado

extremamente condensado passando por estdgios de cromatina granulosa e
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posteriormente filamentosa, além do alongamento e diminuicdo do didmetro do
nucleo (PHILLIPS, 1970; BAO; HAMU, 1993).

Embora os Pentatomidae tenham sido muito estudados
citogeneticamente e morfologicamente, as caracteristicas ultraestruturais, da
maioria das espécies, permanecem desconhecidas. Portanto o objetivo do estudo
foi o de descrever as ultraestruturas da regido da cabeca das espermatides de

Edessa meditabunda, E. collaris, Chinavia impicticornis e Thyanta perditor.

Material e métodos

Os machos das espécies Edessa meditabunda, E. collaris, Chinavia
impicticornis e Thyanta perditor pertencentes a familia Pentatomidae, foram
coletados em Séo José do Rio Preto — SP (20° 47' 13" S, 49° 21' 38" W). Para a
dissecacao os individuos foram colocados em geladeira por alguns minutos para
entrarem em estado de letargia. Com auxilio de microscopio estereoscépico e
estiletes o abdome dos espécimes foi cortado longitudinalmente e os testiculos,
que se localizam na regido posterior do abdome, foram extraidos e fixados
imediatamente em solugdo de Karnovsky por aproximadamente 24 horas.

Para o0 processamento para microscopia eletrdnica de transmissao
os testiculos foram submetidos a duas lavagens em tampéao Millonig, em seguida,
pos-fixagio com Tetroxido de Osmio 1%: Millonig (1:3) por 2 horas em
geladeira. O material foi lavado rapidamente em agua bidestilada e desidratado
em uma sequéncia de solucdes com concentracdes crescentes de acetona de 70 a
100%. Apds esse procedimento foi feita a pré-infiltracdo em araldite:acetona
(1:1), overnight, em temperatura ambiente. Posteriormente foi feita infiltragdo em
araldite por 2 horas a 37°C, em seguida a inclusdo do material em araldite por 48
horas a 60°C. Ap0s a realizacdo da trimagem dos blocos e de cortes semifinos, por
onde foram localizadas as melhores regides de cortes do bloco, foram realizados
cortes ultrafinos em ultramicrotomo Leica Ultracut UCT.

Esses cortes foram coletados em grids e, posteriormente,

contrastados com acetato de uranila a 2%, por 20 minutos (WATSON, 1958) e,
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depois, em citrato de chumbo a 2%, em solucéo de hidroxido de sédio 1 M, por 6
minutos (VENABLE; COGGESHALL, 1965). Os resultados das técnicas de
microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram documentados por
eletromicrografias obtidas com o microscopio eletronico de transmissdo Leo —
Zeiss, do Centro de Microscopia e Microanalise (IBILCE-UNESP, S&o José do
Rio Preto, SP) e com o microscopio eletrénico de transmissdo Jeol JEM - 100
CXII da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto (FMRP-USP).

Resultados

As eletromicrografias das células testiculares de Chinavia impicticornis,
Edessa collaris, Edessa meditabunda e Thyanta perditor ndo apresentaram
diferengas entre si se apresentando em um padrdo semelhante ao de outros insetos,
portanto, foi possivel observar em todas as espécies estudadas que no inicio da
espermiogénese as cisternas do complexo de Golgi muito desenvolvidas (Figura
la-c), e uma grande vesicula sendo formada na sua face trans através da fuséo de
inimeras vesiculas menores (Figuras 1d e 2), sendo denominada de granulo ou
vesicula pr6 acrossomal (Figuras 2 e 3a). Essa vesicula se localiza primeiramente
na regido posterior do ndcleo e se mostra eletronlicida. Ap6s contato com o
nicleo se desloca para a regido anterior do mesmo (Figura 3b,c). E possivel
observar que essa vesicula comeca a sofrer alteracfes morfoldgicas se tornando
concava e mais eletrondensa revestindo por completo a regido antero-lateral do
nucleo (Figuras 3d e 4). Ao final da diferenciacdo essa vesicula dard origem ao
acrossomo localizado na regido anterior do nucleo (Figura 4c,d).

Simultaneamente a formacdo do acrossomo ocorre a compactacdo da
cromatina no nicleo das células durante a espermiogénese. Apds a divisao
meidtica a cromatina comeca a se tornar granulosa (Figura 5a,b). Esses granulos
comegam a se concentrar por toda a periferia do nlcleo e também é possivel
observar o achatamento do nucleo durante o processo (Figuras 5c¢,d e 6a,b), apos
essa fase de granulacdo a cromatina comeca a se apresentar em forma filamentosa

ocupando todo o espago interno do nucleo, além de ocorrer a diminuicdo do
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didmetro do nucleo (Figura 6¢,d). Também, da periferia para o centro é possivel
observar outra fase de compactagéo e alongamento onde as fibras de cromatina
comecam a se alinhar (Figura 7a,b), até se tornarem uma Unica estrutura e
extremamente eletrondensa preenchendo todo nucleo (Figura 7c,d).

Outra estrutura que é formada durante a espermiogénese que pode ser
observada foi o adjunto do centriolo, uma pequena estrutura eletrondensa que se
localiza no polo posterior do nudcleo (Figura 8a) sendo responsavel pelo
acoplamento do axonema e dos derivados mitocondriais ao nucleo (Figura 8b).
Também foi possivel observar que todas as transformacdes citadas anteriormente,
além do surgimento e alongamento da cauda, ocorrem simultaneamente (Figura
8c).
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Figura 1. Eetromicrografias das espermatides de Chinavia impicticornis (a-c), Edessa meditabunda (d). a-d)
Grande desenvolvimento do complexo de Golgi com sua face trans (concava) voltada para o ndcleo.

Nucleo (N), Complexo mitocondrial (MC) e Cisternas do complexo de Golgi (setas). Aumentos:
10000x (a-c), 27000x (d).



Figura 2. Eletromicrografias das espermatides de Chinavia impicticornis (a), Edessa meditabunda (c) e
Thyanta perditor (b, d). a-d) Formag&o da vesicula pr6 acrossomal e sua aproximagdo do ndcleo.
Nucleo (N), Vesicula pré acrossomal (pA) e Complexo de Golgi (setas). Aumentos: 10000x (a,b),
27000x (c), 16700x (d).



