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FIGURAS
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CM: Complexo Mitocondrial
DM: Derivados Mitocondriais
Mi: Mitocondrias
N: Nucleo
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I. INTRODUCAO

1. Caracteristicas Gerais dos Heteroptera Aquaticos

A subordem Heteroptera possui sete infraordens com
aproximadamente 80 familias. A maioria ocorre em todos 0s continentes (exceto
Antértica) e algumas ilhas (SCHUH; SLATER, 1995). Dentre estes ha os
Heteroptera aquaticos e semi-aquaticos que sdo amplamente distribuidos, e
surpreendem por sua capacidade de habitar uma extraordinaria variedade de
ecossistemas, sendo encontrados em habitats de dgua doce e marinho, e variada
faixa de altitude entre 0 e 4.700 m (MELO, 2009).

Estes insetos possuem ciclo de vida direto (ovos, ninfas e
adultos sexualmente maduros). Devido as peculiaridades morfoldgicas e
caracteristicas comportamentais desses insetos predadores, independentemente do
estagio de desenvolvimento, sdo capazes de subjugar e consumir pequenos peixes
e insetos. Isto confere a este grupo evidente relevancia para a estrutura tréfica e
transferéncia de nutrientes em ambientes de dgua doce, bem como um potencial
eminente para o controle das populacbes de vetores de doencas (SCHUH,;
SLATER, 1995; VIANNA et al., 2003).

Dentre todos os Heteroptera, 23 familias sdo as representantes
aquaticas e semi-aquaticas: Aepophilidae, Aphelocheiridae, Belostomatidae,
Corixidae, Gelastocoridae, Gerridae, Hebridae, Helotrephidae, Hermatobatidae,
Hydrometridae, Leptopodidae, Macroveliidae, Mesoveliidae, Naucoridae,
Nepidae, Notonectidae, Ochteridae, Omaniidae, Paraphrynoveliidae, Pleidae,
Potamocoridae, Saldidae e Veliidae.

Os Heteroptera pertencentes a familia Belostomatidae, muitas
vezes referida como insetos gigantes d"agua, estdo distribuidos por todo mundo,
embora sua maior diversidade esteja nos tropicos, normalmente associados com a
vegetacdo encontrada em aguas estagnadas ou de baixo fluxo. Sdo conhecidos

pelo comportamento do macho, pois este cuida dos ovos fecundados sem a
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cooperacdo da fémea (SMITH, 1997; TALLAMY, 2000; INADA et al., 2011;
PAPESCHI; BRESSA, 2006; PEREIRA et al., 1993).

Os insetos pertencentes ao género Gelastocoris (Gelastocoridae)
possuem habito de vida semi-aquatico, e sdo encontrados nas margens dos corpos
d &gua doce onde o solo é constantemente encharcado (BORROR et al., 1979;
PEREIRA et al., 2007). As espécies deste género possuem habito alimentar
predador generalista, capturando pequenas presas que se encontram nas margens
dos corpos d’'agua. Como ndo sdo adaptados a vida aquatica, os gelastocorideos
evitam a submersdo (MERRITT; CUMMINS, 1984).

Heteroptera aquaticos pertencentes a familia Gerridae, sdo
conhecidos como insetos 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 aguas paradas. Podem
mover-se muito rapidamente, até 1,5 m/s, na superficie da agua. O comprimento é
bastante variavel, de 1,6 a 36 mm, possuem pernas compridas e a forma do corpo
é muito proxima do arredondado. Eles 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 sdo 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 Vellidae, sdo pequenas, gregarias e
predadoras (UESHIMA, 1979).

2. Aspectos Citogeneticos

Os estudos citogenéticos em Heteroptera datam de 1891 com
Henking, que realizou a analise morfoldgica da espermatogénese na espécie
Pyrrhocoris apterus Linnaeus (Pyrrhocoridae) (PAPESCHI; BRESSA, 2006). Os
Heteroptera possuem como caracteristica geral os cromossomos holocéntricos, ou
seja, sem centrébmero localizado (BUCK, 1967; COMINGS; OKADA, 1972a;
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MOTZOKO; RUTHMAN, 1984: RUFAS; GIMENEZ-MARTIN, 1986; WOLF,
1996); a atividade cinética é restrita aos finais dos cromossomos, mais
especificamente, nas regides teloméricas, sendo entdo denominados cromossomos
telocinéticos (MOTZOKO; RUTHMAN, 1984; SCHRADER, 1935, 1940;
HUGHES-SCHRADER; SCHRADER, 1961; GONZALEZ-GARCIA et al.,
1996), presume-se que ocorra a terminalizacdo dos quiasmas (JOHN; KING,
1985), embora haja trabalhos que discutam esse assunto (JONES, 1987; SOLARI;
AGOPIAN, 1987), e a primeira divisdo meiotica é reducional para 0s autossomos
e equacional para 0S Cromossomos sexuais.

Os cromossomos por serem holocéntricos conferem a
capacidade de divisdo aos fragmentos cromossomicos produzidos, por exemplo,
por radiacdo (HUGHES-SCHRADER; SCHRADER, 1961). Os fragmentos
originados naturalmente também podem migrar regularmente para os polos
durante a anafase e sobreviver por muitas geracGes celulares. A Fragmentacdo
pode, portanto, levar facilmente a um aumento no ndmero de Cromossomos
(JACOBS, 2004).

Estes insetos apresentam outras particularidades durante a
meiose. No leptdteno-zigoteno o cromossomo X é positivamente heteropicnotico
e esta localizado na periferia do nicleo. Ap6s o dipléteno, as células aumentam de
tamanho e o nucleo torna-se semelhante ao estado interfasico, sendo este
denominado de “difuso”. No final da diacinese o cromossomo X torna-se
isopicndtico. Na metéfase | o cromossomo X localiza-se no centro do anel
formado pelos autossomos bivalentes. Na anafase | os autossomos bivalentes
dividem-se  reducionalmente enquanto o cromossomo X  divide-se
equacionalmente. A segunda divisdo segue-se diretamente apos a tel6fase I, sem
0s estagios restantes. Na metafase Il os autossomos dispdem-se no plano
equatorial formando uma configuracdo em anel, com o cromossomo X no centro.
Apos a teléfase 11, as células filhas formadas, terdo como destino o processo de
espermiacdo, pela diferenciacdo dos espermatocitos e elongacdo dessas células
(BRESSA et al., 2002).
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Os Heteroptera possuem, além dos autossomos € cromossomos
sexuais (sistemas simples ou maltiplos), 0s m-cromossomos (microcromossomos)
e 0s cromossomos B. O comportamento meidtico desses cromossomos € diferente
(UESHIMA, 1979; MANNA, 1984; PAPESCHI; MOLA, 1990; GONZALEZ-
GARCIA et al., 1996; SUJA et al., 2000). Como regra, autossomos bivalentes sao
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, 0s cromossomos sexuais sdo aguiasmaticos e comportam-se como
univalentes na meiose dos machos (UESHIMA, 1979; GROZEVA; NOKKALA,
2001).

Wilson (1905) introduziu o0 termo m-Cromossomo para
descrever o0 pequeno par de cromossomos em Hemiptera com comportamento
diferente dos autossomos e dos cromossomos sexuais durante a meiose. Em
Heteroptera, 0s m-cromossomos foram primeiramente descritos nos Coreidae por
Paulmier (1899). Subsequentemente foram encontrados em outras espécies das
infraordens Nepomorpha, Leptopodomorpha e Pentatomomorpha (UESHIMA,
1979; GROZEVA; KUZNETSOVA, 1989). Os m-cromossomos, geralmente, ndo
estdo pareados durante o inicio da profase meidtica I, mas na diacinese eles se
juntam. Na metafase | eles estdo sempre associados formando o pareamento “end-
to-end” (“touch-and-go”) como um pseudobivalente com segregacdo reducional
na anafase |. Na metafase | os autossomos arranjam-se em circulo e 0 m-
pseudobivalente localiza-se no centro e o cromossomo X, geralmente, encontra-se
fora do circulo formado pelos autossomos. Os m-cromossomos sdo aquiasmaticos
e segregam-se equacionalmente na segunda divisdo meidtica, assemelhando-se
aos bivalentes autossdmicos (BRESSA et al., 2001; PAPESCHI et al., 2003).

Os cromossomos B sdo reconhecidos como tais pois aparecem
em alguns individuos, em algumas populaces, de uma determinada espécie

causando polimorfismo cromossdmico. Eles sdo supranumerarios ou membros
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adicionais de um grupo cromossdmico, ndao essencial para a célula ou individuo,
mas, possivelmente prejudicial, pelo menos se presente em grande numero.
Cromossomos B foram encontrados em inimeras espécies de plantas e animais
em uma diversidade de grupos. Eles formam um grupo altamente heterogéneo,
podem ser de varios tamanhos e variar grandemente no conteddo de
heterocromatina e estabilidade mitotica, e seus efeitos podem ser benéficos,
prejudiciais ou neutros. Varios autores consideram 0s cromossomos B como
parasitas ou egoistas (NOKKALA; NOKKALA, 2004).

O numero de autossomos em Heteroptera varia de quatro
(Belostomatidae) a 80 (Miridae), mas estes nimeros ndo sdo tipicos para a
subordem (UESHIMA, 1979). E dificil dizer qual é o nimero cromossémico
modal para a subordem inteira, pois todas as infraordens (Cimicomorpha,
Dipsocoromorpha, Enicocephalomorpha, Gerromorpha, Leptopodomorpha,
Nepomorpha e Pentatomorpha) dentro dos Heteroptera ndo foram estudadas
citologicamente na mesma extensdo (GROZEVA; NOKKALA, 1996).

Com relacédo aos sistemas cromossdmicos do sexo ha os simples
XY/IXX (74,7% das espécies) e X0/XX (14,8%) e os multiplos (originados por
fragmentacdo do cromossomo X e, menos frequentemente do Y, X,0/XpX,,
XnYIXXn e XY /XX, 10,3%) (UESHIMA, 1979; MANNA, 1984). H4, ainda, um
sistema particular neo-XY (0,2%) (CHICKERING; BACORN, 1933,
SCHRADER, 1940; JANDE, 1959).

Espécies da familia Belostomatidae ndo possuem o par de m-
Cromossomos, o sistema cromossdmico do sexo pode ser XY, X,Y ou 0 sistema
neo-XY e o numero modal de cromossomos para esta familia é de 2n= 26
(PAPESCHI et al., 2006). Com relagdo a familia Gelastocoridae somente uma
espécie foi analisada citogeneticamente, Gelastocoris oculatus, com 2n= 30A +
X1X2X3X4Y, ndo possuindo, portanto, m-cromossomos (UESHIMA, 1979).

A familia Gerridae é caracterizada por possuir sistema
cromossdmico do sexo XO, disposicdo cromossdmica em anel na metafase
meidtica e auséncia de m-cromossomos. Apresentam, ainda, Cromossomos

holocéntricos, divisdo pré-reducional dos autossomos e pos-reducional dos
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cromossomos sexuais. O nimero cromossémico modal é de 21 (20A + X0) ou 23
(22A + X0) (UESHIMA, 1979).

Segundo Ueshima (1979) somente 12 especies e dois géneros
pertencentes a familia Notonectidae, foram analisadas citogeneticamente. O
género Anisops (Anisopinae) é caracterizado por sistema cromossdomico do sexo
X1X,0 e apresenta um par de m-cromossomos, sendo o numero diploide de
cromossomos de 26 para 0 macho e 28 para a fémea. Espéecies do género
Notonecta (Notonectidae) analisadas possuem sistemas cromossémicos do sexo
X0 e 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), e as
espécies Velia currens (POISSON, 1936) e V. sp. (UESHIMA, 1979) apresentam
2n= 25 (24A+X0). Apesar de todas as espécies terem sido descritas apresentando
sistema cromossomico do sexo X0, Takenouchi e Muramoto (1971) reportaram o
sistema cromossdmico do sexo XY para Microvelia douglasi, mas ha necessidade
de confirmacédo (UESHIMA, 1979).

Uma das mais importantes questdes relacionadas a evolugédo do
cariétipo em Heteroptera € o problema de diferentes sistemas cromossémicos do
sexo. O problema basico relacionado a evolugdo dos sistemas cromossomicos do
sexo em Heteroptera é a questdo de qual sistema é ancestral, X0 ou XY. O sistema
mais comum em Heteroptera é 0 XY, mas a0 mesmo tempo o taxon ancestral de
Heteroptera tem principalmente o X0 (UESHIMA, 1979). O X0 é mais comum
em insetos das ordens ancestrais Odonata, Orthoptera e Psocoptera (WHITE,
1973). Este sistema esta prevalecendo também na ordem Homoptera juntamente
com Heteroptera (HALKKA, 1959; KIRILLOVA, 1986, 1987). Ueshima (1979)
acredita que o sistema XY evoluiu do X0 em Heteroptera, mas ele reconhece que
a informagdo disponivel é rica nas espécies derivadas e muito pobre, nos taxons
ancestrais (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 ancestrais taxons de Heteroptera. Nokkala e Nokkala
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(1984b) observando espécies de Tingidae verificaram que Dictyonota tricornis
ndo possui cromossomo Y (XO0) e isto € uma indicacdo de que houve perda desse
cromossomo. Portanto, a perda do cromossomo Y em D. tricornis deve ter
ocorrido posteriormente, pois outras espécies de Dictyonota (D. fuliginosa)
apresentaram o cromossomo Y (NOKKALA; NOKKALA, 1984b).

A presenca do sistema neo-XY € uma caracteristica comum em
outros insetos com cromossomos holocéntricos tais como Odonata (MOLA;
PAPESCHI, 1993), mas ele esta quase que ausente em Heteroptera. Até a ultima
revisdéo em 2003, o sistema neo-XY foi observado somente em Lethocerus
(Belostomatidae) (CHICKERING; BACORN, 1933; JANDE, 1959),
Rhytidolomia senilis  (Pentatomidae) (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)
mantém a hipotese de Ueshima (1979), assim o sistema neo-XY evoluiu do X0
ancestral (BRESSA et al., 1999).

