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I. INTRODUCAO

Os Heteroptera constituem um dos mais importantes grupos de
insetos do ponto de vista econdmico, pois a maioria, durante os estadios de ninfa e
adulto, alimenta-se de plantagdes ou graos armazenados para o consumo humano.
Os Heteroptera incluem aproximadamente 37.000 espécies distribuidas em oito
infraordens, cinco das quais abrigam essas espécies nocivas (REBAGLIATI et al.,
2005). Entre estas se encontra a familia Pentatomidae, que inclui 4112 espécies,
muitas das quais sdo pragas de plantacdes (SCHAEFER; PANIZZI, 2000). Esses
insetos s3o comumente denominados de maria-fedidas devido ao seu desagradavel
odor, produzido por meio de uma glandula que se abre na regido da metapleura.
Essa familia ¢ constituida de oito subfamilias (Asopinae, Cyrtocorinae,
Discocephalinae, Edessinae, Pentatominae, Phyllocephalinae, Podopinae e
Serbaninae).

Com relagdo aos aspectos citogenéticos, os Heteroptera possuem
cromossomos holocéntricos (sem centromero localizado), ndo apresentam
estrutura cinetocdrica nas células meiodticas (BUCK, 1967; COMINGS; OKADA,
1972; MOTZKO; RUTHMAN, 1984; RUFAS; GIMENEZ-MARTIN, 1986;
WOLF, 1996), atividade cinética é restrita aos finais dos cromossomos, ou seja,
nas regides teloméricas (cromossomos s3o denominados telocinéticos,
GONZALEZ-GARCIA et al., 1996; HUGHES-SCHRADER; SCHRADER,
1961; MOTZKO; RUTHMANN, 1984; SCHRADER, 1935, 1940),
terminalizagdo dos quiasmas ¢ presumido ocorrer (JOHN; KING, 1985), embora
haja trabalhos que discutam este assunto (JONES, 1987, SOLARI; AGOPIAN,
1987) e a primeira divisdo meidtica ¢ reducional para os autossomos e equacional
para 0s Cromossomos sexuais.

Com relagdo aos sistemas cromossdmicos do sexo ja foram
descritos os simples (XY/XX, 74,7% das espécies e o X0/XX, 14,8%) e os
multiplos (originados por fragmentacio do cromossomo X e, menos
frequentemente, do cromossomo Y, Xn0/XnXn, XnY/XnXn ¢ XYn/XX, 10,3%)
(UESHIMA, 1979; MANNA, 1984). H4, ainda, um sistema particular neo-XY



(0,2%) (CHICKERING; BACORN, 1933; JANDE, 1959; SCHRADER, 1940).

Relatos citogenéticos de espécies da familia Pentatomidae
mostram numero dipléide de cromossomos, em machos, de seis a 27, sendo o
mais frequente o de 14 (85%) (REBAGLIATI et al., 2005) e o sistema
cromossomico do sexo XX/XY (fémea/macho), exceto em trés espécies
(Macropygium retuculare, X1X2Y; Rhytidolomia senilis, neo-XY e Thyanta
calceata, X1X2Y) e ndo apresentam m-cromossomos. Entretanto uma
caracteristica particular dos Pentatomidae ¢ a presencga, em algumas espécies, de
uma meiose atipica em um dos lobos testiculares (lobo harlequin) (LANZONE et
al., 2003; REBAGLIATI et al., 2001; REBAGLIATI et al. 2005).

Segundo Rebagliati et al. (2005), as caracteristicas que sdo
diferentes no lobo harlequin, comparado aos demais, sdo as associa¢des nao-
especificas dos autossomos, disposi¢do andmala dos cromossomos na placa
metafdsica, segrega¢do cromossOmica e fusdo celular, resultando como
consequéncia a produg¢do de espermatozdides com numero cromossdomico
altamente variavel, o qual pode afetar a fertilidade do individuo. Até a revisdo de
Rebagliati et al. (2005), 22 espécies, pertencentes a 15 géneros e trés subfamilias
diferentes (Discocephalinae, Edessinae e Pentatominae) foram relatadas
possuirem este lobo.

Estes insetos apresentam outras particularidades durante a
meiose. No leptdteno-zigéteno o cromossomo X € positivamente heteropicnotico
e esta localizado na periferia do ntcleo. Apds o diploteno, 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
isopicnético. Na metafase I o cromossomo X localiza-se no centro do anel
formado pelos autossomos bivalentes. Na anafase I os autossomos bivalentes
dividem-se  reducionalmente enquanto o cromossomo X  divide-se
equacionalmente. A segunda divisdo segue-se diretamente apds a telofase I, sem
os estagios restantes. Na metafase II os autossomos dispdem-se no plano
equatorial formando uma configuragdo em anel, com o cromossomo X no centro.

