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RESUMO

A subordem Heteroptera possui uma enorme diversidade de insetos distribuida em
sete infraordens, dentre as quais utilizamos Gerromorpha, Nepomorpha,
Cimicomorpha e Pentatomomorpha. As espécies que foram estudadas da primeira
infraordem, representando os insetos semi-aquaticos, sdo Limnogonus aduncus e
Mesovelia mulsanti, da segunda infraordem, representando os aquaticos, sdo
Belostoma anurum, Martarega sp. e Buenoa unguis, da terceira infraordem Zelus
sp. ¢ Teleonemia sp. ¢ da tltima infraordem, representando juntas os terrestres,
sdo Largus sp., Stenocoris sp., Zicca pulchra e Dysdercus sp. para descrever as
ultraestruturas de suas espermatides e posterior compara¢do. Durante o processo
de espermiogénese em geral, ocorre uma sériec de modificacdes nas espermatides
antes dessas serem transformadas em espermatozoide, inclusive nos insetos. Neste
trabalho verificamos por meio da Microscopia Eletronica de Transmissdo, as
modifica¢des  ocorridas nas espermatides das infraordens anteriormente
mencionadas. Na maioria dos insetos com habitat aquatico foi identificada uma
maior variagdo morfologica com relagdo aos derivados mitocondriais,
apresentando-se tanto com simetria reniforme, com simetria e padrio diferente,
quanto com assimetria. Com relagdo aos terrestres, foi identificado
predominantemente um padrdo morfologico reniforme com uma &rea de cada
derivado mitocondrial menor que a do axonema. Somente a espécie B. unguis, de
habitat aquatico, evidenciou um padrio atipico, assimétrico, de derivados
mitocondriais, com relagdo ao comumente observado na subordem Heteroptera.
Ao longo da espermiogénese foi verificada a presenca de manchete ao redor do
nucleo e do acrossomo nas espécies M. mulsanti, L. aduncus, Teleonemia sp. e Z.
pulchra, com padrio de distribuicdo dos microtibulos diferente entre os insetos de
habitat aquético e terrestre. Outra caracteristica observada foi a presenca de um
forame no interior do acrossomo de M. mulsanti, L. aduncus. As variagdes para as
caracteristicas analisadas no presente trabalho podem ser utiizadas como

ferramentas importantes para auxiliar em andlises sistematicas.



Palavras-chave: ultraestrutura, derivado mitocondrial, manchete, acrossomo,
Hemiptera



ABSTRACT

The suborder Heteroptera has an enormous diversity of insects distributed in
seven infraorders, among which Nepomorpha, Gerromorpha, Pentatomomorpha e
Cimicomorpha, The species that have been studied from the first infraorder,
representing semi-aquatic insects, are Limnogonus aduncus and Mesovelia
mulsanti, from the second order, representing the aquatic ones, Belostoma
anurum, Martarega sp. and Buenoa unguis, from the third infraorder Zelus sp. and
Teleonemia sp. and the last infraorder, representing terrestrials together, are
Largus sp., Stenocoris sp., Zicca pulchra and Dysdercus sp. to describe the
ultrastructures  of their spermatides and further comparison. During the
spermiogenesis process in general, a series of changes in spermatids occur before
they are transformed into sperm, including in insects In this work we verified
through Transmission Electron Microscopy, the changes occurred in the
spermatids of the abovementioned infraorders. In the majority of insects with
aquatic habitat, a greater morphological variation was identified in relation to
mitochondrial derivatives, presenting both with reniform symmetry, with different
symmetry and pattern, and with asymmetry. With respect to terrestrials, a
predominantly reniform morphological pattern was identified with an area of each
mitochondrial derivative smaller than the axoneme. Only the species B. unguis, of
aquatic habitat, showed an atypical, asymmetric pattern of mitochondrial
derivatives, in relation to that commonly observed in the suborder Heteroptera.
Throughout spermiogenesis it was verified the manchette around the nucleus and
the acrosome in the species M. mulsanti, L. aduncus, Teleonemia sp. and Z.
pulchra, with different microtubule distribution pattern between aquatic and
terrestrial habitat insects. Another characteristic observed was the presence of a
foramen within the acrosome of M. mulsant and L. aduncus. The variations for the
characteristics analyzed in the present work can be used as important tools to

assist in systematic analyzes.



Keywords: ultrastructure, mitochondrial derivative, manchette, acrosome,
Hemiptera
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1 INTRODUCAO

Para a compreensdo do presente trabalho, apresentamos a seguir
uma explanagdo sobre a subordem Heteroptera, na qual pertencem todas as
infraordens aqui estudadas, uma breve descricdo das infraordens utilizadas e sobre

a Microscopia Eletronica de Transmissdo, sua importdncia e objeto de estudo.

1.1 Aspectos Gerais da ordem Hemiptera e da subordem

Heteroptera

A ordem Hemiptera possui uma monofilia evidenciada por dados
morfologicos e moleculares (MISOF et al., 2014) e € composta por uma variedade
de insetos com relagdo ao tamanho, morfologia ¢ habitos alimentares (MAIA,
2009). Esse grupo € caracterizado pela presenca de pecas bucais adaptadas a
perfuragdo e sucgdo, localizadas em uma tromba ou bico, em adultos ¢ ninfas
(SCHUH; SLATER, 1995). Foram descritas mais de 100.000 espécies
pertencentes a essa ordem ao redor do mundo (DALLAI et al, 2016) e se
encontram  distribuidas em quatro subordens: Heteroptera Sternorrhyncha,
Coleorryncha e Auchenorrhyncha (BOURGOIN et al., 1997).

Com relacdo aos grupos de insetos com metamorfose incompleta
(ovo, ninfa e adulto), a subordem Heteroptera ¢ uma das maiores e mais diversas,
alkm de se encontrar amplamente dispersa no planeta, com exce¢do apenas dos
polos e locais de alta altitude (SCHUH; SLATER, 1995). Os insetos dessa
subordem sdo encontrados em ambientes terrestres, semi-aqudticos e aquaticos e
podem possuir habitos alimentares diversificados, como hematofagia, fitofagia ou
predacdo de outros insetos (SCHUH; SLATER, 1995; VIANNA et al, 2003). A
grande maioria dos insetos pertencentes a essa categoria, possui grande
importdncia econdmica, pois tém capacidade de afetar diretamente os humanos
por meio de grandes danos as produgdes, como de frutos e grdos que sdo

utiizados para consumo ou para producdo de medicamentos; podem também
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causar impactos na cadeia alimentar ou mesmo transmitir algumas doengas as
plantas ou ainda serem vetores de agentes infecciosos. Algumas espécies sdo
ectoparasitas de humanos e animais domésticos ¢ poucas provocam sérias doencas
aos humanos. Entretanto, muitas espécies podem ser benéficas ao homem, devido
ao habito predatorio, atuando no controle bioldgico (SCHUH; SLATER, 1995).