Segundo Nokkala et al. (2003), o sistema neo-XY é derivado do
X0 por fusédo do cromossomo X com um autossomo, resultando no cromossomo
neo-X e o homdlogo é transformado em cromossomo neo-Y. A presenca do
sistema neo-XY é revelado por cromossomo sexual bivalente, quiasma
heteromdrfico na meiose de machos e uma diminuicdo no nimero de autossomos
no cariétipo. Estas caracteristicas sdo também tipicas para o sistema neo-XY em
Psylloidea com somente poucas excegoes.

3. Morfologia Testicular
Com relacdo a morfologia testicular de Heteroptera, ha poucos

trabalhos na literatura. Uma das caracteristicas comuns entre grande parte dos
Heteroptera é que eles possuem testiculos formados de lobos, alongados e que



16

estdo sempre um do lado do outro. O numero € varidvel, de trés a sete (SOUZA et
al., 2007a). Segundo a literatura, o nimero de lobos na familia Lygaeidae é
variavel, tendo sido encontrados individuos com dois, quatro, seis e sete lobos,
sendo sete considerado o niumero ancestral (GROZEVA; KUZNETSOVA, 1992).
Ainda segundo a literatura, L. aduncus (Gerridae, CASTANHOLE et al., 2008)
apresenta dois lobos testiculares, Mormidae v-luteum (Pentatomidae, SOUZA et
al., 2008) apresenta trés lobos testiculares, Oebalus poecilus e O. ypisilongriseus
(Pentatomidae, SOUZA et al., 2008), Zicca annulata e Chariesterus armatus
(Coreidae, SOUZA et al., 2007a) quatro lobos, Antitheuchus tripterus
(Pentatomidae, SOUZA et al., 2007b) seis lobos, Nysius californicus (Lygaeidae,
SOUZA et al.,, 2007c), Anasa bellator, Athaumastus haematicus, Dallacoris
obscura, D. pictus, Leptoglossus gonagra, L. zonatus e Sphictyrtus fasciatus
(Coreidae, SOUZA et al., 2007a) sete lobos. Em relacdo a morfologia testicular de
Heteroptera aquaticos, Castanhole et al. (2010) descrevem que as espécies
Brachymetra albinerva, Cylindrostethus palmaris e Halobatopsis platensis
possuem testiculos envoltos por membrana transparente, formados por dois lobos

alongados e localizados na regido posterior do abdome.

4. Aspectos Ultraestruturais

4.1. Acrossomo

Na maioria das espécies o acrossomo (Ac) é uma organela
fundamental para fecundacdo (PHILLIPS, 1970). Além da fecundacdo, o
acrossomo também esta relacionado com a capacitacdo do espermatozoide onde
suas enzimas podem funcionar para remover 0 mecanismo de protecdo na
superficie do espermatozoide e/ou na digestdo de barreiras para a migracdo do
espermatozoide dentro do trato reprodutor da fémea (FAWCETT; ITO, 1965), e
sua origem vem a partir do complexo de Golgi (YASUZUMI, 1974; BAO et al.,
1989).
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Durante a espermiogénese € observado o aparecimento da
vesicula pro-acrossomal, que determina o polo anterior da célula, estando
localizada anteriormente ao nucleo, no espermatozoide (STANLEY, 1971,
AZEVEDO et al., 1985; BAO et al., 1989; ARAUJO et al., 2011). As enzimas
acrossomais sdo geralmente armazenadas na forma de pro-enzimas e quando
ocorre a reagdo acrossomal sdo liberadas e ativadas, participando, assim, do
evento da fertilizagdo (YANAGIMACHI, 1988; BACCETTI et al., 1989;
TESARIK et al., 1990; GALLO et al., 1991).

Na literatura ha poucos trabalhos que discutem a origem e o
contetdo do acrossomo, em Heteroptera. Essa estrutura foi analisada em Gerris
najas (Gerridae) (WERNER; WERNER, 1993), Notonecta glauca (Notonectidae)
(WERNER et al., 1988) e Euchistus heros (FERNANDES et al., 2001), onde
foram observadas vesiculas acrossomais formadas a partir do complexo de Golgi,
que posteriormente formardo o acrossomo que com o alongamento da espermatide
determina o polo anterior desta. Foram observadas mudancas nucleares onde o
desenvolvimento do nucleo envolve mudancas na forma e no grau de condensacgao
da cromatina. Inicialmente, a cromatina encontra-se dispersa e com uma
eletrodensidade baixa, e ao decorrer da espermatogénese, assume um arranjo

fibrilar, compacta e de alta eletrodensidade.

4.2. AXonema

O estudo da organizagédo estrutural do axonema (AXx) recebeu
valiosas contribuicBes provenientes das inimeras observacdes realizadas no
flagelo do espermatozoide de Drosophila (PEROTTI, 1969; KIEFER, 1970;
DALLAI; AFZELIUS, 1991). Na maioria dos insetos o padréo organizacional do
axonema segue 0 esquema 9+9+2, que € o arranjo usual de 9+2 microtubulos
circundados por nove microtibulos acessdrios adicionais (PHILLIPS, 1970;
WARNER, 1971; BACCETTI, 1972; FERNANDES, 1999). Em alguns
mosquitos € comum o esquema 9+9+1, enquanto em efeméridas predomina o

esquema 9+9+0 (PHILLIPS, 1970). Existem ainda esquemas que s&o
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considerados aberrantes, como por exemplo, em dipteros cecidomideos em que o
esquema é 13+0 (BACCETTI; DALLAI, 1976). Araujo et al. (2011) descreveram
um padrdo de cauda para algumas espécies da familia Pentatomidae, onde o
flagelo é composto de um axonema e dois derivados mitocondriais, 0 axonema
segue o0 padrédo de arranjo de microttbulos de 9+9+2 (9 microtubulos acessérios, 9
subtubulos e 2 microtubulos centrais). O autor descreve também que 0 axonema €
cercado por uma membrana cisterna que na maturacdo do espermatozoide se
reduz a duas pequenas cisternas de lados opostos ao axonema aderindo-0 aos
derivados mitocondriais. Entre os Heteroptera, a ultraestrutura de espermatozoides
foi descrita em espécies da familia Pentatomidae (TRANDABURU, 1973;
FERNANDES; BAO, 1998), Reduviidae (DOLDER, 1988; BAO; DESOUZA,
1994), em Heteroptera aquéaticos (AFZELIUS et al., 1985; LEE, 1991; LEE; LEE,
1992), e em insetos pertencentes a infraordem Leptopodomorpha (AFZELIUS et
al., 1976), Cimicomorpha, Gerromorpha e Pentatomomorpha (DALLAI;
AFZELIUS, 1980; ARAUJO et al., 2011) onde foi observado um padréao flagelar
de 9+9+2. O padréo de localizacdo dos derivados mitocondriais estando dispostos

bilateralmente em relacdo ao axonema foi semelhante para todas estas familias.

4.3. Complexo Mitocondrial e Derivado Mitocondrial

As mitocondrias durante a espermatogénese assumem diferentes
morfologias. Em insetos, a regularidade nas formas da mitocondria €
particularmente notavel (PHILLIPS, 1970). No decorrer da espermatogénese as
mitocdndrias sofrem metamorfose, onde a estrutura tipica da mitocéndria é
completamente modificada. Nos estadios iniciais de diferenciacdo ocorre um
complexo processo de fusdo e rearranjo das mitocondrias formando o complexo
mitocondrial que é frequentemente denominado “Nebenkern”, especialmente em
trabalhos mais antigos (PRATT, 1970; PHILLIPS, 1970; TANDLER; HOPPEL,
1972; BACCETTI, 1972; BACCETTI; AFZELIUS, 1976). Com o
prosseguimento da espermatogénese, ocorre a divisdo do complexo mitocondrial

em dois derivados mitocondriais (DM), que no processo de alongamento do
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espermatozoide posicionam-se bilateramente em relagdo ao axonema
(TOKUYASU, 1974).

Durante o processo de diferencia¢do os derivados mitocondriais
séo preenchidos ao longo de sua extensdo por uma estrutura de natureza proteica,
organizada num padrdo paracristalino, e muitas espécies de insetos acumulam
estas estruturas nas mitocondrias durante a espermiogénese (PHILLIPS, 1970;
WARNER, 1971; ROSATI et al, 1976; BAO et al., 1992). Esta estrutura
paracristalina também € conhecida como cristaldide e € formado por uma proteina
rica em prolina, que foi designada de cristalomitina (BACCETTI et al., 1977). Em
Heteroptera (familias Pentatomidae, Reduviidae e Gerridae) foi evidenciado a
presenca de dois ou trés corpos cristalinos no interior dos derivados mitocondriais
(ARAUJO, 2011).

Varias sdo as fungdes sugeridas aos derivados mitocondriais dos
espermatozoides de insetos, podendo participar no controle e regulacdo da forma
do movimento flagelar e estando relacionados com o processo de estocagem e
liberacdo de energia necessaria para a motilidade flagelar (PHILLIPS, 1974;
YASUZUMI, 1974; TOKUYASU, 1975). No entanto, Perotti (1973) contraria
esta Ultima afirmacdo, supondo que o material armazenado nos DM podem estar

envolvidos na ativagdo e nutri¢cdo do ovocito apds a fertilizagao.

4.4. Corpo Cromatdide

As células germinativas possuem em seu citoplasma o acimulo
de um material denominado corpo cromatéide (CB) ou “nuage” (PARVINEN,
2005). O CB é considerado um complexo macromolecular que, provavelmente,
desempenha um papel de coordenador do controle pds-trancricional de produtos
génicos em células germinativas masculinas haploides e, também, funciona como
um centro de determinagéo dos destinos de RNAmM (PARVINEN, 2005; KOTAJA
et al., 2006; KOTAJA; SASSONE-CORSI, 2007).

Alguns autores acreditam que o CB origina-se a partir de um

material existente entre aglomerados de mitocondrias, presente no citoplasma das
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células germinativas (FAWCETT et al., 1970). No entanto trabalhos mais recentes
defendem a origem a partir da fragmentacdo do material nucleolar, durante o
processo de espermatogénese, podendo estar relacionado com a formagdo do
corpo cromatéide (COMINGS; OKADA, 1972b; ANDERSON, 1978;
ANDONOV, 1990; PERUQUETTI et al., 2008ab; PERUQUETTI, 2011).
Portanto, ainda existem muitas ddvidas em relacdo a origem e funcdo do corpo

cromatoide.

4.5. Espermatides Aberrantes e Elementos Supranumerarios

Em insetos ja foram descritos trabalhos em que os autores
relatam a existéncia de cistos com células de diferentes estaddios da
espermatogénese (MESSIAS JR, 1990). Sabe-se que insetos mutantes podem
apresentar transtornos a nivel de espermiogénese (BAO, 1987, BAO; DOLDER,
1991) e que condigdes ambientais, como a temperatura podem influenciar no
desenvolvimento normal da espermiogénese (SZOLLOSI, 1976a,b). A presenca
de espermatides aberrantes na espermiogénese de insetos ndo parece ser um
evento raro. Caetano (1980), por exemplo, descreveu espermatozoides com
elementos constituintes supranumerarios em Atta capigura e A. sexdens

rubropilosa (Formicidae).

4.6. Nucléolo

Uma estrutura que vem sendo estudada em Heteroptera € o
nucléolo e outras estruturas que sao impregnadas pelos ions prata. O tamanho do
nucléolo estd relacionado com a atividade biossintética da 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; SOUZA et
al., 2007a,b).
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Na maioria das espécies de artrépodos, os nucléolos dissociam-
se no diploteno ou diacinese. Portanto, os corpusculos impregnados pela técnica
Ag-NOR, especifica para proteinas associadas ao RNAr, ndo sdo visiveis da
metafase a tel6fase I. Essas marcacOes vao reaparecer no inicio da formacdo das
espermatides, indicando o reinicio das fung@es transcricionais de RNA ribossomal
e, finalmente, desaparecem no final da formacdo das espermatides (BRESSA et
al., 2003). Entretanto, a literatura relata algumas exce¢des como por exemplo em
Asellus aquaticus (isopoda), corpusculos Ag-NOR foram visualizados durante
todo o processo de espermatogénese (DI CASTRO et al., 1983), em Callicrania
seoanei (Orthoptera), as Ag-NORs foram observadas da intercinese até a pro-
metafase Il (SANTOS et al., 1987) e em Triatoma infestans e T. sordida
(Heteroptera, Reduvidae), as marcacdes Ag-NORs estavam presentes até a
metéfase | (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 Il
(FOSSEY; LIEBENBERG, 1995), enquanto em Acanthocoris sordidus
(Heteroptera, Coreidae) e Coptosoma punctissimum (Heteroptera, Plataspidae), os
nucléolos foram detectados nas placas metafasicas de espermatocitos primarios e
secundarios (YOSHIDA, 1947).

Em Heteroptera aquéaticos temos a descricdo do comportamento
nucleolar em Limnogonus aduncus (Gerridae) sendo encontrada marcacfes em
autossomos, e um corpusculo nucleolar em células em fase de anafase, na
espermiogénese observa-se 0s corpusculos nucleolares em, praticamente, todas as
fases (CASTANHOLE et al., 2008) e em Brachymetra albinerva, Halobatopsis
platensis, Cylindrostethus palmaris (Gerridae) foi observado células com um ou
varios corpusculos, que ao se desorganizarem esse material é observado ao redor
da bainha pericromossdomica ou no final da metafase 1, as espermatides
arredondadas apresentaram dois corpusculos proximos um ao outro, mas que com
o0 alongamento um desses corpusculos permanece na regido da cabeca e 0 outro
migra para a parte inicial da cauda, ao final do processo de espermiogénese essas
marcacgdes ndo sdo mais visualizadas (CASTANHOLE et al., 2010).