Ap6s a telofase 11, as células filhas formadas, terdo como destino o processo de



espermiacdo, pela diferenciacdo dos espermatdcitos e elongacdo dessas células
(BRESSA et al., 2002).

Uma estrutura que vem sendo bastante estudada ¢ o nucléolo.
Sabe-se que o tamanho e o numero de nucléolos e dos corpos pré-nucleolares
dependem das caracteristicas funcionais das células e podem refletir, entdo, em
diferencas metabolicas ¢ funcionais (SOUZA et al., 2007a; TAVARES;
AZEREDO-OLIVEIRA, 1997). Segundo Bressa et al., (2003) a persisténcia do
nucléolo e dos corpos pré-nucleolares observados na meiose de Dysdercus
imitator (Pyrrhocoridae, Heteroptera), pode estar relacionado com a intensa
atividade sintética a fim de produzir RNA ribossomico (RNAr) requerido para a
espermatogénese. Entretanto, a possibilidade de que a alta taxa de transcri¢do de
RNAr possa estar relacionado a um outro fator desconhecido ndo pode ser
descartada (BRESSA et al., 2003).

O numero e a localizagdo das Regides Organizadoras
Nucleolares (RONs) foram determinados em poucas espécies de Heteroptera por
diferentes técnicas e diferentes resultados foram relatados. Em todos eles uma
unica RON foi observada, mas com diferentes localiza¢des: na posicdo mediana
ou subterminal em diferentes pares de autossomos ou nos cromossomos sexuais
(CAMACHO et al., 1985; FOSSEY; LIEBENBERG, 1995; GONZALEZ-
GARCIA et al., 1996, PAPESCHI; BRESSA, 2002; PAPESCHI et al., 2003;
REBAGLIATI et al., 2003).

Nos Pentatomidae uma unica RON foi detectada na regido
telomérica de um par de autossomos em Edessa meditabunda (REBAGLIATI et
al., 2003), na posicdo mediana em um par de autossomos grande em Nezara
viridula (CAMACHO et al., 1985; PAPESCHI et al, 2003) ou na regido
telomérica do cromossomo X de Graphosoma italicum (GONZALEZ-GARCIA et
al., 1996).

O estudo dos espermatozoides, também vem sendo objeto de
estudo de muitos pesquisadores. O primeiro sistema para classificacdo dos
espermatozdides, em algumas espécies de invertebrados, utilizou o complemento

cromossomico para distinguir os diferentes tipos (MEVES, 1903).
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Espermatozdides com complemento cromossomico haploide foram denominados
eupirenes, aqueles com os nimeros cromossdmicos superiores aos haploides
foram chamados de hiperpirenes, os com complemento inferior ao hapldide foram
denominados de oligopirenes € os que ndo contém cromatina de apirene.
Inicialmente era aceito que muitos destes espermatozodides com morfologia
alternativa, particularmente aqueles com divergéncia no conteudo de cromatina,
ndo poderiam fertilizar e, portanto, eram chamados de atipicos. Healy e Jamieson
(1981), entre outros, sugeriram que os espermatozdides ndo fertilizantes fossem
chamados de paraespermatozoides e os fertilizantes de euespermatozoides.

As possiveis fungdes dos espermatozdides heteromorficos, em
insetos, foram primeiramente descritas por Sivinski (1980), enquanto Silberglied
et al. (1984) discutiram o possivel papel dos espermatozodides apirenes em
algumas espécies de Lepidoptera. Swallow e Wilkinson (2002) elaboraram uma
hipoétese com relagdo as possiveis fungdes dos espermatozodides heteromorficos e
as dividiram em quatro categorias diferentes: non-adaptative (ndo possui fungdo),
provisioning (inicia a capacitagdo dos espermatozdides e fornece nutrientes para
as fémeas, euespermatozdides e Ovulo), facilitation (auxilia a migracdo dos
euespermatozoides nos testiculos e nas fémeas) e competition (remove/tira 0s
espermatozdides estocados e inutiliza-os).