) e Thyanta
perditor (b). a) Vesicula pré acrossomal em contato com a envoltério nuclear; b-d) Transformacéo
da vesicula pré acrossomal em acrossomo. Nucleo (N), Vesicula pr6 acrossomal (pA), Complexo de
Golgi (Setas), Acrossomo (Ac). Aumentos: 10000x (a), 16700x (b), 27000x (c), 16700x (d).
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Figura 4. Eletromicrografias das espermétides de Chinavia impicticornis (b, c¢), Edessa collaris (a) e
Thyanta perditor (d). a, b) Acrossomo posicionado na regido lateral do nucleo; ¢, d) Acrossomo
na regido apical do ndcleo. Ndcleo (N), Acrossomo (Ac). Aumentos: 10000x (a), 14000x (b),
27000x (c), 16700x (d).
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R0 % N A 1
Figura 5. Eletromicrografias das espermatides de Chinavia impicticornis (c), Edessa

ollaris (a, b) e Edessa
meditabunda (d). a, b) Cromatina se tornando granulosa no interior do ndcleo; c, d) Cromatina
granulosa se acumula na periferia do ndcleo. Ndcleo (N), Cromatina na periferia do ndcleo (setas).
Aumentos: 10000x (a), 6000x (b), 27000x (c), 14000x (d).



34

Figura 6. Eletromicrografias das espermatides de Edessa collaris. a, b) Cromatina granulosa comeca a
ocupar grande parte do nucleo; ¢, d) Cromatina se torna fibrilar dando inicio a segunda etapa da
condensacdo. Nucleo (N), Cromatina (setas). Aumentos: 10000x (a, b e d), 14000x (c).
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Figura 7. Eletromicrografias das esperméatides de Edessa meditabunda (a-c) e Thyanta perditor (d). a-c)
Cromatina se tornando mais condensada; d) Nucleo fusiforme com a cromatina completamente
condensada. Nucleo (N), Microtibulos (Mt), Cromatina (setas). Aumentos: 14000x (a), 16700x (b,
c), 27000x (d).
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N A A EOO T AT S A ~
Figura 8. Eletromicrografias das espermétides de Edessa meditabunda (a, b) e Thyanta perditor (c). a, b)
Adjunto do centriolo se forma na regido posterior do nicleo onde o axonema ira se originar; c¢) Visao
geral do alongamento da espermatide mostrando o acrossomo na regido apical, o nicleo em processo
de condensacdo, adjunto do centriolo, axonema e derivados mitocondriais. Adjunto do centriolo (setas),

Axonema (asterisco), Nucleo (N), Acrossomo (Ac) e Derivados Mitocondriais (MD). Aumentos: 8000x
(a), 27000x (c), 8000x (c).
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Discussao

A formacdo do acrossomo de Chinavia impicticornis, Edessa
meditabunda, E. collaris e Thyanta perditor ocorre de maneira similar a da
maioria dos insetos, onde ocorre um grande desenvolvimento do complexo de
Golgi que produz pequenas vesiculas, na sua face trans, que irdo se fundir
formando a vesicula pré acrossomal. A vesicula ira se ligar ao nucleo onde sofrera
transformacfes que dardo origem ao acrossomo, como descrito por Hoage e
Kessel (1968) em Apis melifera, Phillips (1970) para diversas ordens de insetos,
Fernandes et al (2001) para Heteroptera da familia Pentatomidae, e por Name et al
(2012) em trés espécies de Diptera, sendo a sua formacdo essencial para que
ocorra a penetracdo do espermatozoide no ovocito (HOAGE; KESSEL, 1968;
PHILLIPS, 1970; NAME et al, 2012). Phillips (1970) relatou uma excegéo para a
formacdo do acrossomo para membros do género Conocephalus pertencente a
ordem Orthoptera em que a vesicula é formada na face cis do complexo de Golgi.
Em sua forma final o acrossomo pode se mostrar simples sem nenhuma estrutura
auxiliar como encontrado em alguns Diptera por Name (2008) e Name et al
(2012) ou o acrossomo pode conter estruturas de insercdo como o perforatorium
como encontrado em alguns Hymenoptera como Bephratelloides pomorum por
Lino-Neto et al (1999). O acrossomo das espécies estudadas se mostrou de
maneira simples e localizado em uma depressdo apical/lateral do nucleo se
apresentando como uma estrutura uniforme e eletrondensa.

Durante o processo de formacdo do acrossomo ocorre
simultaneamente a compactacdo da cromatina e a transformacéo do nucleo onde a
cromatina se torna primeiramente granular e, posteriormente, filamentosa até se
tornar uma estrutura intensamente eletrondensa, a0 mesmo tempo em que 0
nucleo se torna mais fusiforme e pequeno (PHILLIPS, 1970; TOKUYASU, 1974;
BAO; HAMU, 1993), processo esse semelhante ao descrito para diversas ordens
como Hemiptera e Orthoptera por Phillips (1970), duas espécies de Coleoptera
por Bao e Hamu (1993), Diptera por Tokuyasu (1974) e Name (2008) e em

Heteroptera por Fernandes et al (2001). O processo de condensagdo da cromatina
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ocorre pela substituicdo de histonas ricas em lisina por histonas ricas em arginina,
sendo essas histonas ricas em arginina produzidas no citoplasma durante a
espermiogénese e, posteriormente, transportadas para o nucleo (PHILLIPS; 1970;
BACCETTI, 1985). Nas espécies do presente estudo a condensagdo da cromatina
ocorreu de maneira similar a da maioria dos insetos. Também foi possivel
observar a presenca de inumeros microtubulos ao redor do nucleo que também s&o
chamados de manchete cuja funcéo € a de auxiliar as transformacdes morfologicas
do ndcleo, sendo esses microtibulos encontrados em diversas espécies
(BACCETTI, 1985; NAME, 2008).

Outra estrutura que foi possivel observar na regido da cabeca da
espermatide das espécies analisadas no presente trabalho foi o adjunto do
centriolo, uma estrutura eletrondensa, que se localiza na regido posterior do
ndcleo sendo encontrado em diversas especies de insetos (PHILLIPS, 1970). O
adjunto do centriolo é composto por ribonucleoproteinas oriundas do ndcleo ou da
degradacdo de ribossomos presentes no citoplasma (PHILLIPS, 1970,
BACCETTI, 1972; NAME, 2008) cuja funcdo sugerida pode ser a ancoragem do
flagelo como sugerido por Baccetti (1972) ou a nutricdo para 0 processo de
formagéo do axonema como mostrado em Orthoptera por Yasuzumi et al (1970).