1. OBJETIVOS
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Il. OBJETIVOS

Devido a grande variabilidade das caracteristicas citogenéticas
dos Heteroptera e ao conhecimento ainda escasso das mesmas, o objetivo geral do

presente trabalho foi o de contribuirmos para ampliarmos essas informagdes.

Os nossos objetivos especificos foram:

a) Analisar os testiculos com relacdo a morfologia e 0 nimero de lobos;

b) Analisar, detalhadamente, 0 comportamento meiético e a espermiogénese de
Belostoma anurum e B. micantulum (Belostomatidae), Gelastocoris angulatus e
G. flavus flavus (Gelastocoridae), Rheumatobates crassifemur crassifemur
(Gerridae), Buenoa amnigenus, B. unguis, Martarega brasiliensis, M.
membranacea, M. uruguayensis (Notonectidae), Rhagovelia tenuipes e R. zela
(Veliidae);

c) Caracterizar aspectos ultraestruturais da espermatogénese de G. f. flavus e M.

uruguayensis.



I11. CAPITULOS




ARTIGO |
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Descricdo da espermatogénese de espécies aquaticas das familias Belostomatidae,
Gelastocoridae, Gerridae, Notonectidae e Veliidae (Heteroptera)

Pereira, LLV*; Castanhole, MMU*; Moreira, FFF?; Barbosa, JF%; ltoyama, MM™.
'UNESP - Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas, Departamento de Biologia, Laboratorio de Citogenética e Molecular de Insetos,
S&o José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil; ?UFRJ - Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Laboratério de Entomologia, Departamento de Zoologia, Instituto de Biologia,

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil.

Resumo

Os Heteroptera possuem cromossomos holocéntricos, atividade cinética restrita aos
finais dos cromossomos, primeira divisdo meiética reducional para 0s autossomos e
equacional para os sexuais, mas apesar destas diversidades de caracteristicas, poucas
espécies foram analisadas até o momento. Verificamos, no presente trabalho, que os
testiculos possuem morfologia arredondada na regido distal e alongada na regido
proximal para as espécies da familia Belostomatidae, alongados e espiralados na
extremidade distal para Gelastocoridae, alongado/espiralado ou arredondado para
Notonectidae e arredondado para Veliidae e Gerridae. Com relagdo aos dados
citogenéticos, os Heteroptera aquaticos analisados possuem caracteristicas semelhantes
as das outras espécies de Heteroptera, descritas na literatura, como por exemplo: a)
préfase | com corpusculo heteropicnotico que persiste até o final do paquiteno, ou sem
corpusculo e com algumas regides de heteropicnose na cromatina; b) células em
dipléteno/diacinese com cromossomos com morfologia bem definida e cromossomos
com associacdes teloméricas; ¢) quiasmas terminais ou intersticiais nicos ou duplos; d)
células metafasicas | com os autossomos dispondo-se em anel e 0S m-cromossomos e o
sexual no seu centro; e) celulas em anafase Il com migracdo tardia de apenas um
cromossomo sexual; f) células telofasicas Il na qual apenas uma das células em
formacdo possui cromossomo sexual, para as espécies XO0; @) espermatides
arredondadas com coloracdo uniforme; h) espermatides em alongamento com a regido
da cromatina em forma de bastdo ou em forma de foice, localizada na regido anterior da
cabeca da espermatide, e presenca de vesicula; i) espermatides elipticas com cromatina
distribuida uniformemente pela célula, com excecdo da regido central em que ha uma

vesicula; j) espermatides em fase final de alongamento com cabega bastante alongada e
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cromatina  homogeneamente  distribuida. Com relagdo aos complementos
cromossomicos verificamos a presenca de 2n=16 (14A+XY, Belostoma micantulum e
Gelastocoris angulatus); 21 (20A+XO0, R. c. crassifemur); 23 (22A+X0, R. zela e R.
tenuipes); 25 (24A+X0, B. amnigenus e B. unguis; 22A+2m+X0, M. membranacea); 27
(24A+2m+X0, M. brasiliensis e M. uruguayensis); 29 (26A+X;X,Y, B. anurum) e 35
(B0A+X 1 XoX3X,Y, G. f. flavus). Com relagcdo a morfometria das células em préfase, B.
micantulum e R. zela foram as que apresentaram as menores células, G. f. flavus foi a
que apresentou maior tamanho e R. c. crassifemur e M. brasiliensis apresentaram
tamanho intermediario. A avaliacdo da espermatogénese, nos permitiu concluir que as
caracteristicas observadas sdo semelhantes as das outras espécies de Heteroptera,
descritas na literatura, diferindo apenas com relacdo a morfologia dos testiculos, o

niimero de cromossomos € 0 sistema cromossdmico do sexo.

Palavras Chave: Citogenética, lobos testiculares, meiose, espermiogénese

Introducéo

Os Heteroptera aquaticos e semi-aquaticos sdo amplamente
distribuidos, e habitam todos os tipos de habitats de dgua doce. Os insetos aquaticos
pertencentes a subordem Heteroptera tém um ciclo de vida direto (ovos, ninfas e adultos
sexualmente maduros). Devido as peculiaridades morfoldgicas e caracteristicas
comportamentais, esses insetos predadores, independentemente do estagio de
desenvolvimento, sdo capazes de subjugar e consumir insetos e pequenos peixes. Isto
confere, a este grupo, evidente relevancia para a cadeia alimentar e transferéncia de
nutrientes em ambientes de agua doce, bem como um potencial eminente para o
controle das populagdes de vetores de doengas (SCHUH; SLATER, 1995; VIANNA et
al., 2003).

Os aspectos meibticos dos Heteroptera sdao 0s seguintes: no leptéteno-
zigéteno o cromossomo X é positivamente heteropicnético e localiza-se na periferia do
nlcleo; no zig6teno e paquiteno, 0s cromossomos estdo emaranhados. O paquiteno é
seguido por um proeminente estagio difuso observado em todas as espécies selvagens,
mas ndo nas espécies intercruzadas. Durante este estagio, bivalentes autossomos nédo se
descondensam completamente, apresentando, dessa maneira, varias regides
heterocromaticas, enquanto que o cromossomo X permanece heteropicnético e

associado ao nucleo. Além disso, o tamanho das células aumenta e o nlcleo assemelha-



28

se com o estado interfasico, sendo denominado de estagio difuso apos o diploteno. No
final da diacinese o cromossomo X torna-se isopicndtico. Na metéfase I, 0 cromossomo
X localiza-se no centro do anel formado pelos autossomos bivalentes. Na anafase | 0s
autossomos bivalentes dividem-se reducionalmente enquanto o cromossomo X divide-
se equacionalmente. A segunda divisdo segue-se diretamente apos a teléfase I, sem os
estagios restantes. Na metafase Il os autossomos dispdem-se no plano equatorial
formando uma configuragdo em anel, com o cromossomo X no centro (BRESSA et al.,
2002). Apos a teldfase I, as células filhas formadas terdo como destino o processo de
espermiacdo, pela diferenciacdo dos espermatocitos e elongacdo dessas células.

Os sistemas cromossdmicos do sexo ja descritos sdo 0s seguintes:
simples XY/XX (74,7% das espécies), X0/XX (14,8%) e multiplos (originados por
fragmentagdo do cromossomo X e, menos frequentemente, do cromossomo Y,
Xn0/XoXn, XaYIX Xy e XY/XX) (10,3%) (UESHIMA, 1979; MANNA, 1984;
CASTANHOLE et al., 2008, 2010). Ha, ainda, um sistema particular neo-XY (0,2%)
(CHICKERING; BACORN, 1933, SCHRADER, 1940; JANDE, 1959).

Espécies da familia Belostomatidae ndo possuem o par de m-
Cromossomos, o sistema cromossémico do sexo pode ser XY, X,Y ou o sistema neo-
XY, e o numero modal de cromossomos para esta familia € de 2n= 26 cromossomos
(PAPESCHI et al., 2006). Com relacdo a familia Gelastocoridae, somente uma espécie
foi analisada citogeneticamente, Gelastocoris oculatus, com 2n= 30A + X;X;X3X4Y,
ndo possuindo, portanto, m-cromossomos (UESHIMA, 1979). A familia Gerridae ¢
caracterizada por possuir sistema cromossdmico do sexo X0, disposi¢do cromossomica
em anel na metafase meidtica e auséncia de m-cromossomos. Apresentam, ainda,
cromossomos holocéntricos, divisdo pré-reducional dos autossomos e pos-reducional
dos sexuais. O nimero cromossémico modal para Gerridae é de 21 (20A +X0) ou 23
(22A + X0) cromossomos (UESHIMA, 1979; CASTANHOLE et al., 2008, 2010).

Segundo Ueshima (1979), somente 12 espécies e dois géneros
pertencentes a familia Notonectidae foram analisadas citogeneticamente. O género
Anisops (Anisopinae) é caracterizado por sistema cromossémico do sexo X;X0 e
apresenta um par de m-cromossomos, sendo o nimero diploide de cromossomos de 26
para 0 macho e 28 para a fémea. Espécies do género Notonecta (Notonectidae)
analisadas possuem sistema cromossomico do sexo X0 e XY e 2n= 24 (20A + 2m +
XY) ou 26 ( 22A + 2m + XY) cromossomos. As especies da familia Veliidae,
Hebrovelia sp. e Microvelia reticulata, apresentam 2n= 21 (20A + X0) cromossomos
(COBBEN, 1968), e as espécies Velia currens (POISSON, 1936) e Velia sp.
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(UESHIMA, 1979) apresentam 2n= 25 (24A + X0) cromossomos. Embora todas as
espécies descritas tenham sistema cromossémico do sexo X0, foi observado XY para
Microvelia douglasi, mas ha necessidade de confirmacdo (UESHIMA, 1979).

Pelas caracteristicas anteriormente mencionadas de numero variavel
de cromossomos e poucos trabalhos relacionados com a citogenética, o objetivo do
presente trabalho foi o de descrever a morfologia testicular e o nimero de lobos, e
analisar  detalhadamente a  espermatogénese  (comportamento  meibtico e

espermiogénese) de espécies pertencentes a cinco familias de Heteroptera aquaticos.

Material e Métodos

No presente trabalho foram analisadas 12 espécies de Heteroptera
aquaticos, pertencentes a cinco familias assim distribuidas: Belostomatidae (Belostoma
anurum e B. micantulum), Gelastocoridae (Gelastocoris angulatus e G. f. flavus),
Gerridae (Rheumatobates crassifemur crassifemur), Notonectidae (Buenoa amnigenus,
B. unguis, Martarega brasiliensis, M. membranacea, M. uruguayensis) e Veliidae
(Rhagovelia tenuipes e R. zela).

Para as analises foram utilizados 20 machos adultos, de cada espécie,
coletados na regido de S&o José do Rio Preto (20°47°'32''S, 49°21' 37"’ W), Sao Paulo,
Brasil. Apds a coleta foram eterizados e dissecados, ja que a espermatogénese em
Heteroptera ndo se encerra no estagio de ninfa. Os testiculos extraidos foram analisados
com relacdo a sua morfologia, a bainha peritoneal que o0s reveste e a quantidade de
lobos que os formam, com auxilio do estereomicroscopio LEICA MZ 16.
Posteriormente, os testiculos foram colocados em laminas histologicas, dilacerados e
corados com orceina lacto-acética. As melhores imagens foram capturadas no
microscopio ZEISS AXIO SCOPE ALl utilizando o programa de analise de imagens
AXIO VISION LE verséo 4.8.

Para comparacdo morfométrica das células em préfase meibtica
inicial, fizemos as analises a partir de um representante de cada familia: B. micantulum
(Belostomatidae), G. f. flavus (Gelastocoridae), R. c. crassifemur (Gerridae), M.
brasiliensis (Notonectidae) e R. zela (Veliidae) para cada uma das espécies foram
analisadas 50 células utilizando a ferramenta “measure” do programa Axio Vision 4.8 e
escala em pm? para a anélise estatistica foi realizado o teste ANOVA utilizando o
programa Minitab® 16.1.0. O grau de confiabilidade foi altamente significativo, pois
obtivermos um valor de p < 0,05.
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Resultados

Morfologia dos testiculos

As 12 espécies analisadas apresentam testiculos envoltos por bainha
peritoneal transparente e morfologia variavel (arredondadas, arredondadas/espiraladas
ou alongadas/espiraladas) e semelhante quando comparadas espécies da mesma familia.
Uma excecdo ocorre na familia Notonectidae, na qual encontramos testiculos com
morfologia arredondada/espiralada para o género Buenoa ou alongada/espiralada para o
género Martarega.

Os testiculos das espécies da familia Belostomatidae (B. anurum e B.
micantulum) apresentam-se enovelados na regido distal do ducto ejaculatério, formando
uma estrutura arredondada (Figura 1a) e com cinco lobos testiculares que estdo
individualizados na regido proximal do ducto ejaculatério (Figura 1b). Em
Gelastocoridae (G. angulatus e G. f. flavus) os testiculos sdo formados por dois lobos
alongados e intimamente pareados na regido proximal do ducto ejaculatério e na regido
distal eles estdo separados e espiralados, com aproximadamente cinco voltas (Figura
1c).

Os testiculos das espécies B. amnigenus e B. unguis da familia
Notonectidae também apresentam morfologia arredondada, porém sdo altamente
espiralados (Figura 1d). No entanto em M. brasiliensis, M. membranacea, M.
uruguayensis os testiculos sao alongados e espiralados, apesar de pertencerem, também,
a familia Notonectidae (Figura 1e). O numero de voltas é de aproximadamente trés, e
pode-se verificar, ainda, que os testiculos sdo formados de dois lobos (Figura 1e).