Os testiculos de todas as espécies de Pentatomidae consistem de
um numero de subdivisdes, compartimentos ou lobos. O numero mais comum de
lobos ¢ sete, embora haja variagdes entre as tribos e as espécies. As caracteristicas
dos espermatozoides (tamanho e/ou ploidia) diferem entre os lobos (SWALLOW;
WILKINSON, 2002). Montgomery (1898 apud SCHRADER, 1960a) classificou
pela primeira vez os espermatozoides de Pentatomidae em trés classes: grande,
médio e pequeno. Por exemplo, em Arvelius albopunctatus, o volume dos
espermatozdides da classe grande ¢ aproximadamente oito vezes maior do que o
do pequeno (SCHRADER; LEUCHTENBERGER, 1950, 1951). Em todos os
casos descritos a produg¢do de espermatozdides de tamanhos diferentes esta
associada com um lobo particular do testiculo. Dois lobos produzem o

espermatozdide com tamanho maior e estes lobos flanqueiam um lobo que produz
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espermatozdides de tamanho menor. Os lobos remanescentes produzem os
gametas de tamanho médio. E importante ressaltar que estes espermatozoéides de
classes diferentes resultam de meiose normal. Assim, o conteido de proteina e
RNA das diferentes classes de espermatozoides esta positivamente relacionado ao
tamanho, enquanto o nimero cromossOmico hapldide permanece constante.
Tamanho dos espermatdcitos ndo esta correlacionado com o tamanho do lobo. De
fato o lobo que produz o espermatozdide de tamanho menor ¢ frequentemente o
maior € o lobo que produz o espermatozdide maior é o menor (SCHRADER,
1960a, b; SCHRADER; LEUCHTENBERGER, 1950, 1951; SOUZA et. al.,
2007b).

A polimegalia, descrita anteriormente, difere completamente de
um outro processo visto em um pequeno subgrupo de espécies da subfamilia
Pentatominae, o qual resulta ndo somente em espermatozdides de diferentes
tamanhos, mas também de ploidias diferentes (BOWEN, 1922; SCHRADER,
1960a, b). Heteroploidia ndo ¢ restrita para grupos monofiléticos, mas estdo sendo
relatadas nas tribos Pentatomini, Halyini e Discocephalini. Resulta de um
processo irregular de meiose, em um dos lobos testiculares, originando
espermatides com um, o qual sempre ¢ o cromossomo sexual, até 100
cromossomos, mais do que 10 vezes o numero haploide esperado, por exemplo,
para o género Loxa (BOWEN, 1922; SCHRADER, 1945a, b). Este lobo foi
denominado de harlequin e, geralmente, corresponde ao maior lobo, que em
alguns casos, levam a formacdo de testiculos torcidos ou enrolados e produz o
espermatozdide de morfologia menor na maioria das espécies na subfamilia.
Schrader (1960b) observou que as condigdes fisiologicas e quimicas dos
harlequins diferem dos demais lobos.

Com relacdo a esta variacdo extraordinaria no numero
cromossOmico, hd sugestdes que isto deva estar relacionado com a formagéo de
espermatozdides de diferentes tamanhos dependendo do contetido de
cromossomos. O tamanho dos espermatozdides € proporcionalmente relacionado
a quantidade de cromossomos. Mesmo que o desenvolvimento dos

espermatozdides prossiga independentemente do numero de cromossomos,
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evidéncias indicam que somente estes espermatozoides contendo pelo menos um
complemento completo de cromossomos sempre alcancem o ducto ejaculatdrio
(SCHRADER, 1960a, b). Assim, o espermatozdide menor, com quantidade de
cromossomos inferior ao numero hapldide nunca deixa o aparelho reprodutor do
macho.

Schrader (1945a; 1960a, b) surpreendeu-se ao verificar que as
forcas da evolucdo persistiram com os lobos harlequins, uma estrutura que produz
espermatozdides heteropoliploides ndo usados na fertilizacdo. Ele sugeriu que os
espermatozdides devam fornecer nutrientes adicionais, especialmente
nucleoproteinas para o desenvolvimento dos ovos. Como os espermatozoides
harlequins sdo provavelmente ndo férteis, o argumento de ocorréncia de
poliespermia ¢ duvidoso. Nem a ocorréncia regular de poliespermia, em geral,
nem a entrada de espermatozoides harlequins nos ovos, em particular, foram
investigados em Pentatominae (SWALLOW; WILKINSON, 2002). Embora nio
observados por Schrader, espermatozoides heteropoliploides poderiam também ter
outros papéis nutritivos, isto é, para as fémeas ou para os espermatozoides
fertilizantes (SWALLOW; WILKINSON, 2002).

Na revisdo de Schrader (1960b) sobre a ocorréncia de
heteroploidia em Pentatomidae foi relatada uma aparente associacdo com habitats
tropicais e subtropicais para mais de 20 espécies que tinha a caracteristica.
Nenhuma associagdo entre o lobo harlequin e a condig@o ecoldgica foi descrita.