As espécies de Chinavia impcticornis, Edessa Meditabunda, E. Colaris e
Thyanta perditor estudadas neste trabalho apresentaram diversas semelhancas
com a maioria dos insetos estudados até o momento em relacdo a formacdo e
morfologia das ultraestruturas citadas anteriormente. Porém nenhuma das
estruturas estudadas apresentou diferencas inter ou intraespecificas o que mostra
qgue o estudo morfoldgico dessas estruturas ndo sdo eficientes para uso
taxondmico ou filogenético. Ainda assim para uma compreensdo mais ampla dos
aspectos ultraestruturais de Heteroptera e para elucidar esses aspectos em grande

parte dessa subordem novos estudos dever&o ser realizados.
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Resumo

Heteroptera é uma Subordem da Ordem Hemiptera, que possui cerca de 40 mil
espécies distribuidas em oitenta familias, dentre elas esta a familia Pentatomidae
que se destaca por ser uma das maiores familias com cerca de 4.110 espécies,
representando, aproximadamente, 11% do total de espécies de Heteroptera. As
espécies de Pentatomidae Edessa meditabunda, E. collaris, Chinavia
impicticornis e Thyanta perditor foram estudadas nesse trabalho devido ao sua
importancia econémica, tendo em vista que sdo espécies fitdfagas que causam
grandes perdas em diversas culturas. As espécies estudadas foram coletadas na
regido de S&o José do Rio Preto e os espécimes machos tiveram seus testiculos
extraidos e fixados, além de posteriormente serem processados para analise em
microscopia eletrdnica de transmissdo convencional. Os individuos apresentaram
caracteristicas ultraestruturais semelhantes as encontradas para diversos
individuos de diferentes ordens, dentre essas caracteristicas estdo a presenca de
dois derivados mitocondriais simétricos, presenca de estruturas paracristalinas em
seu interior, além de axonema no padrdo de microtibulos de 9+9+2 tipico de
insetos. Morfologicamente, os derivados mitocondriais sdo diferentes entre E.
meditabunda, E. collaris, C. impicticornis e T. perditor podendo esta ser uma
caracteristica interessante para futuros estudos filogenéticos ou sistematicos para

0 grupo.
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Palavras Chave: Ultraestruturas, derivados mitocondriais, axonema.

Introducéo

Heteroptera ou percevejos verdadeiros é uma subordem da Ordem
Hemiptera, que possui cerca de 40 mil espécies distribuidas em oitenta familias e
sete infra-ordens, sendo assim o maior e mais diverso grupo de insetos com
metamorfose incompleta (SCHUH e SLATER, 1995). Dentre os Heteroptera a
familia Pentatomidae se destaca por ser uma das maiores familias com cerca de
4.112, representando, aproximadamente, 11% do total de espécies de Heteroptera
(SCHUH e SLATER, 1995; SCHAEFER; PANIZZI 2000). A maioria desses
individuos sdo fitdfagos causando, assim, grandes danos as culturas de diversas
espécies vegetais (SCHAEFER; PANIZZI 2000), podendo causar S€rios riscos
econémicos. Segundo Panizzi (1997, 2000) as espécies dos géneros Edessa e
Chinavia sdo conhecidas por serem pragas, principalmente, de plantas da familia
Fabaceae, como soja e ervilha, podendo também se alimentar de espécies da
familia Solanaceae, como o tomate e a batata. J& o género Thyanta se alimenta
mais frequentemente de plantas da familia Gramineae como trigo, arroz e sorgo.

Apesar da enorme importancia da subordem Heteroptera, 0s
trabalhos sobre sua ultraestrutura das células espermatogoniais ainda sdo escassos
e restritos a poucas espécies como as descritas por Bao e De Souza (1994) e
Araujo et al (2011 e 2012), respectivamente, familias Reduviidae, Pentatomidae e
Largidae. Os primeiros estudos das caracteristicas estruturais datam do inicio do
século passado, porém ainda utilizando-se de microscopia de luz (BOWEN 1920,
1922a, 1922b), entretanto com o aperfeicoamento das técnicas para microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET) surgiram trabalhos com maior riqueza de
detalhes sobre essas caracteristicas ultraestruturais (BAWA, 1964; KESSEL,
1966; HOAGE, 1968; PHILLIPS, 1970). Trabalhos mais recentes tém como foco
localizar caracteristicas que sejam sinapomorficas para os grupos estudados como

0 numero de microttbulos do axonema, a presenca de pontes entre 0 axonema e
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os derivados mitocondriais, a presenca e a quantidade de estruturas cristalinas no
interior dos derivados mitocondriais (ARAUJO, 2011; ARAUJO, 2012; LINO-
NETO; DOLDER, 2001; DALLAI et al, 2010; DALLAI, 2014).

Neste estudo foi analisada e descrita ultraestruturalmente a
formacéo regido flagelar durante a espermatogénese de Edessa meditabunda, E.
collaris, Chinavia impicticornis e Thyanta perditor pertencentes a familia
Pentatomidae, mostrando caracteristicas que possam ser usadas em futuros

estudos filogenéticos para a subordem Heteroptera.

Material e métodos

Os machos das espécies Edessa meditabunda, E. collaris, Chinavia
impicticornis e Thyanta perditor pertencentes a familia Pentatomidae, foram
coletados em Séo José do Rio Preto — SP (20° 47' 13" S, 49° 21' 38" W). Para a
dissecacdo os individuos foram colocados em geladeira por alguns minutos para
entrarem em estado de letargia. Com auxilio de microscopio estereoscépico e
estiletes 0 abdome dos espécimes foi cortado longitudinalmente e os testiculos,
que se localizam na regido posterior do abdome, foram extraidos e fixados
imediatamente em solucdo de Karnovsky por cerca de 24 horas.

Para o0 processamento para microscopia eletrdnica de transmisséo
os testiculos foram submetidos a duas lavagens em tampdo Millonig, em seguida,
pos-fixagio com Tetroxido de Osmio 1%: Millonig (1:3) por 2 horas em
geladeira. O material foi lavado rapidamente em agua bidestilada e desidratado
em uma sequéncia de solucdes com concentracdes crescentes de acetona de 70 a
100% de concentragcdo. Apos esse procedimento foi feita a pré-infiltracdo em
araldite:acetona (1:1), overnight, em temperatura ambiente. Posteriormente foi
feita infiltragdo em araldite por 2 horas a 37°C, em seguida a inclusdo do material
em araldite por 72 horas a 60°C. Apos a verificagdo da melhor regido a ser cortada
foram realizados cortes ultrafinos, em ultramicrotomo Leica Ultracut UCT.