Observamos testiculos arredondados nas familias Gerridae (R. c.
crassifemur, Figura 1f) e Veliidae (R. tenuipes e R. zela, Figura 1g,h, respectivamente),
sendo que a espécie da familia Gerridae apresentam dois lobos testiculares, ambos
arredondados e separados (Figura 1f) e as espécies da familia VVeliidae apresentaram um
unico lobo (Figura 1g,h) (Tabela 1).
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Espermiogénese

O comportamento das células durante a profase I meidtica € variavel
entre as espécies analisadas. As células de R. c. crassifemur, ndo apresentam corpusculo
heteropicndtico evidente, sendo que em algumas células pode-se observar uma pequena
regido heteropicnética alongada proximo ao corpusculo nucleolar (Figura 2a), em G. f.
flavus observa-se varios corpusculos heteropicnéticos pequenos ao longo do
cromossomo (Figura 2b), diferente das células de B. micantulum com um dnico
corpusculo heteropicnético grande, fortemente corado e arredondado (Figura 2c) e de
M. brasiliensis em que o corplsculo ndo apresenta morfologia definida (Figura 2d).

Durante a profase | observa-se, ainda, que as espécies podem
apresentar quiasma intersticial que confere ao cromossomo morfologia em forma de
cruz, ef/ou quiasma terminal ou duplo terminais, conferindo aos cromossomos a
morfologia arredondada, como observado em G. f. flavus e B. anurum (Figura 2e,f,
respectivamente).

Nesta fase, todas as espécies apresentam Cromossomos com
morfologia definida. Algumas espécies apresentam, ainda, associacdes teloméricas entre
0s autossomos como em M. uruguayensis (Figura 2g).

Com relagdo aos complementos cromossomicos verificamos a
presenca de 2n=16 (14A+XY, B. micantulum e G. angulatus); 21 (20A+X0, R. c.
crassifemur); 23 (22A+X0, R. zela e R. tenuipes); 25 (24A+XO0, B. amnigenus e B.
unguis; 22A+2m+X0, M. membranacea); 27 (24A+2m+X0, M. brasiliensis e M.
uruguayensis); 29 (26A+X;1X;Y, B. anurum) e 35 (30A+X1XoX3XsY, G. f. flavus)
(Figura 3a-I) (Tabela 2).

Durante a metéfase I, em viséo polar, a disposi¢do dos cromossomos é
variavel, principalmente, com relagdo aos cromossomos sexuais. Os autossomos de
todas as espécies, geralmente, estdo dispostos circularmente. Com relagdo aos
cromossomos sexuais, a localizacdo depende do sistema cromossomico do sexo.
Quando o sistema for X0 o cromossomo X esté localizado fora do anel formado pelos
autossomos (Figura 3g). Se for X0, mas com a presenca de m-cromossomos, na maioria
das vezes, os autossomos se dispdem circularmente com 0S m-Cromossomos No Seu
centro e o X fora do anel (Figura 3i), quando for XY, o X, esta dentro do anel formado
pelos autossomos e 0 Y esté localizado junto com os autossomos (Figura 3b), ja se for
X1X2Y, 0s X e 0 Y estdo dentro do anel (Figura 3a), e se for X;X;X3X4Y, 0s X estdo no
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centro do anel formado pelos autossomos e 0 Y faz parte do anel juntamente com os
autossomos (Figura 3d).

Durante as anafases observamos que as espécies apresentam migracao
regular dos cromossomos, com excecdo das espécies M. brasiliensis, M. membranace e
M. uruguayensis em que é observado cromossomo com migracdo tardia, tanto na
primeira como na segunda divisdo (Figura 4a-d), sendo possivelmente 0 cromossomo
sexual. Na tel6fase |1 podemos observar 0s m-cromossomos no centro do anel formado
pelos autossomos e o cromossomo sexual X, fora, com migragéo tardia (Figura 4a).

O comportamento das células durante a espermiogénese é diferente
entre as familias, apesar de algumas caracteristicas serem semelhantes como, por
exemplo, a morfologia das espermatides iniciais. Todas sdo arredondadas, mas a
localizacdo do material heteropicnético variou. Por exemplo, em Belostomatidae
(Figura 4e-h) esta presente em apenas um dos lados da célula, mas ndo se apresenta téo
evidente como em Gelastocoridae (Figura 4k-m) em que o material heteropicnotico é
arredondado e fortemente corado. Nas demais familias as espermatides também sdo
arredondadas, mas o material cromatinico estd homogeneamente distribuido, porém
mais fortemente corado, como por exemplo, nas familias Gerridae (Figura 5a),
Notonectidae (Figura 5h) e Veliidae (Figura 5n).

As espermatides em alongamento podem ter forma eliptica como em
Belostomatidae (Figura 4g-i) e Gelastocoridae (Figura 4p-q) ou forma de bastdo como
apresentada em Gerridae (Figura 5c-e), Notonectidae (Figura 5i) e Veliidae (Figura 5t-
V). Entre a fase arredondada e a inicial de bastdo ou eliptica, verificamos que algumas
familias apresentam vesiculas grandes como em Gelastocoridae (Figura 41-0) e Gerridae
(Figura 5b) ou vesiculas pequenas como em Veliidae (Figura 50-s). Nas espécies com
vesicula grande o material heteropicnético esta localizado na regido posterior da célula
(Figura 4m e Figura 5b) enquanto que nas células com vesicula pequena o material
heteropicnético estd localizado na regido anterior inicialmente com morfologia
semelhante a uma foice (Figura 50-g), com o desenvolvimento torna-se arredondada
(Figura 5r-s) e, posteriormente, em forma de bastéo (Figura 5t-v).

Nas espécies que ndo apresentam vesiculas (Belostomatidae e
Notonectidae) o comportamento destas células, nesta fase, foi igual. Em
Belostomatidae, inicialmente as espermatides sdo arredondadas (Figura 4e-f),
posteriormente, a forma fica semelhante a um pingo d'agua (Figura 4g-h) e na
sequéncia vai tornando-se eliptica (Figura 4i-j). Em Notonectidae, inicialmente a forma
é arredondada (Figura 5h,k) e, posteriormente, se torna em forma de bastdo (Figura 5i).
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Apesar de Belostomatidae e Notonectidae ndo terem apresentado uma
vesicula nesta fase, observa-se que as espermatides elipticas apresentam duas vesiculas
pequenas (Belostomatidae) (Figura 4i) ou uma Unica grande (Notonectidae) (Figura 5I-
m).

Durante o alongamento final, todas as espécies mantiveram as
caracteristicas, ou seja, as que apresentam a cromatina em forma eliptica continuam
com esta morfologia, assim como as que apresentam a cromatina em forma de bastdo
(Figuras 4j,p,q e 5f,g,v) com excecdo da espécie Martarega uruguayensis em que a
regido posterior da cauda esta em forma de V (Figura 5j).

Morfometria das células em préfase |

A analise das 50 células em profase meiotica inicial, de B. micantulum
(Belostomatidae), G. f. flavus (Gelastocoridae), R. c. crassifemur (Gerridae), M.
brasiliensis (Notonectidae) e R. zela (Veliidae) permitiu-nos verificar que as espécies B.
micantulum e R. zela séo as que apresentam as menores células (Tabela 3), sendo a area
média de 396 e 596 pum?, respectivamente (Tabela 4). G. f. flavus é a espécie que
apresenta a maior area celular (Tabela 4), e também a maior variabilidade no tamanho.
Foram observadas células de 2.154,37 a 27.154,04 um? (Tabela 3) com area média de
10.641 um? (Tabela 4). R. c. crassifemur, e M. brasiliensis apresentam tamanho celular
intermediario, quando comparado com B. micantulum, G. f. flavus e R. zela, com area
média de 3.800 e 3.651 um? respectivamente (Tabela 4). R. c. crassifemur, também
apresentou células de tamanhos muito diferentes, variando de 1.165,64 a 10.500,48
um?, assim como G. f. flavus. Segundo o teste ANOVA do programa Minitab® 16.1.0,
B. micantulum e R. zela apresentam tamanhos celulares semelhantes, sendo agrupadas
juntas, assim como R. c. crassifemur e M. brasiliensis, ndo apresentando diferencas
significativas entre as espécies e entre os dois grupos. Entretanto G. f. flavus foi
colocada separadamente e as diferencas entre as quatro outras espécies foram
significativas (Figuras 6 e 7).
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Discussao

A investigacdo da pigmentacdo da bainha peritoneal que reveste os
testiculos e os lobos testiculares € uma caracteristica ainda pouco explorada em
Heteroptera. As especies analisadas no presente trabalho apresentaram bainha peritoneal
transparente. Outras espécies descritas na literatura apresentaram bainha avermelhada,
como por exemplo, Hyalymenus sp. e Neomegalotomus pallescens (Alydidae) (SOUZA
et al., 2009), amarelada como em Zicca annulata (SOUZA et al., 2007a) ou sem
coloragdo como em Limnogonus aduncus (Gerridae) (CASTANHOLE et al., 2008).
Comparando-se 0s nossos resultados com os poucos dados da literatura observa-se que
ndo ha um padrdo que possa ser relacionado com a cor da bainha, como por exemplo a
familia & qual as espécies pertencem, pois, na familia Coreidae, observou-se bainha
avermelhada, amarelada ou sem coloragdo. Porém, todos os Heteroptera aquaticos
descritos na literatura, até o momento, apresentam bainha peritoneal transparente,
possivelmente esta € uma caracteristica comum para 0s Heteroptera aquaticos.

Uma caracteristica semelhante entre os Heteroptera é que eles
possuem testiculos formados de lobos, que sdo alongados e estdo sempre um do lado do
outro. O numero é variavel, de trés a sete (SOUZA et al., 2007a). Segundo a literatura o
nimero de lobos na familia Lygaeidae varia, tendo sido encontrados individuos com
dois, quatro, seis e sete lobos, sendo sete considerado o nimero ancestral (GROZEVA;
KUZNETSOVA, 1992). Segundo a literatura L. aduncus (Gerridae, CASTANHOLE et
al., 2008) apresenta dois lobos testiculares, Mormidae v-luteum (Pentatomidae, SOUZA
et al., 2008) trés lobos, Oebalus poecilus e O. ypisilongriseus (Pentatomidae, SOUZA et
al., 2008), Zicca annulata e Chariesterus armatus (Coreidae, SOUZA et al., 2007a)
quatro lobos, Antitheuchus tripterus (Pentatomidae, SOUZA et al., 2007b) seis lobos,
Nysius californicus (Lygaeidae, SOUZA et al., 2007c), Anasa bellator, Athaumastus
haematicus, Dallacoris obscura, D. pictus, Leptoglossus gonagra, L .zonatus e
Sphictyrtus fasciatus (Coreidae, SOUZA et al., 2007a) sete lobos.

As espécies aquaticas analisadas no presente trabalho apresentaram
morfologia do testiculo diferente dos terrestres, ou seja arredondada na regido distal e
alongada na regido proximal para a familia Belostomatidae, alongados e espiralados na
extremidade distal para Gelastocoridae, alongado/espiralado ou arredondado para
Notonectidae e arredondado para Veliidae e Gerridae. O numero de lobos foi de um
Unico, dois ou cinco, indicando que nas espécies aquaticas a morfologia mais comum

dos testiculos seja a arredondada com os lobos dispostos lado a lado. Contudo, a analise
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de um maior numero de espéecies e familias sera de extrema importancia para o
entendimento desta caracteristica.

Os Heteroptera possuem cromossomos holocéntricos (UESHIMA,
1979; SOUZA et al., 2007a; COSTA et al., 2008; CASTANHOLE et al., 2010), no
leptoteno-zigdteno o cromossomo X é heteropicndtico e localiza-se na periferia do
nacleo; no zig6teno e paquiteno, 0os cromossomos estdo emaranhados. No final da
diacinese 0 cromossomo X torna-se isopicnotico (BRESSA et al., 2002). As espécies
analisadas no presente trabalho, também apresentaram estas caracteristicas, mostrando
que isto deva ser um padrédo para os Heteroptera. Mas segundo a literatura, nem sempre
0 cromossomo sexual é o que se apresenta heteropicnético, pois foram observados em
Belastoma dentatum autossomos bivalentes em condensagdo continua, enquanto ambos
0S cromossomos sexuais estavam descondensados e negativamente heteropicnoticos
durante a diacinese (PAPESCHI; BIDAU, 1985).

As espécies analisadas no presente trabalho apresentaram, durante a
préfase I, quiasmas terminais ou intersticiais, simples ou duplos, caracteristicas ja
observadas em Coreidae (SOUZA et al., 2007a). Portanto, esta caracteristica deve ser
comum para a maioria das espécies.

O comportamento dos autossomos, durante a metéafase, nas espécies
analisadas, sempre foi o de formar um anel. A disposicdo dos demais cromossomos (X,
Y e m-cromossomos) € que variou: se a espécie sO possuia o sistema cromossdomico do
sexo X0, o X estava fora do anel semelhante a outras espécies de Coreidae descritas na
literatura (SOUZA et al., 2007a); quando o sistema era 0 X0 com m-cromossomos, na
maioria das vezes, o X estava fora do anel, e 0S m-cromossomos estavam no centro do
anel, assim como os observados em espécies de Coreidae (SOUZA et al., 2007a).

Quando o sistema era XY ou X;X2X3X4Y, 0 cromossomo X estava
dentro do anel e 0 Y estava junto com os autossomos formando o anel, diferentemente
de outras espécies descritas, como por exemplo em Pentatomidae, que o0s dois
cromossomos sexuais estavam dentro do anel formado pelos autossomos (SOUZA et
al., 2008), sendo semelhante ao sistema X3iX,Y em que 0S CromosSOmMOS Sexuais
estavam dentro do anel.

Com relagdo ao nimero de autossomos, em Heteroptera ele varia de
quatro (Belostomatidae) a 80 (Miridae), mas estes nimeros ndo sao tipicos para a
subordem (UESHIMA, 1979). E dificil dizer qual é o nimero cromossdmico modal
para a subordem inteira, pois todas as oito infraordens maiores dentro dos Heteroptera
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ndo foram estudadas citologicamente na mesma extensdo (GROZEVA; NOKKALA,
1996).

Na literatura, discute-se que a origem dos complementos
cromossémicos constituidos de maior nimero de cromossomos, seja a partir do menor
namero por duplicacdo ou fragmentacdo de um dos pares de autossomos (UESHIMA;
ASHLOCK, 1980).