A subordem ¢ composta por sete infraordens: Cimicomorpha,
Pentatomomorpha, Dipsocoromorpha, Gerromorpha, Leptopodomorpha,
Nepomorpha e Enicocephalomorpha (WEIRAUCH; SCHUH, 2011), dentre as
quais foram utilizadas quatro para representar os heteropteros aquaticos
(Nepomorpha), semi-aquaticos (Gerromorpha) e terrestres (Pentatomomorpha e
Cimicomorpha).

A infraordem Nepomorpha, a qual conttm 11 familias
(SCHAEFER; PANIZZI, 2000) esta representando os insetos aquaticos. A familia
Belostomatidae, conhecida popularmente como Barata-d'agua, engloba predadores
que podem atingr um tamanho enorme (SCHAEFER; PANIZZI, 2000). As
familias Notonectidae e Corixidae apresentam importincia econdmica, pois atuam
como agentes de controle biologico de mosquitos, larvas e pupas de insetos
hematofagos vetores da ordem Diptera, além de servirem como alimento para
alguns peixes, anfibios, aves e morcegos (SCHAEFER; PANIZZI, 2000).

Representando  os  insetos  semi-aquaticos, a  infraordem
Gerromorpha se divide em oito familias, contendo cerca de 150 géneros e 1670
espécies (SCHAEFER; PANIZZI, 2000). Velidae (720) e Gerridae (620) sdo as
familias pertencentes a essa infraordem que possuem uma maior riqueza de
espécies (SCHAEFER; PANIZZI, 2000). Os espécimes deste grupo sdo
principalmente predadores e detritivoros e estdo adaptados a vida na superficie da
agua, cujas adaptacdes sdo pernas alongadas, musculatura possibilitando uma
locomogdo especializada e estrutura toracica modificada (SCHAEFER; PANIZZI,
2000). Esses insetos parecem ser vulneraveis a certos tipos de poluigdes, cujo
tamanho populacional flutua de acordo com o ambiente, podendo, assim, refletir

mudangas na area e na qualidade das zonas imidas. Além disso, algumas espécies
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sdo importantes economicamente, pois s3o pragas de plantacdes de arroz
(SCHUH; SLATER, 1995; SCHAEFER; PANIZZI, 2000).

Com relacdo a infraordem Pentatomomorpha, representando os
insetos terrestres, por englobar a maioria das espécies fitofagas, divididas entre
quarenta e duas familias (WEIRAUCH; SCHUH, 2011) é principalmente
conhecida por ser praga de plantas, inclundo as de importincia econOmica
(SCHUH; SLATER, 1995). A maioria dos individuos deste grupo se alimenta da
parte reprodutiva da planta, como flores, Ovulos, ovdrios e sementes
(SCHAEFER; PANIZZI, 2000), entretanto, alguns individuos se alimentam de
fungo ou do sistema vascular da planta (SCHUH; SLATER, 1995). Algumas
espécies da pequena familia fitofaga Alydidae causam danos a cultivos nos
Tropicos e parte da Asia (SCHAEFER; PANIZZI, 2000). A familia Lygaeidae,
com espécimes de cores aposematicas, ndo constitui um grupo monofilético e seus
espécimes se alimentam especialmente de sementes (SCHAEFER; PANIZZI,
2000). A familia Coreidae comporta individuos primariamente, mas nio
exclusivamente fitbfagos, e se encontram concentrados nos trépicos diminuindo
gradualmente sua presenga em dreas temperadas sementes (SCHAEFER;
PANIZZI, 2000).

A infraordem Cimicomorpha, também representando os insetos de
habitat terrestre, inclui as maiores familias de percevejos verdadeiros (SCHUH;
SLATER, 1995): Miridae e Reduviidae, além de outras 14 familias (SCHUH;
SLATER, 1995). Os insetos pertencentes a esse grupo possuem uma ampla
variedade de adaptacdes a diversos habitats e habitos alimentares, como predagéo,
hematofagia e fitofagia (SCHUH; SLATER, 1995; WEIRAUCH; SCHUH, 2011).
As familias Miridae e Tingidae, ao contrario de diversos insetos da infraordem
Pentatomomorpha, causam danos principalmente as partes ndo reprodutivas da
planta, fazendo com que seja necessaria a utilizagdo de técnicas para a realizagdo
de reparos (SCHUH; SLATER, 1995; SCHAEFER; PANIZZI, 2000). Ja a familia
Reduviidac ¢ considerada o maior grupo de predadores dentro da subordem

Heteroptera (SCHAEFER; PANIZZI, 2000).
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1.2 Estudo da Espermiogénese de Insetos

Os testiculos de insetos sdo constituidos por um ou varios foliculos
(lobos) contendo varios cistos, dentro dos quais ocorre a espermatogénese
(PHILLIPS, 1970; SOUZA et al 2007). Durante este evento o nimero de
cromossomos ¢ reduzido a metade por meio de divisdes meidticas, formando ao
final os espermatozoides (LINO-NETO, 1993; JAMIESON et al 1999). A
espermatogénese pode ser dividida nas fases meidticas (meioses I e II), onde as
espermatogdnias originam um conjunto de espermatides interconectadas e na fase
da espermiogénese, na qual as espermdtides jovens, que inicialmente apresentam
nucleo centralizado, esférico e com cromatina dispersa homogeneamente
(LANDIM,  2009), passam por varias transformacdes morfologicas
sincronicamente, originando desta forma os espermatozoides (PHILLIPS, 1970;
BACCETTI, 1972; QUAGIO-GRASSIOTO; LELLO, 1996; JAMIESON et al,
1999).

Os espermatozoides sfo finos, alongados e compostos pela regido
da cabega e cauda (QUICKE, 1997). sdo altamente especializados e diversificados
(JAMIESON, 1987; JAMIESON et al., 1999) e os dos insetos, segundo Dallai et
al.  (2006), possuem uma maior variabiidade em sua estrutura, podendo
diversificar quanto a presenca de flagelo e tamanho, quanto ao tamanho de poucos
micrometros até seis cm de comprimento. Segundo Phillips (1970), podem variar
também quanto a forma e organizagdo ultraestrutural.