Esses cortes foram coletados em grids e, posteriormente,

contrastados com acetato de uranila a 2%, por 20 minutos (WATSON, 1958) e,
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depois, em citrato de chumbo a 2%, em solucdo de hidréxido de sodio 1M, por 6
minutos (VENABLE; COGGESHALL, 1965). Os resultados das técnicas de
microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram documentados por
eletromicrografias obtidas com o microscopio eletronico de transmissdo Leo —
Zeiss, do Centro de Microscopia e Microanalise (IBILCE-UNESP, S&o José do
Rio Preto, SP) e no microscopio eletronico de transmissdo Jeol JEM- 100 CXII da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP).

Resultados

A analise das ceélulas de Chinavia impicticornis, Edessa
meditabunda, E. collaris e Thyanta perditor, permitiu visualizar que no inicio da
espermatogénese as espermatides possuem formas arredondadas e grande
quantidade de mitocondrias de tamanhos e formas variadas e que estdo
distribuidas por todo o citoplasma (Figura 1l1a,b). Posteriormente, essas
mitocondrias, comecam a se deslocar para um dos polos da célula (Figura 1c).

Apo6s o deslocamento das mitocéndrias para um dos polos, elas
comegam a sofrer inimeras fusbes (Figura 1d) até formar uma Unica estrutura
denominada de complexo mitocondrial ou “Nebenkern” com varias membranas
internas (Figuras 1d e 2a,b). Posteriormente, o complexo mitocondrial comeca a
perder essas membranas internas, tornando-se uma estrutura uniforme. Durante
esse processo algumas por¢des do citoplasma podem ficar presas no interior do
complexo mitocondrial (Figura 2b-d).

Durante o alongamento das espermatides, esse complexo
mitocondrial comega a se dividir formando dois derivados mitocondriais
esféricos, que sdo observados proximos e paralelos entre si (Figura 2c). Ao final
da divisdo observam-se os derivados mitocondriais ao redor do axonema, ainda
com a presenca de vesiculas com material citoplasmatico (Figura 2d). Apos a
divisdo do complexo mitocondrial em derivados mitocondriais, o citoplasma que
estava retido dentro da estrutura é condensado em uma vesicula localizada no

centro de cada derivado (Figura 3a,b). Essa vesicula é, posteriormente, expelida.
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Com o desenvolvimento, os derivados mitocondriais vao
diminuindo de tamanho, perdendo sua conformacdo esférica e se tornando mais
eletrondensos (Figuras 3b-d e 4a-d). Nesta fase € possivel observar microtdbulos
posicionados ao redor dos derivados mitocondriais (Figura 4a-d) e uma membrana
que envolve os derivados mitocondriais e 0 axonema (Figura 5a-d). Nas etapas
finais da diferenciacdo das espermatides essa membrana regride formando duas
pontes que parecem conectar o axonema aos derivados mitocondriais (Figura 7b).
No interior dos derivados mitocondriais ocorre a formacao de uma estrutura mais
elétrondensa que o restante da ultraestrutura chamada de estrutura paracristalina
ou cristaléide (Figura 5d).

Todos os derivados mitocondriais, da mesma espécie, apresentaram
morfologias semelhantes entre si, porém entre as espécies estudadas houve
diferencas morfologicas (Figura 4a-d) como os derivados de C. impicticornis
(Figura 4a) que se mostram grandes e arredondados, E. meditabunda (Figura 4b)
que sdo pequenos e arredondados, E. collaris (Figura 4c) que possui 0s derivados
alongados e com extremidades arredondadas e T. perditor (Figura 4d) onde seus
derivados se mostram mais curtos e com uma extremidade arredondada e a outra
angular.

Na Figura 6 podemos observar cortes transversais da regido
flagelar, mediana e final da espermatide na qual podemos observar que 0s
derivados mitocondriais estdo por toda a extensdo da cauda, acompanhando o
axonema que esta entre os derivados. Proximos a regido flagelar os derivados sdo
maiores, podendo ser observados que os dois estdo proximos (Figura 6a), na
regido mediana os derivados ja sdo menores e deslocados uns dos outros (Figura
6b,c) e no final da cauda os derivados sdo bem menores do que 0s observados nas
regides anteriores (Figura 6d), portanto diminuindo progressivamente até a regiao
da cauda.

Simultaneamente & formac&o dos derivados mitocondriais, ocorre o
inicio da formacdo do axonema (Figuras 2d e 3a-d), e em uma etapa posterior
ocorre a formagdo de uma membrana que o envolve por completo (Figura 5b-d).

Com relacdo ao padrdo de organizacdo do axonema as quatro espécies de
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Pentatomidae estudadas apresentaram o padrdo 9+9+2 sendo um par de
microtdbulos centrais, nove pares de microtdbulos periféricos e nove

microtubulos acessorios (Figura 7a,b).

Figura 1. Eletromicrografias de espermatides em estagio inicial de diferenciacdo de Chinavia
impicticornis (a) Edessa meditabunda (b, d) e E. collaris (c). a-b) Migracdo das
mitocdndrias para um polo da espermatide; c-d) Fusdo das mitocéndrias originando o
complexo mitocondrial. Mitocondrias (setas), nicleo (N) e complexo mitocondrial (MC).
Aumento: 10000x.