Segundo Jacobs (2004), pelo fato dos Heteroptera apresentarem
cromossomos holocéntricos, a fragmentacdo € o processo mais provavel, porque origina
segmentos que podem migrar regularmente para os polos durante a anafase e perdurar
por muitas geragdes celulares. Da mesma maneira, a fusdo cromossdmica é também
teoricamente mais facil em organismos com cromossomos holocéntricos, segundo o
mesmo autor.

Seguindo esse raciocinio, e considerando a variacdo observada nas
espécies analisadas, para as espécies da familia Belostomatidae temos B. micantulum
com 2n=16 e B. anurum com 2n=29, para a familia Gelastocoridae temos G. angulatus
com 2n=16 e G. f. flavus com 2n=35 e para a familia Notonectidae temos as espécies B.
amnigenus, B. unguis e M. membranacea com 2n=25 e as espécies M. brasiliensis e M.
uruguayensis com 2n=27, possivelmente as espécies com maior numero de
cromossomos devem ter se originado de uma espécie com menor numero por
fragmentacdo de autossomos e/ou cromossomos sexuais.

As informagdes sobre a evolugdo destes cromossomos na literatura
sdo escassas, pois devido a falta de um centrémero morfologicamente diferenciado e a
falta de diferenciacdo cromossdmica longitudinal ha dificuldade de detectar a variagcdo
estrutural. Por estas razdes 0s rearranjos cromossomicos, tais como inversdes e
translocacOes reciprocas sdo raramente relatadas nesses organismos dificultando as
conclus6es. Portanto, um maior nimero de espécies deverdo ser avaliadas, assim como
outras técnicas deverdo ser utilizadas para melhor compreensdo deste grupo tdo pouco
estudado e com muitas caracteristicas, ainda, a serem elucidadas, como por exemplo,
qual a familia, namero de lobos ou sistema cromossdmico do sexo ancestral.

Com relacéo a éarea das células em profase |, as analises foram feitas, a
partir de um representante de cada familia. A espécie G. f. flavus que é uma espécie
semi-aquética, que vive tanto em ambiente aquatico quanto terrestre foi a que
apresentou maior divergéncia na area das células, mas ndo podemos afirmar que o
ambiente esteja influenciando o tamanho das células, pois B. micantulum que também ¢

semi-aquatica mostrou uma area de células em préfase | semelhante ao de R. zela que é
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uma espécie que vive na superficie d’agua. Ja a espécie R. c. crassifemur que também
vive na superficie, apresentou média semelhante a M. brasiliensis que é uma espécie
subaquatica. Provavelmente o ambiente ndo esteja interferindo na area das células,
sendo necessarios mais estudos para confirmacgédo. Esta € uma questdo interessante do

ponto de vista evolutivo, que deve ser analisada com novas abordagens.
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Figura 1. Testiculos de Belostoma anurum (a) e Belostoma micantulum (b)
apresentando regido distal (RD) arredondada e regido proximal (RP)
alongada. Observar em b os cinco lobos testiculares; em c testiculos de
Gelastocoris flavus flavus mostrando que sdo alongados com extremidade
distal espiralada e constituidos de dois lobos; em d testiculos de Buenoa
unguis caracterizados por serem arredondados e altamente espiralados; em
e de Martarega membranacea formados por dois lobos alongados e
espiralados; em f de Rheumatobates crassifemur crassifemur, em g de
Rhagovelia tenuipes e em h de Rhagovelia zela mostrando que séo
arredondados e formados por dois (f) ou um Unico lobo (g,h). Barras: 0,2
mme 1 mm
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Figura 2. Células dos tubulos seminiferos de Rheumatobates crassifemur crassifemur
(a), Gelastocoris flavus flavus (b,e), Belostoma micantulum (c), Martarega
brasiliensis (d), Belostoma anurum (f), Martarega uruguayensis (g) coradas
com orceina lacto-acética. a) Profase I com um pequeno corpusculo
heteropicndtico proximo ao nucléolo (seta); b) profase | com varios
corpusculos heteropicnéticos pequenos; c) profase | com corpusculo
heteropicndtico evidente (seta); d) profase | com corpusculo heteropicnotico
grande, arredondado e sem morfologia definida (seta); e-f)
diploteno/diacinese com quiasmas intersticiais que conferem ao cromossomo
morfologia em forma de cruz (setas) ou quiasmas duplo terminais, conferindo
aos cromossomos a morfologia arredondada (cabecas de seta); Q)
diploteno/diacinese com associacfes teloméricas entre 0s autossomos (setas).
Barras: 10 um
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Figura 3. Células dos tubulos seminiferos, em metafase I, coradas com orceina lacto-
acética, mostrando 0s complementos cromossdmicos de: a) Belostoma
anurum, 2n= 29 (26A+X1XyY); b) Belostoma micantulum 2n= 16
(14A+XY); c) Gelastocoris angulatus 2n= 16 (14A+XY); d) Gelastocoris
flavus flavus 2n= 35 (30A+X1X;X3X4Y); €) Rheumatobates crassifemur
crassifemur 21(20A+X0); f) Buenoa amnigenus 2n= 25 (24A+X0); Q)
Buenoa unguis 2n= 25 (24A+X0); h) Martarega brasiliensis 2n= 27
(24A+2m+X0); i) Martarega membranacea 2n= 25 (22A+2m+X0); j)
Martarega uruguayensis 2n= 27 (24A+2m+X0); k) Rhagovelia tenuipes 2n=
23 (22A+X0); I) Rhagovelia zela 2n= 23 (22A+X0). Setas (cromossomos X),
cabecas de setas (cromossomos Y) e asteriscos (m-cromossomos). Barras: 10
pum
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Figura 4. Células dos tubulos seminiferos de: Martarega membranacea (a,c);
Martarega brasiliensis (b,d); Belostoma anurum (e); Belostoma
micantulum (f-j); Gelastocoris flavus flavus (k,n,0);  Gelastocoris
angulatus (I,m,p,q) coradas com orceina lacto-acética. a) anafase I/teléfase
I com migragdo tardia dos cromossomos sexuais X (setas) e 0s m-
cromossomos no centro do anel (asteriscos); b,c) anafase Il/tel6fase 11 com
migracdo tardia do cromossomo X (setas); d) tel6fase |1 com o cromossomo
X em apenas uma das células (seta); e,f) espermatides arredondadas com o
material heteropicnotico em apenas um dos lados da espermatide (setas);
g,h) espermatides em forma de gota d"agua; i) espermatides elipticas com
vesiculas pequenas (cabecas de seta); j) espermatide em fase final de
alongamento;  k-m)  espermétides  arredondadas com  material
heteropicnético evidente (setas) e uma vesicula grande (cabecgas de seta);
n,0) espermatides em alongamento com uma vesicula grande na regido
anterior (cabecas de seta); p,q) espermatides elipticas. Barras: 10 um
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Figura 5. Células dos tubulos seminiferos de: Rheumatobates crassifemur crassifemur (a-g);
Martarega uruguayensis (h-j); Buenoa unguis (k-m); Rhagovelia zela (n,0,p,q,t,v);
Rhagovelia tenuipes (r,s,u) coradas com orceina lacto-acética. a) espermatides
arredondadas; b) espermatide em alongamento com material heteropicnético na
regido posterior (seta) e uma vesicula grande na regido anterior (cabeca de seta); c-€)
espermatides em alongamento com material heteropicnético em forma de bastdo
(setas); f,g) espermatides em alongamento; h) espermatide arredondada; i)
espermatide em alongamento com material heteropicndtico em forma de bastéo
(seta); j) espermatides em alongamento com a regido posterior da cauda em forma de
v (cabeca de seta); k) espermatides com morfologia irregular e material
heteropicnético distribuido na periferia; I,m) espermatides em alongamento com
uma vesicula pequena no seu interior (cabecas de seta); n) espermatide arredondada;
0-q) espermatides arredondadas com material heteropicnético em forma de foice
(setas) e vesicula pequena (cabecas de seta); r,s) espermatides em alongamento com
material heteropicnético na regido anterior (setas) e vesicula na regido posterior
(cabecas de seta); t-v) espermatides em alongamento com material heteropicnético
em forma de bastdo (setas). Barra: 10 um



Tabela 2. Complemento cromossdmico das 12 espécies analisadas.
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Familia

Espécie

2n

Belostomatidae

Gelastocoridae

Gerridae

Notonectidae

Veliidae

Belostoma anurum
Belostoma micantulum

Gelastocoris angulatus
Gelastocoris flavus flavus

Rheumatobates crassifemur crassifemur

Buenoa amnigenus
Buenoa unguis
Martarega brasiliensis
Martarega membranacea
Martarega uruguayensis

Rhagovelia tenuipes
Rhagovelia zela

29 (26A+X1X,Y)
16 (L4A+XY)

16 (14+XY)
35 (30A+X1X2X3X4Y)

21 (20A+X0)

25 (24A+X0)
25 (24A+X0)
27 (24A+2m+X0)
25 (22A+2m+X0)
27 (24A+2m+X0)

23 (22A+X0)
23 (22A+X0)

Tabela 3. Numero de células em préfase | observadas dentro de cada intervalo de area
das cinco espécies de Heteroptera que foram utilizadas para analise
morfométrica.

B. G. f. flavus R.c. M. R. zela
micantulum crassifemur brasiliensis
Intervalo de area
(um?)

200 a 300 9 3
300 a 500 34 15
500 a 700 5 23
700 a 2000 2 16 9
2000 a 4000 1 15 37

4000 a 6000 10 9 13

6000 a 10000 22 9

10000 a 30000 17 1




Tabela 4. Médias e Desvio padrdo obtidos a partir das analises
morfometricas de 50 células em préfase | das cinco
espécies de Heteroptera aquaticos.

Espécie N Meédia(um®) Desvio Padrdo
B. micantulum 50 396 126
G. f. flavus 50 10641 6333
R. c. crassifemur 50 3800 2427
M. brasiliensis 50 3651 483
R. zela 50 596 275
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Figura 6. Agrupamento das espécies com relagéo ao tamanho das células em profase I,
segundo o teste Anova do programa Minitab® (areas em pm?).

-t +——— - +-———
B. micantulum [——*—m]
G. f. flavus
R. c. crassifemur {——*=)
M. brasiliensis [—=*——1
R. zela {—=*——)
——t———————e o ——_———— Fm——————— o
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Figura 7. Gréafico da distribuicdo das areas celulares em préfase | das cinco
espécies de Heteroptera analisadas (areas em pm?).
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Ultraestrutura da espermatogénese de Gelastocoris flavus flavus e Martarega

uruguayensis (Heteroptera)

Pereira, LLV"; Taboga, SR*; Castanhole, MMU®; Moreira, FFF?; Barbosa, JF’;
ltoyama, MM*.

'UNESP - Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas, Departamento de Biologia, S&o José do Rio Preto, SP, Brasil;
2UFRJ - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Departamento de Zoologia,
Instituto de Biologia, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

Resumo

A andlise ultraestrutural observadas durante a espermatogénese de Gelastocoris
flavus flavus e Martarega uruguayensis mostrou a presenca de Vvarias
mitocondrias pequenas e uniformemente distribuidas pelo citoplasma em celulas
em profase I, em ambas espécies, que foram se unindo formando estruturas
maiores e em menor numero que foram se direcionando para apenas uma regiao
da célula, formando o complexo mitocondrial que possui no seu interior as
mitocéndrias enoveladas. Posteriormente, este complexo mitocondrial se divide
em duas estruturas denominadas derivados mitocondriais, que se dispdem
bilateralmente ao axonema. O axonema dessas espécies possui o0 padrdo de
9+9+2. A formacdo do acrossomo inicia-se nos primeiros estagios da
espermiogénese sendo composto de muitas vesiculas acrossomais que se unem
formando uma Unica estrutura, sendo observada regifes e algumas estruturas mais
coradas em seu interior. Basicamente, o processo de espermiogénese nao difere

entre as duas espécies analisadas.

Palavras Chave: Acrossomo, derivado mitocondrial, axonema, nucléolo.
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Introducéo

Nos vertebrados e invertebrados, os trabalhos abordando
aspectos ultraestruturais da espermatogénese e, especificamente, a estrutura do
espermatozoide perfazem uma literatura vasta e sempre crescente. Em insetos, o
estudo de aspectos ultraestruturais da espermiogénese e do espermatozoide
iniciaram na década de 70, praticamente desde a otimizacdo dos metodos de
microscopia eletrdnica para material biolégico (PHILIPS, 1970; BACCETTI,
1972; MESSIAS JR., 1990), mas em Heteroptera os trabalhos ainda sdo escassos.
Alguma séo as ultraestruturas descritas na literatura durante a espermatogénese,
como por exemplo, o acrossomo, axonema, mitocondrias e corpo cromatoide.

Na maioria das espécies o acrossomo (Ac) é uma organela
fundamental para fecundacdo (PHILLIPS, 1970). Além da fecundacdo, o
acrossomo também esta relacionado com a capacitacdo do espermatozoide onde
suas enzimas podem funcionar para remover 0 mecanismo de protecdo na
superficie do espermatozoide e/ou na digestdo de barreiras para a migracdo do
espermatozoide dentro do trato reprodutor da fémea (FAWCETT; ITO, 1965),
sendo sua origem a partir do complexo de Golgi (YASUZUMI, 1974; BAO et al.,
1989).

O estudo da organizagédo estrutural do axonema (AX) recebeu
valiosas contribuicdes provenientes das inlmeras observagdes realizadas no
flagelo do espermatozoide de Drosophila (PEROTTI, 1969; KIEFER, 1970;
DALLAI; AFZELIUS, 1991). Na maioria dos insetos o padrdo organizacional do
axonema segue 0 esquema 9+9+2, que é o arranjo usual de 9+2 microttbulos
circundados por nove microtibulos acessorios adicionais (PHILLIPS, 1970;
WARNER, 1971; BACCETTI, 1972). Em alguns mosquitos é comum 0 esquema
9+9+1, enquanto em efeméridas predomina o esquema 9+9+0 (PHILLIPS, 1970).
Existem ainda esquemas que sdo considerados aberrantes, como por exemplo, em
dipteros cecidomideos em que o esquema € 13+0 (BACCETTI; DALLAI, 1976).