A pesquisa acerca do desenvolvimento dos espermatozoides —
espermiogénese - de insetos em nivel ultraestrutural iniciou-se em 1970, com o
aperfeicoamento dos métodos de Microscopia Eletrdnica de Transmissdo (MET)
para material biologico (PHILLIPS, 1970; BACCETTI, 1972; MESSIAS JR.,
1990). Os METs foram desenvolvidos devido a resolugdo limitada da imagem em
microscopios de luz (WILLIAMS; CARTER, 1996).

Os trabalhos realizados com foco no estudo da espermiogénese ¢ da
estrutura do espermatozoide de vertebrados e mvertebrados tém aumentado ao

longo dos anos e muitos trabalhos foram publicados sobre o assunto, como os de
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Baccetti et al. (1979), no qual estudaram o axonema de vertebrados e
mvertebrados; de Jamieson (1983), que estudou o espermatozoide de anelideo
ultraestruturalmente; de Fernandes et al. (1998), em que foi estudado o papel do
complexo de Golgi e do reticulo endoplasmatico na espermiogénese de inseto; de
Aires et al. (2000), onde as etapas da espermiogénese de peixe Piracanjuba foram
estudadas; de Al-Dokhi (2009), que analisou a vesicula acrossomal durante a
espermiogénese de réptil; de Foata et al. (2012), cujo trabalho é em relacdo a
espermiogénese de um parasita de peixe; de Santos et al. (2013), onde estudaram
a morfologia do espermatozoide de insetos e Dallai (2014), no qual analisou a
espermatogénese e a estrutura do espermatozoide de insetos.

Os trabalhos desenvolvidos nessa area t€ém investigado a formagéo
do acrossomo por meio da vesicula pré-acrossomal; o axonema e o padrio de
conformagdo dos microtibulos; o desenvolvimento das mitocondrias em
complexo mitocondrial (ulraestrutura também conhecida pelo termo Nebenkern)
e, posteriormente, em derivados mitocondriais em algumas espécies de
Heteroptera, como Gerris najas (Gerridae) (WERNER; WERNER, 1993),
Notonecta glauca (Notonectidae) (WERNER et al, 1988), Euchistus heros
(FERNANDES et al, 2001), em espécies da familia Pentatomidae (ARAUJO et
al, 2011; TRANDABURU, 1973; FERNANDES et al, 1998), Reduvidae
(DOLDER, 1988; BAO et al, 1994; OLIVEIRA et al., 2019), em Heteroptera
aquaticos (AFZELIUS et al., 1976; LEE, 1991; LEE; LEE, 1992, PEREIRA et al.,
2015), e em insetos pertencentes as infraordens Leptopodomorpha (AFZELIUS et
al, 1985), Cimicomorpha, Gerromorpha e Pentatomomorpha (DALLAL;
AFZELIUS, 1980; ARAUJO et al., 2011), além de diversas outras.

AKm da descricdio do desenvolvimento do espermatozoide, as
pesquisas relacionadas ao estudo da espermiogénese de insetos, buscam também
caracteristicas sinapomorficas dos grupos, dentre as quais podemos citar a
quantidade e morfologia dos derivados mitocondriais — cuja variagdo pode ocorrer
entre as espécies, a quantidade de estruturas paracristalinas no interior dos
derivados mitocondriais, a morfologia e posigdo do acrossomo e o padrdo dos

microtibulos do axonema 9+9+2, sendo um par de microtibulos centrais ¢ ao
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redor destes, nove duplas periféricas e nove microtubulos acessorios mais
externos a esses (FAWCETT et al, 1970; LINO-NETO; DOLDER, 2001;
ARAUIJO, 2011 e 2012; DALLAI, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

No presente trabalho o objetivo foi descrever as caracteristicas
ultraestruturais da espermiogénese ¢ do espermatozoide de espécimes das familias
Belostomatidae, Notonectidae (Nepomorpha) com habitat aquatico, Gerridae,
Mesovelidac (Gerromorpha) com habitat semi-aqudtico ¢ Reduvidae, Tingidae
(Cimicomorpha), Lygaeidae, Alydidae e Coreidae (Pentatomomorpha) com

habitat terrestre, além de comparar os dados obtidos entre as familias e infraodens.
2.2 Objetivos especificos
Analisar e comparar ultraestruturalmente a porgdo anterior e

posterior das espermatides durante a espermiogénese de diferentes familias,

infraordens e habitats;
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta dos insetos

Foram coletados espécimes de cada uma das seguintes espécies:
Belostoma anurum (Belostomatidae: Nepomorpha), Martarega sp., Buenoa
unguis  (Notonectidae:  Nepomorpha), Limnogonus  aduncus  (Gerridae:
Gerromorpha), Mesovelia mulsanti (Mesovelidae: Gerromorpha), Zelus sp.
(Reduviidae: Cimicomorpha), Teleonemia sp. (Tingidae: Cimicomorpha), Largus
sp. (Lygaeidae: Pentatomomorpha), Stenocoris sp. (Alydidae: Pentatomomorpha),
Zicca pulchra (Coreidae: Pentatomomorpha) e Dysdercus sp. (Pyrrhocoridae:
Pentatomomorpha), até atingr a quantidade de cinco exemplares machos por
espécie.

As coletas dos espécimes foram realizadas em S&o José do Rio
Preto — SP (20° 49' 12" S, 49° 22' 44" O), Balsamo (20° 44' 06" S 49° 35' 02" O),
e Olimpia (20° 44' 13" S 48° 54' 54" O) e regido. As femeas foram separadas e
devolvidas ao habitat, enquanto que os machos foram levados ao microscopio

estereoscopico para extracdo dos testiculos.