Figura 2. Eletromicrografias de espermatides em estagio intermediario de diferenciacdo de Edessa
meditabunda (a) e E. collaris (b). e Thyanta perditor (c-d). a-b) Fim da formacgdo do
complexo mitocondrial e vesiculas de citoplasma presas no complexo c) Inicio da divisdo
do complexo mitocondrial; d) Formagdo dos derivados mitocondriais e surgimento do
axonema. Nucléo (N), complexo mitocondrial (MC), derivados mitocondriais (MD),
vesiculas de citoplasma, axonema (seta). Aumento: 16700x.
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Figura 3. Eletromicrografias de espermatides em estagio intermediario de diferenciacdo de Edessa
meditabunda (c), E. collaris (a-b) e Thyanta perditor (d). a-c) Formacdo dos derivados
mitocondriais e surgimento do axonema; d) Formagdo dos tdbulos acessérios ao redor do
axonema. Nucléo (N), complexo mitocondrial (MC), derivados mitocondriais (MD) e
axonema (seta) e citoplasma no interior dos derivados mitocondriais (asterisco). Aumentos: a)
20000x, b-d) 27500x.
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Figura 4. Eletromicrogafias da regido flagelar das espermatides de a) Chinavia impicticornis; b)
Edessa meditabunda; c) E. colaris e d) Thyanta perditor evidenciando a morfologia
diferente dos derivados mitocondriais para as espécies e as estruturas paracristalinas em seu
interior, além do o padrdo de disposi¢do dos microtubulos do axonema (9 + 9 +2) e os
microtibulos ao redor dos derivados. Derivados mitocondriais (MD), estrutura
paracristalina (asterisco), axonema (setas) e microtibulos (ponta de seta). Aumentos: a)
67000x, b) 80000x, c) 67000, d) 60000x.
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Figura 5. Eletromicrogafias da regido flagelar das espermatides de Chinavia impicticornis (a,b),
Edessa meditabunda (c,d). a) Formacdo das membranas que envolvem os derivados e
0 axonema; b) Detalhe da formacdo da membrana que circunda o axonema; c)
Membrana comecando a envolver os derivados mitocondriais; d) Membranas
envolvendo os derivados e o axonema. Membranas (setas), derivados (MD) e estrutura
paracristalina (asterisco). Aumentos: a) 40000x, b) 80000x, ¢) 40000x, d) 60000x.
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Figura 6. Cortes transversais da regido do flagelo, evidenciando a posic¢ao dos derivados mitocondriais
em relacdo ao axonema ao longo do flagelo de T. perditor. a) Derivados mitocondriais
grandes e ocupando grande espaco do citoplasma; b-c) Cortes transversais da regido
intermediaria do flagelo mostrando os derivados menores e mais afastados em relacdo ao
axonema; d) Cortes transversais da regido final do flagelo mostrando o desaparecimento
guase completo dos derivados mitocondriais. Derivados mitocondriais (MD), axonema
(setas). Aumentos: a) 40000x, b) 35000, c,d) 40000x.
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Eletromicrogafias da re s de a) E. colaris e b) Thyanta perditor
evidenciando o padrdo de disposi¢do dos microtubulos do axonema (9 + 9 +2). a) Dois
microtubulos centrais (CM) e nove microtibulos acessorios (circulos numerados); b) Nove
duplas de microtdbulos intermediarios (circulos numerados) e cisterna que liga o axonema

aos derivados mitocondriais. Aumento: 100000x

Figura 7.

Discussao

As caracteristicas ultraestruturais da espermatogénese da subordem
Heteroptera ja foram descritas em alguns membros das familias Reduviidae (BAO
e DE SOUZA, 1994), Largidae (ARAUJO et al, 2012) e Pentatomidae
(PHILLIPS, 1970; FERNANDES et al, 1998; FERNANDES e BAO 1999;
FERNANDES et al, 200la; FERNANDES et al, 2001b; ARAUJO 2011;
DALLAI 2014), além de individuos aquéaticos da infra-ordem Gerromorpha e
terrestres das infra-ordens terrestres Cimicomorpha e Pentatomorpha (DALLAI e
AFZELIUS 1980).

A formagao do complexo mitocondrial ou “nebenkern” consiste na
migracdo das mitocondrias para um polo celular e uma posterior sequéncia de
fusbes. O complexo mitocondrial comeca a se formar e varias membranas ou
segmentos podem ser observadas no interior da estrutura, que posteriormente com
0 decorrer do processo diminuem de nimero (BOWEN 1922; PRATT 1970;
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PHILLIPS 1970; DALLALI, 2014). Durante esse processo pode ocorrer & formagéo
de vesiculas no interior do complexo mitocondrial denominado de regides
refrativas por Bowen (1922) e, posteriormente, identificadas como citoplasma por
Phillips (1970). Os estudos sobre o complexo mitocondrial foram realizados, por
esses autores, utilizando as espécies Euschistus euchistoides, Brochyniena
quadripustulata e Murgantia histronica (BOWEN 1922), Murgantia histronica
(PRATT 1970), bem como espécies do género Euschistus (PHILLIPS 1970) todas
pertencentes a familia Pentatomidae. Dallai (2014a) mostrou que a formacédo do
complexo mitocondrial € semelhante para a maioria das ordens de insetos sendo
esse processo semelhante ao descrito em Heteroptera (BOWEN 1922; PRATT
1970; PHILLIPS 1970). A formacdo dos complexos mitocondriais, nas espécies,
por nés analisadas, Chinavia impcticornis, Edessa Meditabunda, E. Colaris e
Thyanta perditor foram semelhantes entre as espécies e com as descritas por
outros autores, demonstrando que esses processos sdo muito conservados.

A origem dos derivados mitocondriais segue um padrdo similar
para grande parte dos insetos estudados. Apods a sua formacdo eles se alongam
acompanhado o axonema (PRATT 1970; PHILLIPS 1970; GRASSNER Il et al
1972 e MERCATI et al 2009), como as espécies por nos estudadas.

Os derivados mitocondriais quando observados em cortes
transversais podem se apresentar simétricos entre si como 0s observados em
Trichogramma dendrolimi (Hymenoptera) por Lino-Neto e Dolder (2001),
Chrysomya megacephala (Diptera) por Name et al (2010), Podisus nigrispinus,
Podisus distinctus, Brontocoris tabidus, Thynacanta marginata e Supputius
cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae) por Aradjo et al (2011), Largus rufipennis
(Heteroptera: Largidae) por Aradjo et al (2012) ou assimétricos como encontrados
para as espécies do género Chrysopa (Neuroptera) por Phillips (1970) e
Hypanthidium foveolatum (Hymenoptera) por Gracielle et al (2009), sendo o
modelo simétrico em corte transversal o encontrado para Chinavia impcticornis,
Edessa Meditabunda, E. Colaris e Thyanta perditor neste estudo.