Outra  ultraestrutura  bastante  analisada  durante  a
espermatogénese sdo as mitocondrias. Durante a espermatogénese assumem
diferentes morfologias. Em insetos, a regularidade nas formas da mitocondria é
particularmente notavel (PHILLIPS, 1970). No decorrer da espermatogénese as
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mitocdndrias sofrem metamorfose, onde a estrutura tipica da mitocdndria €
completamente modificada. Nos estadios iniciais de diferenciagdo ocorre um
complexo processo de fusdo e rearranjo das mitocondrias formando o complexo
mitocondrial que é frequentemente denominado “Nebenkern”, especialmente em
trabalhos mais antigos (PRATT, 1970; PHILLIPS, 1970; TANDLER; HOPPEL,
1972; BACCETTI, 1972; BACCETTI; AFZELIUS, 1976). Com o
prosseguimento da espermatogénese, ocorre a divisao do complexo mitocondrial
em dois derivados mitocondriais (DM), que no processo de alongamento do
espermatozoide posicionam-se bilateramente em relagdo ao axonema
(TOKUYASU, 1974).

Durante o processo de diferenciagdo os derivados mitocondriais
séo preenchidos ao longo de sua extensdo por uma estrutura de natureza proteica,
organizada num padrdo paracristalino, e muitas espécies de insetos acumulam
estas estruturas nas mitocondrias durante a espermiogénese (PHILLIPS, 1970;
WARNER, 1971; ROSATI et al., 1976; BAO et al., 1992). Esta estrutura
paracristalina também é conhecida como cristaldide e € formado por uma proteina
rica em prolina, que foi designada de cristalomitina (BACCETTI et al., 1977). Em
Heteroptera (familias Pentatomidae, Reduviidae e Gerridae) foi evidenciado a
presenca de dois ou trés corpos cristalinos no interior dos derivados mitocondriais
(ARAUJO, 2011).

Vérias sdo as fungdes sugeridas aos derivados mitocondriais dos
espermatozoides de insetos, podendo participar no controle e regulagdo da forma
do movimento flagelar e estando relacionados com o processo de estocagem e
liberacdo de energia necessaria para a motilidade flagelar (PHILLIPS, 1974;
YASUZUMI, 1974; TOKUYASU, 1975). No entanto, Perotti (1973) contraria
esta Gltima afirmacéo, relacionando os derivados mitocondriais a uma heranca
citoplasmatica paterna e supondo que o material armazenado nos Dm podem estar
envolvidos na ativacao e nutricdo do ovécito apos a fertilizacéo.

Além das estruturas mencionadas anteriormente, as células
germinativas possuem em seu citoplasma o acimulo de um material denominado
corpo cromatGide (CB) ou “nuage” (PARVINEN, 2005). O CB é considerado um
complexo macromolecular que, provavelmente, desempenha um papel de

coordenador do controle pdés-trancricional de produtos génicos em células
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germinativas masculinas haploides e, também, funciona como um centro de
determinagdo dos destinos de RNAm (PARVINEN, 2005; KOTAJA et al., 2006;
KOTAJA; SASSONE-CORSI, 2007).

Alguns autores acreditam que o CB origina-se a partir de um
material existente entre aglomerados de mitocondrias, presente no citoplasma das
celulas germinativas (FAWCETT et al., 1970). No entanto, trabalhos mais
recentes defendem a origem a partir da fragmentacdo do material nucleolar,
durante 0 processo de espermatogénese, podendo estar relacionado com a
formacéo do corpo cromatdide (COMINGS; OKADA, 1972; ANDERSON, 1978;
ANDONOV, 1990; PERUQUETTI et al., 2008a,b; PERUQUETT]I, 2011).

Uma estrutura que vem sendo estudada € o nucléolo e outras
estruturas que sdo impregnadas pelos ions prata. O tamanho do nucléolo esta
relacionado com a atividade biossintética da célula, portanto, o tamanho e o
nimero 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; SOUZA et al., 2007a,b;
CASTANHOLE et al., 2008; CASTANHOLE et al., 2010).

Na maioria das espécies de artrépodos, os nucléolos dissociam-
se no dipléteno ou diacinese. Portanto, os corpusculos impregnados pela técnica
Ag-NOR, especifica para proteinas associadas ao RNAr, ndo sdo visiveis da
metafase a tel6fase I. Essas marcagdes vao reaparecer no inicio da formacédo das
espermatides, indicando o reinicio das funcdes transcricionais de RNA ribossomal
e, finalmente, desaparecem no final da formacdo das espermatides (BRESSA et
al., 2003). Entretanto, a literatura relata algumas exce¢des como por exemplo em
Asellus aquaticus (isopoda), corpusculos Ag-NOR foram visualizados durante
todo o processo de espermatogénese (DI CASTRO et al., 1983), em Callicrania
seoanei (Orthoptera), as Ag-NORs foram observadas da intercinese até a pro-
metafase 1l (SANTOS et al., 1987) e em Triatoma infestans e T. sordida
(Heteroptera, Reduvidae), as marcacdes Ag-NORs estavam presentes até a
metéfase | (TAVARES; AZEREDO-OLIVEIRA, 1997). Finalmente em Carlisis
wahlbergi (Heteroptera, Coreidae) a semi-persisténcia nucleolar (presenca de
corplsculos nucleolares durante as metéafases) foi observada até a metéfase II
(FOSSEY; LIEBENBERG, 1995), enquanto em Acanthocoris sordidus
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(Heteroptera, Coreidae) e Coptosoma punctissimum (Heteroptera, Plataspidae), os
nucléolos foram detectados nas placas metafasicas de espermatocitos primarios e
secundarios (YOSHIDA, 1947).

Com o objetivo de ampliarmos as informacdes relacionadas as
ultraestruturas da espermatogénese de Heteroptera, analisamos as espécies

Gelastocoris flavus flavus e Martarega uruguayensis.

Material e Métodos

Testiculos de espécimes machos de Gelastocoris flavus flavus e
Martarega uruguayensis foram extraidos e imediatamente fixados em solucéo de
Karnovisky de 3 a 48 horas. Foram submetidos a duas lavagens em tampao
Millonig em seguida foi efetuada a pos-fixagdo 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 solugdo com concentracdes
crescentes de acetona atingindo 100% de concentracdo. Foi feita a pré-infiltracdo
em araldite:acetona (1:1) overnight em temperatura ambiente. Posteriormente fez-
se a infiltracdo em araldite por 2 horas a 37°C, em seguida foi feita a inclusdo do
material em araldite por 48 horas a 60°C. Foram obtidos cortes semifinos e ultra-
finos, em ultramicrétomo Leica Ultracut UCT. Os cortes semifinos foram
submetidos a coloracdo com azul de toluidina pH4,0 (MELLO; VIDAL, 1980) ou
Impregnagdo por ions prata (AgNOR) (HOWELL; BLACK, 1980, com
alteragOes); os cortes ultra-finos foram coletados em grids e, posteriormente,
contrastados com acetato de uranila a 2%, por 20 minutos (WATSON, 1958) e,
depois, em citrato de chumbo a 2%, em solucdo de hidréxido de sédio 1N, por 6
minutos (VENABLE; COGGESHALL, 1965). Os resultados das técnicas de
microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram documentados por
eletromicrografias obtidas no microscépio eletrénico de transmissdo CM100 da
Philips do Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias de
Botucatu UNESP —IBB Campus Botucatu.
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Resultados

Gelastocoris flavus flavus

As imagens obtidas dos cortes semifinos e ultramicrografias
mostraram que na profase | podemos observar varios corpos cromatéides (CB)
arredondados, de diferentes tamanhos (Figuras 1a e 2a,b), localizados proximos
aos complexos de poros do envoltério nuclear (Figura 2d,e). Além do CB
podemos observar varias mitocondrias pequenas e dispersas uniformemente pelo
citoplasma (Figuras 1a e 2a-c). Essas mitocondrias comecam a se unir formando
estruturas maiores (Figura 1c) e se deslocam para apenas um dos lados da célula
(Figuras 1c-e e 2c) formando o complexo mitocondrial (CM). O CM,
inicialmente, é uma estrutura Unica, arredondada e no seu interior as mitocondrias
estdo enoveladas (Figuras 1h,i). Durante o alongamento das espermatides os CM
se dividem em dois formando os derivados mitocondriais (DM) que inicialmente
estdo muito proximos e dispostos bilateralmente ao axonema (Ax) (Figuras 11,
2f,g). Em uma fase posterior os DM estdo separados e entre eles esta o Ax
(Figuras 1n-p e 2 f-i). No final do processo os DM envolvem totalmente o Ax
(Figura 2j). Pode-se observar, ainda, no interior dos DM a presencga de estruturas
paracristalinas ou cristaloides (Figura 2f,g). Na Figura 2k observamos elementos
supranumerarios, isto é, presenca de quatro Ax e dois pares de derivados
mitocondriais em uma mesma cauda.

Outra estrutura observada no nucleo da célula em préfase | foi o
nucléolo (Figura 2a,b) que apresenta-se arredondado e mais eletrodenso que as
outras estruturas e com regides menos eletrodensas em seu interior. Na Figura 3a-
b observamos, também, uma célula em Profase | com varias marcacBes prata
positivas, pequenas, arredondadas e dispersas pelo citoplasma.

A formacdo do acrossomo inicia-se nos primeiros estagios da
espermiogénese com a presenca de muitas vesiculas acrossomais, fortemente
coradas e de diferentes tamanhos (Figura 1f,g) que comecam a se unir formando
uma Unica estrutura arredondada e fortemente corada (Figura 1h,k).

Em células impregnadas por ions prata, observamos também

estruturas arredondadas, de diferentes tamanhos e fortemente impregnadas que
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vao se unindo formando uma Unica estrutura, também, arredondada e localizada
proximo ao CM denominada de vesicula acrossomal (Figura 3c-h). Verificamos,
ainda nos cortes impregnados pela prata, que no interior da vesicula acrossomal
ha uma regido mais impregnada (Figura 3h-m). Nas Figuras 1qg,r e 3n,0
observamos o nucleo e o acrossomo. Em azul de toluidina (AT) observamos que o
interior do acrossomo apresenta filamentos que se apresentam intensamente
corados e com morfologia irregular (Figura 1m,r).

Com relacdo ao padrdo organizacional do axonema foi possivel
verificar em microscopia eletronica de transmisséo o padréo 9+9+2 (Figura 2j).

Na Figura 1s-v é possivel observar cistos contendo

espermatozodides em diferentes estagios de desenvolvimento.

Martarega uruguayensis

Células testiculares coradas com azul de toluidina evidenciaram
Profase | com presenca de varias mitocondrias pequenas, distribuidas
homogeneamente pelo citoplasma, e um nucléolo grande, arredondado e
intensamente corado (Figura 4a). Essas mesmas estruturas foram observadas nas
imagens de eletromicrografias, mostrando que o nucléolo é mais eletrodenso do
que as outras estruturas (Figura 5a). Na Figura 5b podemos observar as
mitocondrias em maiores detalhes.

Com o desenvolvimento da espermatogénese as mitocondrias
comegam a se agrupar diminuindo em quantidade e aumentando em relagdo ao
tamanho (Figuras 4b,c e 5a,b). Uma outra caracteristica é que as mitocdndrias
comegam a se concentrar em apenas um dos lados da célula (Figura 4c). Em
seguida, as mitocdndrias se unem formando um Gnico CM (Figura 4d-h). O CM
se divide em dois DM (Figura 5d) e esses DM ficam em lados opostos em relagéo
ao Ax que posteriormente vao aumentando de tamanho e abragcando o Ax (Figura
5e) até que ambos se encontram (Figura 5f). Os DM de M. uruguayensis
apresentaram-se com morfologias diferentes (Figura 5f). Nas eletromicrografias
podemos, ainda, observar o padrao de 9+9+2 para o Ax (Figura 5d, destaque).

Observou-se nas laminas impregnadas por ions prata que a

formacéo do acrossomo inicia-se na profase I, com varias vesiculas arredondadas
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e fortemente impregnadas distribuidas uniformemente pelo citoplasma (Figura
6a,b). Podendo além das vesiculas acrossomais, em algumas células, observar o
nucléolo arredondado e fortemente corado (Figura 6b). No inicio da
espermiogénese a quantidade de vesiculas acrossomais sdo menores, mas maiores
em relacdo ao tamanho (Figuras 4d,e e 6¢), quando comparados na fase de profase
| (Figuras 4a,b e 6a,b).

Podemos verificar que no inicio da espermiogénese estas
vesiculas acrossomais estdo ao redor do CM (Figura 4d,e). Com o
desenvolvimento, estas vesiculas se unem, podendo-se observar esta unido na
Figura 6 d-h. No final do processo hd a formagdo de uma Unica estrutura
arredondada e fortemente corada (Figuras 4f,g e 6i) que esta localizada ao lado do
CM (Figura 4f,g) e com o desenvolvimento passa a se localizar na regido anterior
da espermatide (Figura 4h,i) estando posteriormente localizado o nucleo e 0 CM
(Figuras 4j e 61,m) .

Podemos observar nos materiais corados com AT uma regido
mais fortemente corada no acrossomo (Figura 4f). Com impregnacdo por ions
prata evidencia-se também, uma regido mais corada nesta estrutura (Figura 6j,k)
que é observada até no final do alongamento (Figura 6n). Podemos observar,
ainda, que 0s acrossomos apresentam duas vesiculas sendo uma mais impregnada
(Figura 61,m). Durante o alongamento da espermatide o acrossomo se alonga
ficando com a regido anterior pontiaguda (Figuras 4j e 6n). Podemos verificar

ainda na Figura 4k cistos contendo espermatozoides.