3.2 Preparo do Material para Analise em Microscopia Eletronica

de Transmissio

Os testiculos dos individuos adultos foram extraidos, fixados com
Karnovsky por 24 horas, para entdo serem lavados duas vezes em tampéao
Millonig. A pés-fixagio foi realizada com Tetroxido de Osmio a 1%: Millonig
(1:3), durante 2 horas na geladeira. No periodo segunte, o material foi lavado em
dgua bidestilada, em seguida, desidratado em uma sequencia de solugdes com
concentracbes de acetona crescendo progressivamente até¢ atingr 100%.
Posteriormente, seguiu-se a pré-infittragdo em araldite:acetona (1:1) overnight em
temperatura ambiente, logo apds, a infiltragdo em araldite por 2 horas a 37°C. A

inclusdo ocorreu em araldite ¢ o material permaneceu por dois dias completos a
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60°C. Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila a 2%, por 20
minutos (WATSON, 1958) e, depois, em citrato de chumbo a 2%, em solucdo de
hidroxido de sédio 1 N (VENABLE; COGGESHALL, 1965). As imagens foram
obtidas no MET Jeol JEM — 100 CXII da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, USP.
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4 CAPITULO 1

Espermiotaxonomia de quatro infraordens de Heteroptera, com énfase nos
derivados mitocondriais das espermatides

Emi Rosane Silistino-Souza', Mary Massumi Itoyama', Maria Tercilia Vilela de
Azeredo Oliveira'
"nstituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas- UNESP, Univ Estadual
Paulista, Campus Sdo José¢ do Rio Preto, Departamento de Biologia, Laboratério
de Citogendtica de Insetos.

Rua Cristovdo Colombo, 2265

Bairro: Jardim Nazareth,

15054-000 - Sdo José do Rio Preto, SP

Resumo

A subordem Heteroptera é um grupo bastante numeroso e diverso tanto
morfologicamente quanto em relagdo ao habitat. Assim, foram utilizadas onze
espécies pertencentes a dez familias diferentes de Heteroptera para representar
quatro infraordens, sendo elas Nepomorpha, de habitat aquatico, Gerromorpha,
semi-aqudtico ¢ as terrestres Pentatomomorpha ¢ Cimicomorpha, com a finalidade
de observar a morfologia dos derivados mitocondriais das respectivas
espermatides. Analises ultraestruturais de espermatides, durante a espermiogénese
Mesovelia mulsanti (Mesoveliidae), Martarega sp. (Notonectidae), Limnogonus
aduncus (Gerridae), Dysdercus sp. (Pyrrhocoridae), Largus sp. (Lygaeidae),
Belostoma anurum (Belostomatidae), Zelus sp. (Reduvidae), Stenocoris sp.
(Alydidae), Teleonemia sp. (Tingidae) e Zicca pulchra (Coreidae) mostraram na
regidio caudal dois derivados mitocondriais circundando bilateralmente um
axonema de modo simétrico e ao tracar uma reta em cima do par central de
microtibulos do axonema, verificamos que os derivados se posicionam
simetricamente a partir dessa reta envolvendo até a regido do terceiro par de
microtubulos  periféricos. Dentre as espécies com derivados mitocondriais
simétricos, B. anurum — a unica de habitat aquatico, Zelus sp., Stenocoris sp.,
Teleonemia sp. e Z. pulchra, essas apresentam também os derivados com formato
padrdo reniforme. J4 as outras espécies com simetria, M. mulsanti, Martarega sp.,
L. aduncus, Dysdercus sp. ¢ Largus sp. — sendo somente as duas ultimas de
habitat terrestre, apresentaram seus derivados mitocondriais com tamanhos e
formatos atipicos, diferentes do reniforme anteriormente mencionado. B. unguis,
de habitat aquatico, evidenciou um padrdo atipico de derivados mitocondriais,
com relacdo ao comumente observado na subordem Heteroptera, de formato
exclusivamente  assimétrico. FEssas variagdes morfoldgicas especificas nas
espermatides  fornecem dados particularmente  importantes para  analises
taxonOmicas e filogenéticas futuras em Heteroptera.
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Palavras-chave: ultraestrutura, Hemiptera, espermiogénese.

Introducio

A subordem Heteroptera ¢ de rica diversidade, alim de se encontrar
dispersa em todo o planeta, com exce¢do dos polos (SCHUH; SLATER, 1995).
Esse grupo ¢ dividido em sete infraordens (WEIRAUCH; SCHUH, 2011), dentre
as quais Nepomorpha, Gerromorpha, Cimicomorpha e Pentatomomorpha.

Dados morfologicos, em especial do espermatozoide devido a sua grande
variagdo, podem auxiiar na investigacdo filogendtica ¢ taxondmica (OLIVEIRA
et al, 2019). As investiga¢cdes ultraestruturais, como um fator comparativo entre
espécies, vém sendo utilizadas em diversas pesquisas como as de Araujo et al
(2010, 2011) com Heteroptera e Auchenorrhyncha, Dallai et. al (2016) com
diversos grupos de insetos, Santos e Lino-Neto (2018) com Heteroptera, dentre
outros.

Especificamente, durante a formagfio dos derivados mitocondriais a partir
das mitocondrias, os primeiros estudos mais completos sdo de Bowen (1920 e
1922). Desde entdo outros trabalhos t€ém sido realizados com relagdo a formagao
dos derivados mitocondriais, sua morfologia ¢ fungdo, como os de Phillips (1970),
Baccetti et al. (1977), Aratijio (2012) e Noguchi et al. (2012).

Perotti (1973) relacionava os derivados mitocondriais como uma heranga
citoplasmatica paterna e supds que o material armazenado nos derivados
mitocondriais podia estar envolvido na ativagdo e nutrigdo do ovdcito apos a
fertilizacdo. Porém, atualmente as fungdes sugeridas aos derivados mitocondriais
dos espermatozoides de insetos, estdo relacionadas no controle e regulacdo da
forma do movimento flagelar e com o processo de estocagem e liberacdo de
energia necessdria para a sua mobilidade (PHILLIPS, 1974; YASUZUMI, 1974;
TOKUYASU, 1975). Acrescentando a essas fungdes, Noguchi et al (2012)
propuseram que a arquitetira dupla da membrana da mitocOndria, combinados
com os microtubulos citoplasmaticos, podem servir como suporte estrutural para o
alongamento da cauda do espermatozoide.

Assim, devido a importdncia dos derivados mitocondriais para o0s
espermatozoides, comparamos a morfologia dessas ultraestruturas em diferentes
espécies, com a finalidade de aumentar o conhecimento da biologia reprodutiva de
heteropteras de diferentes habitats e de diferenciar as infraordens e seus

subgrupos.