Phillips (1970) em seu estudo avalia que a morfologia dos

derivados mitocondriais pode ser espécie-especifica. Isto foi confirmado em nosso
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trabalho analisando a morfologia dos derivados das espécies, onde os derivados de
C. impicticornis se apresentaram grandes e arredondados, E. meditabunda
pequenos e arredondados, E. collaris alongados e com extremidades arredondadas
e T. perditor pequenos com uma extremidade arredondada e a outra angular. Os
derivados mitocondriais contem em seu interior uma estrutura paracristalina que é
formada por uma proteina insoltvel e rica em prolina a qual foi dada o nome de
cristalomitina (BACETTI et al 1977) sendo essa proteina presente nas
espermatides e espermatozoides de insetos (PHILLIPS, 1970; BACCETTI et al,
1977; ITAYA et al, 1980 e BAO et al, 1992), nas espécies deste estudo essa
estrutura paracristalina esta presente de maneira mais eletrondensa no interior dos
derivados mitocondriais. Em Heteroptera foi verificada a presenca de duas até trés
estruturas paracristalinas, sendo essa caracteristica considerada sinapomorfica
para o grupo (ARAUJO et al, 2011; ARAUJO, 2012; DALLAI, 2014a; ALEVI et
al, 2015), nas espécies do presente estudo as estruturas paracristalinas encontradas
estdo em inicio de desenvolvimento ndo sendo possivel identificar duas ou trés
estruturas, resultado semelhante ao encontrado em Alevi et al (2015).
Circundando os derivados mitocondriais e 0 axonema € possivel se
observar membranas que séo originadas durante a transformacgéo das mitocéndrias
em derivados mitocondriais (BACCETTI, 1976), acredita-se que a origem
acontece através do reticulo endoplasmatico e as cisternas do complexo de Golgi
(ITO, 1960; BACCETTI, 1976), essas organelas se associam para, provavelmente,
auxiliar as transformacdes celulares durante a espermiogénese como visto por
Werner e Werner (1993) em Gerris najas (Heteroptera: Gerridae), sendo essas
membranas observadas nas espécies do presente estudo. Outra estrutura observada
sdo microtubulos ao redor dos derivados, que segundo Phillips (1970), assim
como as membranas, devem auxiliar nas transformacdes e no processo de
alongamento das espermétides. Posteriormente ao fim da diferenciagdo das
espermatides essas membranas regridem e formam uma ponte que liga o0 axonema
aos derivados mitocondriais, sendo essa considerada uma caracteristica
sinapomorfica para o grupo Heteroptera (DALLAI, 2014) e encontrada nas

espécies desse estudo, essa ponte pode ter a funcdo de coordenar a motilidade do



57

flagelo, auxiliando assim a movimentacdo do espermatozoide (BAO e DE
SOUZA, 1994).

Com relacdo ao padrdo de organizacdo do axonema de Chinavia
impcticornis, Edessa Meditabunda, E. Colaris e Thyanta perditor elas
apresentaram a conformacéo de microtubulos de 9+9+2, sendo nove microtibulos
acessorios, nove duplas de microtibulos intermediérios e dois microtdbulos
centrais, com 0s microtubulos acessorios surgindo no fim da formacdo do
axonema, semelhantes aos resultados descritos por Phillips (1970). Esse padréo é
tido como sinapomorfico para a classe Insecta (DALLAI, 2014), sendo
encontrado em diversos estudos com individuos dessa classe como Bawa (1964)
com Thermobia domestica (Diptera), Gassner Il et al (1972) com Musca
domestica (Diptera), Tokuyasu (1974) com Drosophila melanogaster (Diptera),
Itaya (1980) com Leptocoris trivittatus (Heteroptera: Corixidae), Bao e de Souza
(1994) com Rhodnius prolixus (Heteroptera: Reduviidae), Aradjo et al (2005) com
Scaptotrigona xanthotricha (Hymenoptera), Araujo et al (2011) com cinco
espécies de Heteroptera da familia Pentatomidae e Dallai (2014b) com trés
espécies de Zoraptera. Pode se encontrar algumas conformac6es fora do padrdo
para insetos como o padrdo 9+0 encontrados nos géneros Contarinia e
Lestodiplosis (BACCETTI e DALLAI 1976), e para alguns mosquitos o padrao
9+9+1, enquanto em efeméridas predomina o esquema 9+9+0 (PHILLIPS, 1970),
sendo que as espécies estudadas neste trabalho apresentam a conformacao padrédo
para insetos de 9+9+2.

As espécies de Chinavia impcticornis, Edessa Meditabunda, E.
Colaris e Thyanta perditor estudadas neste trabalho apresentaram diversas
semelhancas com outros Heteroptera da familia Pentatomidae e de ouras familias,
como a presenca de estruturas paracristalinas nos derivados mitocondriais,
axonema com padrdo 9+9+2 e presenca de cisternas envolvendo o axonema e 0s
derivados. A Unica caracteristica que se mostrou diferente entre as espécies foi a
morfologia dos derivados o que pode corroborar a hipdtese de Phillips (1970) de
que a morfologia dos derivados mitocondriais é espécie especifica. Essas

caracteristicas podem se mostrar importantes em futuros estudos filogenéticos e
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para uma compreensdo mais ampla dos aspectos ultraestruturais de Heteroptera e

suas sinapomorfias novos estudos deveréo ser realizados.
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IV. DISCUSSAO GERAL

As caracteristicas ultraestruturais da espermatogénese da subordem
Heteroptera ja foram descritas em alguns membros das familias Reduviidae (BAO
e DE SOUZA, 1994), Largidae (ARAUJO, 2012) e Pentatomidae (PHILLIPS,
1970; FERNANDES et al, 1998; FERNANDES e BAO 1999; FERNANDES et
al, 2001a; FERNANDES et al, 2001b; ARAUJO 2011; DALLAI 2014), além de
individuos aquéticos da infra-ordem Gerromorpha e terrestres das infra-ordens
terrestres Cimicomorpha e Pentatomorpha (DALLAI e AFZELIUS 1980).

A formagdo do acrossomo de Chinavia impicticornis, Edessa
collaris, Edessa meditabunda e Thyanta perditor ocorre de maneira similar a da
maioria dos insetos, onde ocorre um grande desenvolvimento do complexo de
Golgi que produz pequenas vesiculas na sua face trans que irdo se fundir
formando a vesicula pr6 acrossomal. Essa vesicula ird se ligar ao ndcleo onde
sofre transformagdes que dardo origem ao acrossomo, como descrito por Hoage e
Kessel (1968) em Apis melifera, Phillips (1970) para diversas ordens de insetos,
Fernandes et al (2001) para Heteroptera da familia Pentatomidae, e por Name et al
(2012) em trés espécies de Diptera, sendo a sua formacdo essencial para que
ocorra a penetracdo do espermatozoide no ovdcito (HOAGE; KESSEL, 1968;
PHILLIPS, 1970; NAME, 2012). Phillips (1970) relatou uma excecdo para a
formacdo do acrossomo para membros do género Conocephalus pertencente a
ordem Orthoptera em que a vesicula é formada na face cis do complexo de Golgi.
Em sua forma final o acrossomo pode se mostrar simples sem nenhuma estrutura
auxiliar como encontrado em alguns Diptera por Name (2008) e Name et al
(2012) ou o acrossomo pode conter estruturas de insercdo como o perforatorium
como encontrado em alguns Hymenoptera como Bephratelloides pomorum por
Lino-Neto et al (1999). O acrossomo das espécies estudadas se mostrou de
maneira simples e localizado em uma depressdo apical/lateral do nucleo se
apresentando como uma estrutura uniforme e elétrondensa.