Discussao

Literatura relacionada aos aspectos ultraestruturais da
espermatogénese de Heteroptera sdo extremamente raras e de fundamental
importancia para o entendimento de aspectos observados, por exemplo, em
material preparado por esmagamento. Outras estruturas ndo sao possiveis de
serem analisadas em microscopia de luz. O acrossomo, por exemplo, foi analisado
em Gerris najas (Gerridae) (WERNER; WERNER, 1993), Notonecta glauca
(Notonectidae) (WERNER et al., 1988) e Euchistus heros (FERNANDES et al.,

2001), onde foram observadas vesiculas acrossomais que sdo formadas a partir do
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complexo de Golgi, que posteriormente formardo o0 acrossomo, e com O
alongamento da espermétide determina o pdlo anterior desta. Foram observadas
também, mudancas na forma e no grau de condensacao da cromatina. Inicialmente
a cromatina encontra-se dispersa e com uma eletrodensidade baixa, e ao decorrer
da espermatogénese, assume um arranjo fibrilar, compacta e de alta
eletrodensidade. As duas espécies analisadas no presente trabalho tambem
apresentaram vesiculas acrossomais proximas do complexo mitocondrial que
foram se unindo formando uma Unica estrutura. G. f. flavus e M. uruguayensis
apresentaram algumas diferencas observadas principalmente quando impregnagas
pelos ions prata, as diferencas relacionam-se ao padrdao de impregnacdo. Portanto
mais estudos deverdo ser realizados para o esclarecimento da composicdo e
fungao.

Como mencionado anteriormente durante 0 inicio da
espermiogénese ha o aparecimento das vesiculas acrossomais que se unem em
uma unica estrutura, determinando o polo anterior da célula, estando localizada
anteriormente ao nucleo, no espermatozoide (STANLEY, 1971; AZEVEDO et al.,
1985; BAO et al., 1989; ARAUJO et al., 2011). As enzimas acrossomais S&o
geralmente armazenadas na forma de pré-enzimas e quando ocorre a reagdo
acrossomal sdo liberadas e ativadas, participando, assim, do evento da fertilizacao
(YANAGIMACHI, 1988; BACCETTI et al., 1989; TESARIK et al., 1990;
GALLO et al., 1991). O acrossomo em G. f. flavus e M. uruguayensis, tambem foi
observado na regido anterior da cabeca da espermatide.

Com relagé@o ao axonema, o padrdo flagelar observado para G. f.
flavus e M. uruguayensis foi de 9+9+2. Araujo et al. (2011) descreve um padréo
de cauda para algumas espécies da familia Pentatomidae, onde o flagelo é
composto de um axonema e dois derivados mitocondriais, 0 axonema segue 0
padrdo de arranjo de microtubulos de 9+9+2 (9 microtibulos acessorios, 9
subtdbulos e 2 microtUbulos centrais). Esse padrdo também foi descrito para
outras espécies de Heteroptera (Pentatomidae, TRANDABURU, 1973;
FERNANDES; BAO, 1998; Reduviidae, DOLDER, 1988; BAO; DESOUZA,
1994; Heteroptera aquéaticos, AFZELIUS et al., 1985; LEE, 1991; LEE; LEE,
1992; Leptopodomorpha, AFZELIUS et al., 1976; Cimicomorpha, Gerromorpha,
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e Pentatomomorpha, DALLAI; AFZELIUS, 1980; ARAUJO et al., 2011) sendo
portanto o padréo para esta subordem.

Sabe-se que insetos mutantes podem apresentar transtornos a
nivel de espermiogénese (BAO, 1987; BAO; DOLDER, 1991) e que condicdes
ambientais, como a temperatura podem influenciar no desenvolvimento normal da
espermiogénese (SZOLLOSI, 1976a,b). A presenca de espermatides aberrantes na
espermiogénese de insetos ndo parece ser um evento raro. Caetano (1980), por
exemplo, descreveu  espermatozoides com  elementos  constituintes
supranumerarios em Atta capigura e A. sexdens rubropilosa (Formicidae). Com
relacdo a presenca de elementos supranumerarios encontrados na espécie G. f.
flavus podemos atribuir a um possivel estresse na coleta, a condicdo do ambiente
onde foram coletados, ou até mesmo a uma questdo natural, mais faz-se

necessario mais estudos para podermos afirmar com certeza o que esta ocorrendo.
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Figura 1. Corte semifino do testiculo de Gelastocoris flavus flavus corado com Azul de
Toluidina. a) Prdfase | evidenciando os corpos cromatoides arredondados e de
diferentes tamanhos (CB), observar proximo ao CB 0s complexos de poros
(cabecas de seta) e mitocondrias (Mi); b-e) formacgdo do complexo mitocondrial;
em b mitocondrias pequenas, isoladas e dispersas por todo citoplasma (Mi), em ¢
as mitocéndrias estdo comegando a se unir em apenas um dos lados da célula
(setas), d,e) formacdo do complexo mitocondrial (setas); f,g) Espermatides
iniciais com varias vesiculas acrossomais de diferentes tamanhos (setas) que se
unem formando uma unica (h, cabeca de seta); h,i) espermatides com complexo
mitocondrial (setas) e vesicula (cabeca de seta); j-1) espermatides em alongamento
mostrando o acrossomo (Ac), o nucleo (N) e complexo mitocondrial (CM); m)
acrossomo com regido mais intensamente corada (seta); n-p) corte transversal da
cauda evidenciando o derivado mitocondrial (DM); g-r) corte longitudinal da
cabeca, observar o nucleo (N), acrossomo (Ac) e regides mais coradas no
acrossomo (setas); s-u) corte transversal de diferentes regides da cauda mostrando
o0 derivado mitocondrial (cabecas de seta); v) cisto com espermatozoides (seta).
Barras: 10 um
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Figura 2. Eletromicrografia das células testiculares de Gelastocoris flavus flavus. a) Célula
em profase | evidenciando o nucléolo (Nu) mais eletrodenso que as demais
estruturas e com regides menos eletrodensas em seu interior (observar em maiores
detalhes essa regido na Figura b); a-c) mitocondrias (Mi) em diferentes tamanhos
e ampliagbes. Observar em ¢ que as mitocondrias estdo localizadas
preferencialmente em um dos lados da célula, CB: corpo cromatodide, N: nucleo,
Nu: Nucléolo; d,e) observar os corpos cromatoides (CB) e os complexos de poro
(setas). Em e verificar estas estruturas em maior aumento; f) corte transversal da
cauda evidenciando os derivados mitocondriais (setas) e no seu interior a presenca
de cristaloides (asteriscos), e 0 axonema (AX); g-j) processo de formacao da cauda
em relacdo ao derivado mitocondrial (DM) e o0 axonema (Ax). Em g os derivados
mitocondriais estdo proximos e 0 axonema ainda se deslocando para a regido
central da cauda, presenca de cristaloides (asteriscos); j) derivado mitocondrial
envolvendo o axonema; k) evidenciar elementos supranumerarios (setas).
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Figura 3. Corte semifino do testiculo de Gelastocoris flavus flavus impregnado pelos ions
prata. a,b) Préfases | mostrando varias marcacfes prata positivas (setas); c-e)
espermatides inicialmente com vérias vesiculas acrossomais prata positivas
(setas); f,g) espermatides inicialmente evidenciando a unido das vesiculas
acrossomais prata positivas, formando estruturas arredondadas e maiores; h)
espermatide com acrossomo (seta) e complexo mitocondrial (cabeca de seta); i-m)
vesicula acrossomal (setas), observar marcacdo mais forte no interior do
acrossomo que se interioriza com o alongamento da espermatide (cabecas de
seta); n,o0) espermatides com acrossomo (Ac) e nucleo (N). Barras: 10 um
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Figura 4. Corte semifino do testiculo de Martarega uruguayensis corado com Azul de
Toluidina. a,b) Préfase | onde se pode observar as mitocdndrias dispersas por
todo citoplasma (Mi) e nucléolo arredondado e fortemente corado (a, Nu); c)
inicio da formacdo do complexo mitocondrial (CM); d,e) Espermatides iniciais
com varias vesiculas acrossomais de diferentes tamanhos (setas), localizadas ao
redor do complexo mitocondrial (asteriscos); f,g) espermatides com complexo
mitocondrial (asteriscos), vesicula acrossomal (setas) e nucleo (cabegas de seta);
h,i) espermatide em alongamento mostrando o acrossomo (Ac) na regido anterior,
o0 nucleo (N) e complexo mitocondrial (CM), observar regido mais intensamente
corada no interior do acrossomo (setas); j) corte longitudinal da cabeca,
evidenciando o nucleo (N) e o acrossomo (Ac); k) cisto com espermatozoides
(seta). Barra: 10 um
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Figura 5. Eletromicrografia das células testiculares de Martarega uruguayensis. a,b) Célula
em préfase | evidenciando o nucléolo (Nu) mais eletrodenso que as outras
estruturas, e as mitocdndrias (Mi) migrando para um dos lados da célula; observar
maiores detalhes na figura b; ¢) agrupamento das mitocondrias (Mi) para o inicio
da formacdo do complexo mitocondrial; d) derivados mitocondriais (DM)
dispostos bilateralmente em relagdo ao axonema (Ax), em destaque 0 axonema,
evidenciando um padrdo 9+9+2; e) derivados mitocondriais (DM) envolvendo o
axonema (Ax); f) derivados mitocondriais (DM) de morfologia irregular
envolvendo o axonema (Ax) localizado no centro da cauda.
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Figura 6. Corte semifino do testiculo de Martarega uruguayensis impregnado pelos ions
prata. a,b) Profases | mostrando varias marcagdes prata positivas distribuidas
uniformemente pelo citoplasma (setas), observar na figura b o nucléolo com
morfologia arredondada (cabeca de seta); c-e) espermatides inicialmente com
varias vesiculas acrossomais prata positivas (setas) e nucleo (N); f,h)
espermatides inicialmente evidenciando a unido das vesiculas acrossomais prata
positivas (setas); i-k) espermatide com vesicula acrossomal (setas) com uma
marcacdo mais intensa evidente em seu interior (cabecas de seta), e ntcleo (N);
I,m) espermatides com acrossomo (setas) onde se observa duas vesicula, sendo
uma mais impregnada (cabecas de seta) e nudcleo (N); n) espermatides
evidenciando o acrossomo com regido mais impregnada em seu interior (setas).
Barras: 10 um
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IV. DISCUSSAO GERAL

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, possui testiculo recoberto por membrana avermelhada, mas é constituido
de seis lobos alongados, sendo o sexto interno ao quinto (SOUZA et al., 2007a),
Mormidae quinqueluteum, 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 e envolvidos por bainha peritoneal transparente
(CASTANHOLE et al., 2008). As espécies analisadas no presente trabalho
apresentaram bainha peritoneal transparente, e nimero variavel de lobos, podendo
ser um Unico, dois ou cinco.

Com relacdo a morfologia testicular, as espécies aquaéticas,
analisadas no presente trabalho apresentaram morfologia do testiculo diferente
dos terrestres conhecidos, ou seja, arredondada na regido distal e alongada na
regido proximal para a familia Belostomatidae, alongados e espiralados na
extremidade distal para Gelastocoridae, alongado/espiralado ou arredondado para
Notonectidae e arredondado para Veliidae e Gerridae. Tudo indica que, nas
espécies aquaticas, a morfologia mais comum dos testiculos seja a arredondados
com os lobos dispostos lado a lado; todavia, a analise de um maior nimero de
espécies e familias serd de grande importancia para o entendimento desta
caracteristica.

Com relacdo ao nimero de autossomos, em Heteroptera ele
varia de quatro (Belostomatidae) a 80 (Miridae), mas estes nimeros nao sdo
tipicos para a subordem (Ueshima, 1979). E dificil dizer qual é o nimero

cromossomico modal para a subordem inteira, pois todas as oito infraordens
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maiores dentro dos Heteroptera ndo foram estudadas citogeneticamente na mesma
extensdo (GROZEVA; NOKKALA, 1996).

Na literatura, discute-se a origem dos complementos
cromossdmicos constituidos de maior nimero de cromossomos a partir do menor
nimero por duplicacdo ou fragmentacdo de um dos pares de autossomos
(UESHIMA; ASHLOCK, 1980). Segundo Jacobs (2004), pelo fato dos
Heteroptera apresentarem cromossomos holocéntricos, a fragmentacdo é o
processo mais provavel, porque origina segmentos que podem migrar
regularmente para os polos durante a anafase e sobreviver por muitas geracdes
celulares. Da mesma maneira, a fusdo cromossdmica é também teoricamente mais
facil em organismos com cromossomos holocéntricos, segundo 0 mesmo autor.

Seguindo esse raciocinio, para as espécies da familia
Belostomatidae temos a espécie B. micantulum com 2n=16 e B. anurum com
2n=29, para a familia Gelastocoridae temos G. angulatus com 2n=16 e G. f. flavus
com 2n=35 e para a familia Notonectidae temos as espécies B. amnigenus, B.
unguis e M. membranacea com 2n=25 e as espécies M. brasiliensis e M.
uruguayensis com 2n=27, analisadas no presente trabalho, possivelmente as
espécies com 2n maior devem ter se originado de uma espécie com 2n menor, por
fragmentacdo de autossomos e Cromossomos sexuais.

Uma caracteristica dos Heteroptera, € que no leptéteno-zigéteno
0 cromossomo X é positivamente heteropicnético e localiza-se na periferia do
nlcleo; no zigbteno e paquiteno, 0s cromossomos estdo emaranhados. No final da
diacinese o cromossomo X torna-se isopicnético (BRESSA et al., 2002). As
espécies analisadas no presente trabalho, também, apresentaram estas
caracteristicas, mostrando que isto deva ser um padrdo para os Heteroptera. Mas
segundo a literatura, nem sempre o cromossomo sexual é o que se apresenta
heteropicnético, pois foram observados em Belostoma dentatum autossomos
bivalentes em condensacdo continua, enquanto ambos 0S Cromossomos sexuais
estavam descondensados e negativamente heteropicnoticos durante a diacinese
(PAPESCHI; BIDAU, 1985).