Material ¢ métodos

As espécies espécies Mesovelia mulsanti (Mesovelidae), Martarega sp. e
Buenoa unguis (Notonectidae), Limnogonus aduncus (Gerridae), Dysdercus sp.
(Pyrrhocoridae), Largus sp. (Lygaeidae), Belostoma anurum (Belostomatidae),
Zelus sp. (Reduvidae), Stenocoris sp. (Alydidae), Teleonemia sp. (Tingidae) e
Zicca pulchra (Coreidae) tiveram o testiculo de seus cinco exemplares cada



22

extraidos e fixados em Karnovsky por 24h. Apds, duas lavagens em tampio
Milloning e poés-fixagdo em Tetroxido de Osmio a 1%: Millonig (1:3), por 2 h.
Entdo, foram lavados em 4gua bidestilada e desidratados em concentragdes
crescentes de acetona. O material foi pré-infitrado em araldite:acetona (1:1),
durante 24h, em temperatura ambiente, infiltrado em araldite, por 2 h a 37°C, e
incluido em araldite por 48 h a 60°C. Os cortes ultrafinos foram coletados em
grids e, contrastados com acetato de uranila a 2%, por 20 minutos e depois em
citrato de chumbo a 2%, em solu¢do de hidréxido de sodio 1 N, por 6 minutos. As
imagens foram obtidas por meio do Microscopio Eletrdnico de Transmissdo Jeol
JEM — 100 CXII da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP.

Resultados

Todos os cortes transversais do flagelo das espermatides analisadas
(Figuras 1, 2 e 3) apresentaram dois derivados mitocondriais dispostos
bilateralmente ao axonema, enquanto que 0s COrpos acessorios estavam ausentes,
akm de duas pontes opostas conectando os derivados mitocondriais aos
microtibulos do axonema. Outra caracteristica observada foi a presenga de uma
ou mais estruturas paracristalinas no interior dos derivados mitocondriais.

Nas onze espécies observadas no presente estudo, foi identificado um
padrio em que ao tragar uma reta em cima do par central de microtubulos do
axonema, verificamos que os derivados mitocondriais se  posicionam
simetricamente a partir dessa linha envolvendo até a regiio do terceiro par de
microtibulos periféricos seguintes a essa linha tragada (Figura la,b,e e Figura 2a-
e), com excecdo de Martarega sp. e M. mulsanti (Figura 1c¢.d), cujos derivados
envolvem completamente o axonema.

Em cinco espécies foram identificados derivados mitocondriais simétricos,
porém com formas e tamanhos diversos, como em M. mulsanti, cujos derivados
achatados envolvem completamente o axonema (Figura 1d); Martarega sp., cujos
derivados também envolvem completamente o axonema, porém apresentam-se
mais arredondados na outra face (Figura 1c¢); L. aduncus, com derivados
mitocondriais, cujas regides que ficam proximas & reta sobre o par central sfo
mais volumosas que a regido oposta que envolve o axonema (Figura le);
Dysdercus sp., com derivados mitocondriais arredondados e quatro vezes maiores
que a area do axonema (Figura 1a) e em Largus sp., cujos derivados mitocondriais
encontram-se mais afastados um do outro e a por¢do voltada para o axonema &
maior, se afunilando repentinamente, conforme se afasta do axonema e
aumentando novamente (Figura 1b). Nos casos citados acima, apenas dois
possuem habitat terrestre (Dysdercus sp. € Largus sp.).

Nas outras cinco espécies, dentre as quais, somente uma possui habitat
aquatico (B. anurum), as restantes habitat terrestre (Zelus sp., Stenocoris sp.,
Teleonemia sp. e Z. pulchra), foram verificados derivados mitocondriais
simétricos, reniformes e com uma area menor que a do axonema (Figura 2a-e).
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Figura 1 - Cortes transversais de regifio caudal de espermatide de Pyrrhocoridae (a), Lygaeidae
(b), Notonectidae (c), Mesoveliidae (d), Gerridac (e). a-e¢) derivados mitocondriais (DM)
simétricos, entretanto com formatos e tamanhos atipicos conectados aos microtiibulos do axonema
(ax) por duas pontes opostas (setas). P1, P2 e P: estruturas paracristalinas. Linha tracejada: reta
passando sobre o par de microtubulos central. Aumentos: 80.000x, 140.000x, 40.000x, 80.000x,
100.000%, respectivamente.
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Figura 2 - Cortes transversais de regido caudal de espermatide de Belostomatidae (a), Reduviidae
(b), Tingidae (c), Alydidae (d), e Coreidae (e). a-e) Derivados mitocondriais (DM) simétricos e
reniformes conectados aos microtubulos do axonema (ax) por duas pontes opostas (setas). P1,P2e
P: estruturas paracristalinas. Linha tracejada: reta passando sobre o par de microtibulos central.
Aumentos: 140.000x, 140.000x, 67.000x, 140.000x%, e 100.000x, respectivamente.

L AW i i A
Fonte: produzida pela propria autora (2018).
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Apenas em B. unguis, espécie aquatica, foi identificado um padrio atipico
com relacdo ao verificado em Heteroptera (Figura 3). Os derivados mitocondriais
observados para essa espécie sdo notadamente assimétricos e possuem uma regiao
circular no interior, assemelhando a uma perfiragdo. Um derivado mitocondrial €
fungiforme e quase a metade do outro derivado, enquanto que o derivado maior
aparenta estar englobando o axonema (Figura 3).

Figura 3 - Corte transversal de regido caudal de espermatide de Notonectidae com derivados
mitocondriais (DM1 e DM2) assimétricos circundando completamente o axonema (seta).
Aumento: 27.000x.

+ .
':. ‘, \xh’ f&p‘l

Fonte: produzida pela propria autora (2018)

Na tabela 1 foi realizada uma andlise comparativa com relagdo a
morfologia dos derivados mitocondriais em diferentes familias. Para a infraordem
Gerromorpha foi verificado somente o padrdo morfoldgico simétrico com formas
e tamanhos diversos (S#), enquanto que para a infraordem Nepomorpha, a maioria
das espécies analisadas (sete de onze) apresentou o padrdo simétrico reniforme
(SR) para os derivados mitocondriais, seguido de trés espécies assimétricas (AS) e
somente duas simétricas diferentes (S#). Com relagdo as infraordens contendo
individuos terrestres, a Cimicomorpha apresentou cinco de oito espécies com
padrdo simétrico reniforme (SR), duas assimétricas (AS) e somente uma simétrica
diferente (S#); ja a infraordem Pentatomomorpha demonstrou valores iguais para
o padrdo simétrico reniforme (SR) e simétrico diferente (S#), sendo quatro
espécies para cada e nenhum assimétrico foi encontrado até¢ o momento.
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Tabela 1 — Analise comparativa da morfologia de derivados mitocondriais de diferentes familias de Heteroptera