Durante o processo de formacdo do acrossomo ocorre simultaneamente a

compactacdo da cromatina e a transformacéo do ndcleo onde a cromatina se torna
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primeiramente granular e posteriormente filamentosa até se tornar uma estrutura
intensamente eletrondensa, a0 mesmo tempo em que 0 ndcleo se torna mais
fusiforme e pequeno (PHILLIPS, 1970; TOKUYASU, 1974; BAO; HAMU,
1993), processo esse semelhante ao descrito para diversas ordens como Hemiptera
e Orthoptera por Phillips (1970), duas espécies de Coleoptera por Bao e Hamu
(1993), Diptera por Tokuyasu (1974) e Name (2008) e em Heteroptera por
Fernandes et al (2001b). O processo de condensacdo da cromatina ocorre pela
substituicdo de histonas ricas em lisina por histonas ricas em arginina, sendo essas
histonas ricas em arginina produzidas no citoplasma durante a espermiogénese e,
posteriormente, transportadas para o nucleo (PHILLIPS; 1970; BACCETTI,
1985). Nas espécies do presente estudo a condensacdo da cromatina ocorre de
maneira similar a da maioria dos insetos. Também foi possivel observar a
presenca de inimeros microtubulos ao redor do nucleo que também sdo chamados
de manchete cuja fungdo € a de auxiliar as transformacgdes morfoldgicas do
nucleo, sendo esses microtubulos encontrados em diversas espécies (BACCETTI,
1985; NAME, 2008).

Outra estrutura que é possivel se observar na regido da cabeca da
espermatide € o adjunto do centriolo uma estrutura elétrondensa que se localiza na
regido posterior do nucleo sendo encontrado em diversas espécies de insetos
(PHILLIPS, 1970), estrutura essa também encontrada nos individuos deste estudo.
O adjunto do centriolo é composto por ribonucleoproteinas oriundas do nucleo ou
da degradacdo de ribossomos presentes no citoplasma (PHILLIPS, 1970,
BACCETTI, 1972; NAME, 2008) cuja funcdo sugerida pode ser a ancoragem do
flagelo como sugerido por Baccetti (1972) ou a nutricdo para o processo de
formagéo do axonema como mostrado em Orthoptera por Yasuzumi et al (1970).

A formacao do complexo mitocondrial ou “nebenkern” consiste na
migracdo das mitocondrias para um polo celular e uma posterior sequéncia de
fusbes. O complexo mitocondrial comeca a se formar e varias membranas ou
segmentos podem ser observadas no interior da estrutura, que posteriormente com
0 decorrer do processo diminuem de numero (BOWEN 1922; PRATT 1970;
PHILLIPS 1970; DALLALI, 2014). Durante esse processo pode ocorrer a formacao
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de vesiculas no interior do complexo mitocondrial denominado de regides
refrativas por Bowen (1922) e, posteriormente, identificadas como citoplasma por
Phillips (1970). Os estudos sobre o complexo mitocondrial foram realizados, por
esses autores, utilizando as espécies Euschistus euchistoides, Brochyniena
quadripustulata e Murgantia histronica (BOWEN 1922), Murgantia histronica
(PRATT 1970), bem como espécies do género Euschistus (PHILLIPS 1970) todas
pertencentes a familia Pentatomidae. Dallai (2014a) mostrou que a formacédo do
complexo mitocondrial € semelhante para a maioria das ordens de insetos sendo
esse processo semelhante ao descrito em Heteroptera (BOWEN 1922; PRATT
1970; PHILLIPS 1970). A formacgdo dos complexos mitocondriais, nas espécies,
por nés analisadas, Chinavia impcticornis, Edessa Meditabunda, E. Colaris e
Thyanta perditor foram semelhantes entre as espécies e com as descritas por
outros autores, demonstrando que esses processos sdo muito conservados.

A origem dos derivados mitocondriais segue um padrdo similar
para grande parte dos insetos estudados. Apods a sua formacdo eles se alongam
acompanhado o axonema (PRATT 1970; PHILLIPS 1970; GRASSNER III et al
1972 e MERCATI et al 2009), como as espécies por nos estudadas.

Os derivados mitocondriais quando observados em cortes
transversais podem se apresentar simétricos entre si como 0s observados em
Trichogramma dendrolimi (Hymenoptera) por Lino-Neto e Dolder (2001),
Chrysomya megacephala (Diptera) por Name et al (2010), Podisus nigrispinus,
Podisus distinctus, Brontocoris tabidus, Thynacanta marginata e Supputius
cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae) por Aradjo et al (2011), Largus rufipennis
(Heteroptera: Largidae) por Araujo et al (2012) ou assimétricos como encontrados
para as espécies do género Chrysopa (Neuroptera) por Phillips (1970) e
Hypanthidium foveolatum (Hymenoptera) por Gracielle et al (2009), sendo o
modelo simétrico em corte transversal o encontrado para Chinavia impcticornis,
Edessa Meditabunda, E. Colaris e Thyanta perditor neste estudo.