As espécies analisadas no presente trabalho apresentaram

durante a prdfase | quiasmas terminais ou intersticiais, simples ou duplos,
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caracteristicas ja observadas em Coreidae (SOUZA et al., 2007a). Portanto esta
caracteristica deve ser comum para a maioria das espécies descritas.

O comportamento dos autossomos, durante a metafase, nas
espécies analisadas no presente trabalho, sempre foi o de formar um anel. A
disposicao dos demais cromossomos (X, Y e m-cromossomos) € que variou: se a
espécie s6 possuia 0 sistema cromossémico do sexo X0, o X sempre estava fora
do anel semelhante a outras espécies de Coreidae descritas na literatura (SOUZA
et al., 2007a), quando o sistema é 0 X0 com m-cromossomos, 0o X continua fora
do anel, e 0 m-cromossomo esté no centro do anel, assim como os observados em
espécies de Coreidae (SOUZA et al., 2007a).

Quando o sistema era XY ou com multiplos X, nas especies
analisadas, o cromossomo X estava dentro do anel e 0 Y estava junto com o0s
autossomos formando o anel, diferentemente de outras espécies descritas, como
por exemplo em Pentatomidae em que os dois cromossomos sexuais estavam
dentro do anel formado pelos autossomos (SOUZA et al., 2008).

Com relacdo ao tamanho das células em profase, fizemos as
analises, a partir de um representante de cada familia. A espécie G. f. flavus que é
uma espécie semi-aquatica, que vive tanto em ambiente aquatico quanto terrestre
foi 0 que apresentou maior divergéncia no tamanho de células, mas ndo podemos
afirmar que o ambiente estd influenciando o tamanho das células, pois B.
micantulum que também é semi-aquatico mostrou o tamanho de células em
préfase semelhante ao de R. zela que é uma espécie que vive na superficie d"agua.
J& a espécie R. c. crassifemur que também vive na superficie, mostrou a média
semelhante a de M. brasiliensis que é uma espécie subaquatica. Provavelmente o
ambiente ndo esta interferindo no tamanho das células, sendo necessarios mais
estudos para confirmacdo. Esta é uma questdo interessante do ponto de vista
evolutivo, que deve ser analisada com novas abordagens.

Com relacdo aos aspectos ultraestruturais da espermatogénese
de Heteroptera, eles sdo extremamente raros e de fundamental importancia para o
entendimento de aspectos observados, por exemplo, em material preparado por
esmagamento. Outras estruturas ndo sao possiveis de serem analisadas em nivel
de microscopia de luz. O acrossomo, por exemplo, foi analisado em Gerris najas
(Gerridae) (WERNER; WERNER, 1993), Notonecta glauca (Notonectidae)
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(WERNER et al., 1988) e Euchistus heros (FERNANDES et al., 2001), onde
foram observadas vesiculas acrossomais que sédo formadas a partir do complexo
de Golgi, que posteriormente formardo o acrossomo, e com o alongamento da
espermatide determina o pélo anterior desta. As duas espécies analisadas no
presente trabalho, também, apresentaram vesiculas acrossomais proximas do
complexo mitocondrial que foram se unindo formando uma Unica estrutura.
Gelastocoris flavus flavus e Martarega uruguayensis apresentaram algumas
diferencas observadas principalmente quando impregnagas pelos ions prata, as
diferencas relacionam-se ao padrdo de impregnacdo. Portanto mais estudos
deverdo ser realizados para o esclarecimento da composicao e funcéo.

Como mencionado anteriormente durante o inicio da
espermiogénese ha o aparecimento das vesiculas acrossomais que se unem em
uma Unica estrutura, determinando o polo anterior da célula, estando localizada
anteriormente ao nlcleo, no espermatozoide (STANLEY, 1971; AZEVEDO et al.,
1985; BAO et al., 1989; ARAUJO et al., 2011). As enzimas acrossomais S&o
geralmente armazenadas na forma de pré-enzimas e quando ocorre a reagdo
acrossomal sdo liberadas e ativadas, participando, assim, do evento da fertilizacao
(YANAGIMACHI, 1988; BACCETTI et al., 1989; TESARIK et al., 1990;
GALLO et al.,, 1991). O acrossomo em G. f. flavus e M. uruguayensis, também foi
observado na regido anterior da cabeca da espermatide.

Com relacdo ao axonema, o padréo flagelar para G. f. flavus e
M. uruguayensis foi de 9+9+2. Araujo et al. (2011) descreve um padrdo de cauda
para algumas especies da familia Pentatomidae, onde o flagelo é composto de um
axonema e dois derivados mitocondriais, 0 axonema segue o padrdo de arranjo de
microttbulos de 9+9+2 (9 microtubulos acessérios, 9 subttbulos e 2 microtibulos
centrais). Esse padrdo também foi descrito para outras espécies de Heteroptera
(Pentatomidae TRANDABURU, 1973; FERNANDES; BAO, 1998; Reduviidae
DOLDER, 1988; BAO; DESOUZA, 1994; Heteroptera aquaticos AFZELIUS et
al., 1985; LEE, 1991; LEE; LEE, 1992; Leptopodomorpha AFZELIUS et al.,
1976; Cimicomorpha, Gerromorpha, e Pentatomomorpha DALLAI; AFZELIUS,
1980; ARAUJO et al., 2011) sendo portanto o padréo para esta subordem.

Sabe-se que insetos mutantes podem apresentar transtornos a
nivel de espermiogénese (BAO, 1987; BAO; DOLDER, 1991) e que condicdes
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ambientais, como a temperatura podem influenciar no desenvolvimento normal da
espermiogénese (SZOLLOSI, 1976a,b). A presenca de espermatides aberrantes na
espermiogénese de insetos ndo parece ser um evento raro. Caetano (1980), por
exemplo, descreveu  espermatozoides com  elementos  constituintes
supranumerarios em Atta capigura e A. sexdens rubropilosa (Formicidae). Com
relagdo a presenca de elementos supranumerarios encontrados na espécie
Gelastocoris flavus flavus podemos atribuir a um possivel stress na coleta, a
condicdo do ambiente onde foram coletados, ou até mesmo a uma questéo natural,
mas faz-se necessario mais estudos para podermos afirmar com certeza o que esta

ocorrendo.
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V. CONCLUSOES

O trabalho citogenético realizado com 12 espécies de
Heteroptera aquaticos, pertencentes as familias Belostomatidae (Belostoma
anurum e B. micantulum), Gelastocoridae (Gelastocoris angulatus e G. f. flavus),
Gerridae (Rheumatobates crassifemur crassifemur), Notonectidae (Buenoa
amnigenus, B. unguis, Martarega brasiliensis, M. membranacea, M.
uruguayensis) e Veliidae (Rhagovelia tenuipes e R. zela) permitiu-nos concluir
que:

e Todas as espécies analisadas apresentaram testiculos envoltos por bainha
peritoneal transparente;

e A morfologia dos testiculos foi variavel (arredondados,
arredondados/espiralados, alongados/espiralados) e semelhantes quando
comparadas espécies da mesma familia, com excecdo da familia
Notonectidae  que  encontramos  testiculos com  morfologia
arredondado/espiralado ou alongado/espiralado;

e Com relagdo ao nimero de lobos testiculares, Belostomatidae (Belostoma
anurum e B. micantulum) apresentam cinco, Gelastocoridae (Gelastocoris
angulatus e G. f. flavus), Notonectidae (Martarega brasiliensis, M.
membranacea, M. uruguayensis) e Gerridae (Rheumatobates crassifemur
crassifemur) apresentam dois, Notonectidae (Buenoa amnigenus e B.
unguis) e Veliidae (Rhagovelia tenuipes e R. zela) possuem um lobo
testicular. A familia Notonectidae foi a Unica que apresentou espécies com
um ou dois lobos testiculares;

e Segundo as analises referente ao tamanho das células em préfase I, B.
micantulum e R. zela foram as espécies que apresentaram as menores
células, G. f. flavus foi a que apresentou maior tamanho e R. c. crassifemur
e M. brasiliensis apresentaram tamanho intermedidrio;

e Os complementos cromossdmicos verificados foram: 2n=16 (14A+XY, B.
micantulum e Gelastocoris angulatus); 21 (20A+X0, R. c. crassifemur); 23
(22A+X0, R. zela e R. tenuipes); 25 (24A+X0, B. amnigenus e B. unguis;
22A+2m+X0, M. membranacea); 27 (24A+2m+X0, M. brasiliensis e M.
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uruguayensis); 29 (26A+X;X,Y, B. anurum) e 35 (30A+X1XoX3X,Y, G. f.
flavus);

Com relagdo aos cromossomos sexuais, a localizacdo depende do sistema
cromossdmico do sexo. Em sistema do tipo X0 o cromossomo X esta
localizado fora do anel formado pelos autossomos. Se for X0 mas com a
presenca de m-cromossomos, 0s autossomos se dispdem circularmente
com 0S m-cromossomos no seu centro e o X fora do anel, quando o
sistema de determinacdo do sexo é XY, o X, esta dentro do anel formado
pelos autossomos e 0 Y esta junto com os autossomos, se for X3 X,Y, 0s X
e 0 Y estdo dentro do anel, e se o sistema for X;X;X3X,4Y, 0s X estdo no
centro do anel formado pelos autossomos e o Y faz parte do anel
juntamente com 0s autossomos;

Todas as espécies apresentaram espermatides iniciais arredondadas com
variacdo apenas do material heteropicnotico;

As espermétides em alongamento podiam ser em forma eliptica como em
Belostomatidae e Gelastocoridae ou em forma de bastdo como apresentada
em Gerridae, Notonectidae e Veliidae. Algumas familias apresentaram
vesiculas de diferentes tamanhos;

Durante o alongamento final das espermatides, todas apresentaram as
mesmas caracteristicas, ou seja, as que apresentavam a cromatina em
forma eliptica, continuaram com esta morfologia assim como as que
apresentavam a cromatina em forma de bastdo com exce¢do da espécie
Martarega uruguayensis em que a regido posterior da cauda esta em forma
de V.
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As analises ultraestruturais de G. f. flavus e M. uruguayensis

permitiram concluir que:

e O padrao fagelar € de 9+9+2;

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

e O inico da formacdo do acrossomo ocorre no inicio da espermiogénese
com a presenca de vesiculas acrossomais que se unem formando uma
Unica estrutura;

e O acrossomo esta localizado na regido anterior da cabeca da espermatide;

e O flagelo pode apresentar elementos supranumerarios.
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VIl. RESUMO

No presente trabalho verificamos que os testiculos possuem morfologias
diferentes podendo ser arredondados, arredondados/espiralados  ou
alongados/espiralados. Com relacdo a morfometria das células em profase |, B.
micantulum e R. zela foram as que apresentaram as menores celulas, G. f. flavus
foi a que apresentou maior tamanho e R. c. crassifemur e M. brasiliensis
apresentaram tamanho intermediario. A avaliagdo da espermatogénese nos
permitiu concluir que as caracteristicas observadas sdo semelhantes as das outras
espécies de Heteroptera, descritas na literatura, diferindo apenas com relacdo a
morfologia dos testiculos, o nimero de cromossomos e 0 sistema cromossomico
do sexo. A analise das ultraestruturas observadas durante a espermatogénese de
Gelastocoris flavus flavus e Martarega uruguayensis mostraram a presenca de
vérias mitocondrias pequenas e uniformemente distribuidas pelo citoplasma em
células em profase I, de ambas especies, que foram se unindo formando o
complexo mitocondrial, que possui no seu interior as mitocondrias enoveladas,
posteriormente este complexo mitocondrial se divide em duas estruturas
denominadas derivados mitocondriais, que se dispdem bilateralmente ao
axonema. O axonema dessas espécies possui 0 padrdo de 9+9+2. A formacdo do
acrossomo inicia-se nos primeiros estagios da espermiogénese sendo composto de
muitas vesiculas acrossomais que se unem formando uma Unica estrutura, sendo
observada regifes e algumas estruturas mais coradas em seu interior. Basicamente

0 processo de espermiogénese ndo diferiu entre as duas espécies analisadas.

Palavras-Chave: Citogenética de Heteroptera, lobos testiculares, meiose,

espermiogénese, acrossomo, derivado mitocondrial, axonema, nucléolo.
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VIIl. ABSTRACT

In this study, we found different morphologies for testes of the
Heteroptera species Belostoma anurum, B. micantulum, Gelastocoris angulatus,
G. flavus flavus, Rheumatobates crassifemur crassifemur, Buenoa amnigenus, B.
unguis, Martarega brasiliensis, M. membranacea, M. uruguayensis, Rhagovelia
tenuipes and R. zela. They can by round, round/spiral and elongated/spiral. The
size of prophase | cells also varied, being the smallest ones detected in B.
micantulum and R. zela, the largest in G. f. flavus, and the intermediate in R. c.
crassifemur and M. brasiliensis. The analyses of spermatogenesis allowed us to
conclude that, in the studied species, the features are similar to those of other
previously described Heteroptera species, differing only as to the testicular
morphology, the chromosome number, and the sex chromosome system.
Ultrastructural analysis of the spermatogenesis showed several small
mitochondrias evenly distributed throughout the cytoplasm, in cells at prophase |
of G. f. flavus and M. uruguayensis. The small mitochondrias joined to form the
mitochondrial complex. Later, this mitochondrial complex divided into two
structures called mitochondrial derivatives, located bilaterally to the axoneme.
The axoneme of these species showed the flagellar pattern 9+9+2. The acrosome
started to be formed in the early stages of spermiogenesis, being composed of
many acrosome vesicles that join to form a single structure. Some regions within
this structure were more strongly stained. Basically the process of spermiogenesis
did not differ between the species G. f. flavus and M. uruguayensis.

Keywords: Cytogenetics of Heteroptera, testicular lobes, meiosis, spermiogenesis,

acrosome, mitochondrial derivative, axoneme, nucleolus.
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