Habitat Infraordem Familia Género/espécie SR S# AS Referéncia
Semi- Gerromorpha Gerridae Limnogonus aduncus X Presente trabalho
Aquatico
Hydrometridae Hydrometra sp. X Dallai & Afzelius (1980)
Mesovellidae Mesovelia mulsanti X Presente trabalho
Aquatico Nepomorpha Aphelocheiridae Aphelocheirus aestivalis X Papacek & Soldan (2008)
Belostomatidae Belostoma anurum X Presente trabalho
Belostomatidae Muljarus japonicus X Lee (1992)
Belostomatidae Diplonychus esakii X Lee (1992)
Corixidae Corixa sp. X Dallai & Afzelius (1980)
Gelastocoridae Gelastocoris flavus flavus X Pereira et al. (2015)
Nepidae Nepa cinerea X Dallai & Afzelius (1980)
Nepidae Ranatra unicolor X Lee (1992)
Nepidae Ranatra chinensis X Lee (1992)
Nepidae Laccotrephes japonensis X Lee (1992)
Notonectidae Martarega bentoi X Novais et. al (2017)
Notonectidae Martarega sp. X Presente trabalho
Notonectidae Buenoa unguis X Presente trabalho
Terrestre Cimicomorpha Anthocoridae Amphiareus constrictus X Santos (2018)
Anthocoridae Blaptostethus pallescens X Santos (2018)
Cimicidae Cimex lecticularius X Dallai & Afzelius (1980)
Tingidae Teleonemia sp. X Presente trabalho
Reduviidae Zelus sp. X Presente trabalho
Reduviidae Triatoma carcavalloi X Oliveira et. al (2019)
Reduviidae Triatoma rubrovaria X Oliveira et. al (2019)
Reduviidae Triatoma sp. X Dallai & Afzelius (1980)
Terrestre Pentatomomorpha  Alydidae Stenocoris sp. X Presente trabalho
Coreidae Zicca pulchra X Presente trabalho
Coreidae Gonocerus insidiator X Dallai & Afzelius (1980)
Lygaeidae Largus sp. X Presente trabalho
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Lygaeidae Lygaeus equestris X Dallai & Afzelius (1980)
Pentatomidae Largus rufipenis X Aratjo (2012)
Plataspidae Coptosoma scutellatum X Dias (2016)
Pyrrhocoridae Dysdercus sp. X Presente trabalho

SR: Simétrico reniforme; S#: Simétrico diferente; AS: Assimétrico. Fonte: produzida pela propria autora (2018).

Discussio

A auséncia de corpos acessorios e presenca de duas pontes opostas
conectando os derivados mitocondriais aos microtibulos do axonema
identificadas em todos os heteropteras deste estudo podem representar possiveis
sinapomorfias dessa ordem, segundo Dallai et al (2016). Outra caracteristica
observada que corrobora ao descrito anteriormente em Heteroptera, também
segundo Dallai et. al (2016), é a presenca de duas ou mais estruturas
paracristalinas no interior dos derivados mitocondriais.

Segundo Phillips (1970), os derivados mitocondriais assumem formas
espécie-especificas. Entretanto, foi observado no presente trabalho que a maior
variagdo morfologica dos derivados foi encontrada majoritariamente em insetos
com habitat aqudtico, enquanto que nos terrestres, foi possivel identificar um
padrio morfoléogico reniforme com uma area de cada derivado mitocondrial
menor que a do axonema. Esse padrio reniforme corrobora ao encontrado por
Olveira et al. (2019) em Reduviidae (7. carcavalloi e T. rubrovaria).

Entretanto, Dias et al. (2016) registraram um padrio morfologico dos
derivados mitocondriais do inseto terrestre C. scutellatum (Plataspidae)
semelhante ao identificado nesta pesquisa em L. aduncus (Gerridae), indicando
ndo ter uma associagdo com o hdabitat, necessariamente. Novais et al. (2017)
registraram também derivados mitocondriais notadamente assimétricos em area e
formato em M. bentoi (Notonectidae), sendo essa espécie pertencente a mesma
familia Notonectidae ¢ infraordem Nepomorpha, assim como B. unguis. O padrio
simétrico diferente identificado em M. mulsanti cujos derivados mitocondriais
envolvem completamente o axonema, também foi verificado em G. f flavus
pertencente & outra infraordem de insetos aquaticos, Nepomorpha (Pereira et al.,
2015).

Quando analisamos as informa¢des agrupadas na tabela, identificamos
apenas uma conformidade para a infraordem Gerromorpha, cujo padrio
morfologico encontrado foi apenas simétrico com formas e tamanhos diversos,
enquanto que para as outras infraordens, houve uma variagdo. Em Nepomorpha,
tanto a familia Belostomatidae quanto Nepidae apresentaram somente padrdes
simétricos reniformes, enquanto que Corixidae e Notonectidae apresentaram
assimetria e simetria com forma e tamanho diversos. Em Cimicomorpha, as
familias Reduvidae e Tingidae apresentaram padrdo simétrico reniforme,
enquanto que a familia Anthocoridae apresentou somente assimetria e a Cimicidae
simetria com forma e tamanho diferentes. Na infraordem Pentatomomorpha ndo
foi identificado nenhum individuo com derivados mitocondriais assimétricos.
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Dentre todas as familias analisadas para as diferentes infraordens, a tnica
que apresentou uma variagdo interna foi Notonectidae, enquanto todos os outros
individuos estiveram em conformidade com as outras espécies estudadas da
mesma familia. Assim, identificamos um padrio morfoldégico para as familias,
com excecdo de Gerromorpha, cujas familias apresentaram o mesmo padrdo
simétrico com formas e tamanhos variados.