Phillips (1970) em seu estudo avalia que a morfologia dos
derivados mitocondriais pode ser espécie-especifica. Isto foi confirmado em nosso

trabalho analisando a morfologia dos derivados das espécies, onde os derivados de
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C. impicticornis se apresentaram grandes e arredondados, E. meditabunda
pequenos e arredondados, E. collaris alongados e com extremidades arredondadas
e T. perditor pequenos com uma extremidade arredondada e a outra angular. Os
derivados mitocondriais contem em seu interior uma estrutura paracristalina que é
formada por uma proteina insoltvel e rica em prolina a qual foi dada o nome de
cristalomitina (BACETTI et al 1977) sendo essa proteina presente nas
espermatides e espermatozoides de insetos (PHILLIPS, 1970; BACCETTI et al,
1977; ITAYA et al, 1980 e BAO et al, 1992), nas espécies deste estudo essa
estrutura paracristalina estava presente de maneira mais elétrondensa no interior
dos derivados mitocondriais. Em Heteroptera é verificada a presenca de duas até
trés estruturas paracristalinas, sendo essa caracteristica considerada sinapomarfica
para o grupo (ARAUJO et al, 2011; ARAUJO, 2012; DALLAI, 2014a; ALEVI et
al, 2015), nas espécies do presente estudo as estruturas paracristalinas encontradas
estdo em inicio de desenvolvimento ndo sendo possivel identificar duas ou trés
estruturas, resultado semelhante ao encontrado em Alevi et al (2015).

Circundando os derivados mitocondriais e 0 axonema é possivel se
observar membranas que séo originadas durante a transformacgéo das mitocondrias
em derivados mitocondriais (BACCETTI, 1976), acredita-se que a origem
acontece através do reticulo endoplasmatico e as cisternas do complexo de Golgi
(ITO, 1960; BACCETTI, 1976), essas organelas se associam para, provavelmente,
auxiliar as transformacdes celulares durante a espermiogénese como Visto por
Werner e Werner (1993) em Gerris najas (Heteroptera: Gerridae), sendo essas
membranas observadas nas espécies do presente estudo. Outra estrutura observada
sdo microtubulos ao redor dos derivados, que segundo Phillips (1970), assim
como as membranas, devem auxiliar nas transformacdes e no processo de
alongamento das espermaétides. Posteriormente ao fim da diferenciacdo das
espermatides essas membranas regridem e formam uma ponte que liga o0 axonema
aos derivados mitocondriais, sendo essa considerada uma caracteristica
sinapomorfica para o grupo Heteroptera (DALLAI, 2014) e encontrada nas

especies desse estudo, essa ponte pode ter a funcdo de coordenar a motilidade do
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flagelo, auxiliando assim a movimentacdo do espermatozoide (BAO e DE
SOUZA, 1994).

Com relacdo ao padrdo de organizacdo do axonema de Chinavia
impcticornis, Edessa Meditabunda, E. Colaris e Thyanta perditor elas
apresentaram a conformacéo de microtubulos de 9+9+2, sendo nove microtibulos
acessorios, nove duplas de microtibulos intermediérios e dois microtdbulos
centrais, com 0s microtibulos acessorios surgindo no fim da formacdo do
axonema, semelhantes aos resultados descritos por Phillips (1970). Esse padréo é
tido como sinapomorfico para a classe Insecta (DALLAI, 2014), sendo
encontrado em diversos estudos com individuos dessa classe como Bawa (1964)
com Thermobia domestica (Diptera), Gassner Il et al (1972) com Musca
domestica (Diptera), Tokuyasu (1974) com Drosophila melanogaster (Diptera),
Itaya (1980) com Leptocoris trivittatus (Heteroptera: Corixidae), Bao e de Souza
(1994) com Rhodnius prolixus (Heteroptera: Reduviidae), Aradjo et al (2005) com
Scaptotrigona xanthotricha (Hymenoptera), Araujo et al (2011) com cinco
espécies de Heteroptera da familia Pentatomidae e Dallai (2014b) com trés
espécies de Zoraptera. Pode se encontrar algumas conformac6es fora do padrdo
para insetos como o padrdo 9+0 encontrados nos géneros Contarinia e
Lestodiplosis (BACCETTI e DALLAI 1976), e para alguns mosquitos o padrao
9+9+1, enquanto em efeméridas predomina o esquema 9+9+0 (PHILLIPS, 1970),
sendo que as espécies estudadas neste trabalho apresentam a conformacdo padrdo
para insetos de 9+9+2.

As espécies de Chinavia impcticornis, Edessa Meditabunda, E.
Colaris e Thyanta perditor estudadas neste trabalho apresentaram diversas
semelhancas com outros Heteroptera da familia Pentatomidae e de ouras familias,
como a formagdo do acrossomo, as transformacbes do nucleo, a presenca de
estruturas paracristalinas nos derivados mitocondriais, axonema com padréo
9+9+2 e presenga de cisternas envolvendo o axonema e os derivados. A Unica
caracteristica que se mostrou diferente entre as espécies foi a morfologia dos
derivados o que pode corroborar a hipétese de Phillips (1970) de que a morfologia

dos derivados mitocondriais é espécie especifica. Essas caracteristicas podem se
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mostrar importantes em futuros estudos filogenéticos e para uma compreensao
mais ampla dos aspectos ultraestruturais de Heteroptera e suas sinapomorfias

novos estudos deverdo ser realizados.
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V. CONCLUSOES

As andlises ultraestruturais da espermatogénese de Chinavia

impicticornis, Edessa meditabunda, E. collaris e Thyanta perditor permitiram

concluir que:

O acrossomo é formado através da fuséo de diversas vesiculas oriundas do
complexo de Golgi se posicionando na regiéo apical/lateral do nucleo;

O nucleo sofre diversas transformacGes durante a espermiogénese
passando de uma morfologia esférica com a cromatina dispersa para uma
morfologia fusiforme com a cromatina extremamente condensada;
Também foi possivel detectar a presenca do adjunto do centriolo como
uma estrutura eletrondensa na regido basal do nicleo;

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

Os derivados mitocondriais possuem morfologia simétrica entre si;
Quando comparado entre os individuos de Chinavia impicticornis, Edessa
meditabunda, E. collaris e Thyanta perditor os derivados apresentaram
diferentes morfologias onde os derivados de C. impicticornis se
apresentaram grandes e arredondados, E. meditabunda pequenos e
arredondados, E. collaris alongados e com extremidades arredondadas e T.
perditor pequenos com uma extremidade arredondada e a outra angular,
sendo essa uma caracteristica muito interessante para futuros estudos
taxondmicos e/ou filogenéticos;

Os derivados mitocondriais das espécies estudadas apresentaram estruturas
paracristalinas em seu interior;

O padréo flagelar encontrado é de 9+9+2, sendo esse 0 padrdo tipico de

insetos.
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Portanto, podemos concluir que a maioria das caracteristicas analisadas é
semelhante entre os insetos, com excecdo da morfologia dos derivados
mitocondriais que sdo diferentes, até mesmo, entre as espécies de Heteroptera

da familia Pentatomidae.
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