Assim, os resultados possibilitaram a identificagdo de um padrdo
morfologico dos derivados mitocondriais  especifico para as familias,
independentemente do habitat, com excecdo da familia Notonectidae, a qual
apresentou  varia¢do interna. As familias da infraordem Gerromorpha
apresentaram o mesmo padrio morfologico, sendo uma possivel caracteristica da
infraordem. Esses dados comparativos possibilitam a compreensdo de aspectos
morfologicos  ultraestruturais em  espermatides, contribuindo com analises
taxonomicas ¢ filogenéticas em Heteroptera.
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S CAPITULO I

Distribution pattern of the microtubules of the manchete in the
spermiogenesis of aquatic and terrestrial heteropterans (Hemiptera,
Heteroptera)

Emi Rosane Silistino de Souzal, Fernando Cesar Silva Juniorl, Mary Massumi
Itoyama', Maria Tercflia Vilela de Azeredo Oliveira'
"UNESP - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

Abstract

Several microtubules, called manchette, were identified by ultrastructural analysis
of cross-sections of the anterior region of the sperm of the Mesovelia mulsanti,
Limnogonus. aduncus, Teleonemia sp. and Zicca pulchra, surrounding the nucleus
and acrosome at different stages of development. In the aquatic species M
mulsanti, L. aduncus, microtubules were observed around the nuclei when the
chromatin was filamentous; on the other hand, i the acrosomes a foramen was
found nside each, in addition to possible tubules, giving a granular aspect to the
content. Regarding terrestrial species Teleonemia sp. and Z. pulchra, this foramen
was not found and only the filamentous aspect of chromatin was observed. A
different pattern was observed in the arrangement of microtubules of the
manchette for aquatic and terrestrial insects, which may be a specific
morphological variation of clusters, in addition to being a new tool to be used in
future taxonomic and phylogenetic analyzes in Heteroptera.

Keywords: nucleus, spermatid, spermatogenesis.
Short communication

The suborder Heteroptera presents an enormous numerical richness, n
addition to a high diversity distributed throughout the planet, except only in the
poles (SCHUH; SLATER, 1995). The variety goes beyond morphology, also
covering the habitats and eating habits of these insects (SCHUH; SLATER, 1995;
VIANNA et al., 2003).

Several events, which occur during sperm formation and microtubules
accumulation, known as manchette, around the nucleus and acrosome, have been
the target of study in multiple organisms, both vertebrates (SIMON et al, 2017)
and mvertebrates (SU etal., 2017).
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Rattner and Brinkley (1972) suggested that the manchette, along with the
chromatin condensation, causes changes in the morphology of the nucleus and
that the variation in the quantity of these microtubules would be delimited by the
number of available subunits and ‘"connection points" in the nucleus. The
manchette interactions with proteins have also been studied, such as CLIP-170, by
Akhmanova et al. (2005), and Arpl, by Fouquet et al. (2000).

Due to the importance of the manchette for the formation of sperm and,
consequently, the success in reproduction, we portray in this work the presence of
the manchette and other morphological characteristics during spermatogenesis in
heteropterans belonging to different infraorders.

The testicles of five individuals of each species were extracted (Mesovelia
mulsanti - Mesovelidae, Limnogonus aduncus - Gerridae, Teleonemia sp. -
Tingidae e Zicca pulchra — Coreidae), which were then fixed at Karnovsky for 48
hours. Afterwards, two washes in Millonig buffer and post-fixation in 1%
Osmium Tetroxide: Millonig (1: 3), for 2 hours were made. Then, they were
washed i double distilled water and dehydrated in increasing concentrations of
acetone. The material was pre-infiltrated in araldite:acetone (1:1), overnight, at
room temperature, infitrated in araldite, for 2 hours at 37°C, and included in
araldite for 48 hours at 60°C. The ultrafine cuts were collected in grids and
contrasted with 2% uranyl acetate, for 20 min and then in 2% lead citrate, in 1 N
sodium hydroxide solution, for 6 min. The images were obtained using the Jeol
JEM - 100 CXII Transmission Electron Microscope, from Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, USP.

Cross cuts of the anterior portion of M. mulsanti, L. aduncus, representing
the semi-aquatics insects and Teleonemia sp. and Z. pulchra, representing the
terrestrial ones, analyzed (Figure 1) presented several microtubules surrounding
the nucleus and the acrosome. At first, in spermiogenesis, the chromatin has a
filamentous aspect, as evidenced in M. mulsanti (Figure la), Teleonemia sp.
(Figure le) and Z pulchra (Figure 1f), which gradually compacts itself until it
acquires a more homogeneous appearance. This filamentous aspect of the
chromatin was also observed in the grasshopper Melanoplus sp. (Fawcett et al.,
1971) and in the bug Euchistus heros (Fernandes et al., 2001).

At this stage, we can already observe a series of microtubules surrounding
the nucleus, which was next to the acrosome in 7Teleonemia sp. (Figure le) and Z
pulchra (Figure 1f). The presence of manchette identified in M. mulsanti, L.
aduncus, Teleonemia sp. and Z. pulchra was previously identified in other insects,
such as Gerris remigis (Heteroptera) (TANDLER; MORIBER, 1965),
Toxorhynchites brevipalpis, Culex quinquefasciatus, C. thallassius, Aedes aegypti,
Anopheles ganbiae arabiensis (Diptera) (NDIAYE et al., 1997) and Gampsocleis
gratiosa (Orthoptera) (SU et al., 2017).

Ndiaye et al. (1997) found four variations of the arrangement of manchette
microtubules in diptera, which, according to the researchers, seemed to be specific
to each genus analyzed. From the patterns identified, none are similar to those
observed in the species of this work, which were not related to genus.

However, we observed a variation between aquatic insects, which
presented a single row of individual microtubules completely surrounding the
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nucleus and the acrosome with a membrane trapping them in a delimited space. In
terrestrial species, we observed more than one row of individual microtubules and
regions around the acrosome and nucleus without microtubules and without the
membrane analyzed in other species. The pattern observed in aquatic individuals
corroborates with the identified in Gerris remigis by Tandler and Moriber (1965).

According to Cole et al. (1988), it is possible that the manchette acts as a
gradual constriction mold and, according to Su et al. (2017), the role of the
manchette could be related to the change in the shape of the nucleus and the
construction of the acrosome morphology.

We observed that the acrosome, besides having a row of microtubules
around it, had a granular aspect in its content in M. mulsanti (Figure 1b) and L.
aduncus (Figure 1c, d) and a more homogeneous and compact in Teleonemia sp.
and Z pulchra (Figure le, f, respectively). In Figure 1d, we identified on the
internal margin of the acrosome a series of microtubules that are much smaller
than the microtubules that were surrounding it externally, while the content,
although granular, was more homogeneous.

Only in the aquatic species M. mulsanti and L. aduncus we identified a
foramen in the acrosome (Figure 1b-d) of small dimension in Figures 1b,c and
much larger in Figure 1d.

The granular appearance inside the acrosome and the foramen observed in
M. mulsanti and L. aduncus were also identified in Gerris remigis by Tandler and
Moriber (1966) and in Hydrometra sp. (Heteroptera) by Dallai and Afzelius
(1980) — these insects also share the aquatic habitat. According to the researchers
of both works, the granulation observed are tubules inside the acrosome,
positioned longitudinally. According to Tandler and Moriber (1965), this
arrangement of tubules may be related to the rigidity of the acrosome. While
cytoplasmic microtubules, in addition to mechanical support, could act as an
intracellular transport system. Also according to these researchers, the tubules
found inside the acrosome would be transitory and would later be replaced by
fibrous elements that would differentiate mto a relatively homogeneous material.

In Figure 1b, we see a region (inside the ellipse) of the membrane that
surrounds the microtubules and the acrosome, invaginating in a peculiar way, with
a small portion of content similar to the acrosome between it and the membrane.
In Figure lc, we also see a differentiated region, in which the acrosome membrane
is connected to the membrane that surrounds the microtubules, leaving no space
for them. Only in this region the membrane cease to be curved to appear straight,
making Figure 1c appear to be a continuation of the process initiated in Figure 1b.

Tandler and Moriber (1966) called “weld spots” the place where the
plasma membrane is in juxtaposition to the acrosomal membrane, a phenomenon
that we clearly observed in L. aduncus and what could be the beginning of this
event in M. mulsanti. The function of this “weld spots” has not yet been
elucidated.

In the aquatic species M. mulsanti (Figure la,b) and L. aduncus (Figure
Ic.,d), the manchette has only one row of microtubules with space between them,
without connection, but with a membrane that keeps them, while in the terrestrial
species Teleonemia sp. (Figure 1e) and Z. pulchra (Figure 1f), the microtubules,
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although also individual, are grouped in more than one line and do not completely
surround the nucleus and the acrosome, presenting regions free of microtubules
and without a membrane that holds them in a limited space.

The results allowed us to identify a specific variation in the manchete of

aquatic insects in relation to the terrestrial These comparative data make it
possible to understand morphological ultrastructural aspects in spermatids,
contributing to taxonomic and phylogenetic analyzes in Heteroptera.

Figure 1 - Cross cuts of the sperm nucleus of semi-aquatics insects M. mulsanti (a,b) and L.
aduncus (c,d). a) Nucleus (N) containing filamentous chromatin and surrounded by microtubules
(arrows); b) Acrosome (Ac) containing content with granular aspect and surrounded by
microtubules; ¢) Acrosome with the interior containing a very granular appearance and surrounded
by microtubules; d) Acrosome with the interior apparently more homogeneous and surrounded by
microtubules. Rectangle: foramen; Elipse: differentiated region; Curved arrows: microtubules.

Increases: 80,000x, 100,000x, 50,000x and 67,000x, respectively.
] 5 B b B :
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Source: produced by the author (2018).
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Figure 2 - Cross cuts of the sperm nucleus of terrestrial insects Teleonemia sp. (a) e Z. pulchra
(b). a-b) Nucleus (N) with filamentous chromatin, surrounded by microtubules (arrows) and
located next to the acrosome (Ac). Increases: 67,000x and 40,000x, respectively.

R

a : b3 b
- iy 2 - %

Source: produce(i By the author (201 8).
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6 DISCUSSAO GERAL

A porcdo posterior das espematides foi analisada nas espécies Mesovelia
mulsanti (Mesovelidae), Martarega sp. e Buenoa unguis (Notonectidae),
Limnogonus aduncus (Gerridae), Belostoma anurum (Belostomatidae), Dysdercus
sp. (Pyrrhocoridae), Largus sp. (Lygaeidae), Zelus sp. (Reduviidae), Stenocoris
sp. (Alydidae), Teleonemia sp. (Tingidae) e Zicca pulchra (Coreidae). Foram
verificadas a ausé€ncia de corpos acessorios, a presenga de duas pontes opostas
conectando os derivados mitocondriais aos microtubulos do axonema e a presenga
de uma ou mais estruturas paracristalinas no interior dos derivados mitocondriais,
sendo as duas primeiras consideradas sinapomorfias de Heteroptera e todas as
caracteristicas corroborando o trabalho de Dallai et. al (2016).

Ao fazermos uma andlise global da morfologia dos derivados
mitocondriais para os diferentes grupos analisados, pudemos verificar uma
conformidade para a infraordem Gerromorpha, cujo padrdo morfoldgico
encontrado foi apenas simétrico com formas e tamanhos diversos, enquanto que
para as outras infraordens, houve uma varia¢do. Entretanto, a unica familia que
apresentou variagdo interna foi a Notonectidae.

A porgdo anterior das espermatides foram analisadas nas espécies M.
mulsanti (Mesovelidae), L. aduncus (Gerridae), Teleonemia sp. (Tingidae) e Z.
pulchra (Coreidac). Com relagdo a presenca de microtibulos, denominada
manchete, verificamos uma variagdo entre os insetos aquaticos e terrestres. Os
primeiros, corroborando o trabalho de Tandler ¢ Moriber (1965) com Gerris
remigis, apresentaram uma membrana encerrando uma fileira Unica de
microtibulos individuais circundando completamente o nicleo e o acrossomo. Ja
as espécies terrestres ndo apresentaram essa membrana, porém observamos mais
de uma fileira de microtibulos individuais e regides ao redor do acrossomo e

nicleo sem microtubulos.
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Nas espécies aquaticas também pudemos observar uma granulagdo no
mterior do acrossomo, sendo identificadas como tubulos por Tandler e Moriber
(1966) e por Dallai e Afzelius (1980), alkm de um “ponto de solda”, termo
cunhado por Tandler e Moriber (1966) para identificar o local onde a membrana
plasmatica encontra-se em justaposicdo a membrana acrossomal e de um forame

no interior do acrossomo, cujas fungdes permanecem desconhecidas.
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho verificou-se:

e Um padrio morfologico especifico dos derivados mitocondriais para as
familias de Heteroptera, independentemente do habitat, com exce¢do da
familia Notonectidae, a qual apresentou variagdo interna e da infraordem
Gerromorpha, cujas familias apresentaram o mesmo padrio morfologico;

e Uma diferenca na disposicdo dos microtibulos da manchete na porgao

anterior da espermatide nos de insetos aquaticos em relagdo aos terrestres.

Os resultados contribuem para a clucidagdo das diferengas morfoldgicas
em nivel ultraestrutural das espermatides de Heteroptera, possibilitando o uso dos

dados como ferramenta para futuras andlises sistematicas.
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