Pesquisas com Nezara viridula provém alguns suportes para o
papel nutritivo dos espermatozoides harlequin de tamanhos maiores. McLain
(1998) observou que os machos que ndo copulavam tinham os lobos harlequins
menores do que os que copulavam. O porqué das fémeas sempre escolherem os
machos com melhores sucessos reprodutivos, foi medido pelo nimero de ovos
fertilizados durante a vida das fémeas. McLain (1990, 1998) inferiu que fémeas
receberam beneficios ndo-genéticos de preferéncia masculina. McLain (1998)
sugeriu que os beneficios ndo-genéticos poderiam resultar de espermatozdides
gigantes e multinucleados, se espermatozoides nao fertilizantes fornecer nutrientes

para os ovos ou fémeas. Para este argumento ser sustentado, a largura dos lobos



13

harlequin deveria ser correlacionada com o tamanho ou numero de
espermatozdides produzidos e no caso de beneficios nutricionais diretos para o
ovo, poliespermia deveria ocorrer com alguma frequéncia.

Souza et al. (2007b) analisaram citogeneticamente testiculos de
machos adultos de Antiteuchus tripterus e observaram divisdes meidticas atipicas
no lobo 5 (harlequin). Outra caracteristica observada foi a presenga de um lobo
interno ao lobo harlequin. Souza et al. (2007b) sugere que pressdes evolutivas
podem estar atuando para a manuten¢do desses lobos com espermatozoides
especializados.

Outra estrutura que vem sendo bastante estudada ¢ o acrossomo.
Ele pode ter um importante papel durante o processo de fertilizagao, talvez agindo
como um ativador ou contendo enzimas que proporcionard o primeiro passo para
o inicio desenvolvimento do ovo (BOWEN, 1924). Os acrossomos de muitas
espécies animais foram analisados, verificando-se a variagdo na sua forma e
posi¢do (SCHRADER; LEUCHTENBERGER, 1951).

Schrader e Leuchtenberger (1951) verificaram que a sintese de
material do acrossomo ocorre independentemente da sintese de outras estruturas
celulares. As alteracdes fisiologicas no terceiro e quinto lobos testiculares de
Arvelius albopunctatus provocaram um grande aumento do nucleoplasma, do
citoplasma e do nucléolo, induzindo, até mesmo, um crescimento do acrossomo.
O resultado foi um acrossomo enorme que possivelmente afeta a eficiéncia do
espermatozdide na sua fertilizagdo. Assim, os pesquisadores sugeriram que
alteracdes muito leves no ambiente fisioldgico podem afetar a formagdo do
acrossomo e consequentemente pode provocar algum grau de esterilidade.

Estes estudos mostram também, que essas espécies que possuem
os diferentes tipos de espermatozoides nos diferentes lobos, ou seja, individuos
com esterilidade localizada parece ndo apresentar grande influéncia na vida desses
machos. Eles sdo tdo vigorosos e ativos quanto os machos de outras espécies com
formacdo de um unico tipo de espermatozdide e o fato de muitas espécies terem
sobrevivido indica que uma adaptagdo para esta peculiar caracteristica reprodutiva

foi atingida (SCHRADER; LEUCHTENBERGER, 1951).
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II. OBJETIVOS

Dada a importancia citogenética e econdmica (pragas de graos)
dos Heteroptera da familia Pentatomidae, o nosso objetivo foi o de:

a) Analisar detalhadamente o comportamento meidtico, das seguintes espécies
de Pentatomidae: Antiteuchus tripterus, Euschistus heros, Mormidea
quinqueluteum, QOebalus poecilus, Oebalus ypsilongriseus, Platycarenus
umbractulatus ¢ Thyanta perditor, em cada um dos lobos testiculares
separadamente;

b) Analisar o comportamento nucleolar, nos diferentes lobos, durante a
espermatogénese;

¢) Analisar a morfologia do acrossomo em cada lobo separadamente.



III.ARTIGOS




ARTIGO 1




18

Estudo da meiose e da espermiogénese nos lobos testiculares de Antiteuchus

tripterus (Heteroptera: Pentatomidae)

SOUZA, H. V.; BICUDO, H. E. M. C; COSTA, L. A. A.; ITOYAMA, M. M. A
study of meiosis and spermiogenesis in the testicular lobes of Antiteuchus

tripterus (Heteroptera: Pentatomidae). European Journal of Entomology, v.

104, p. 353-362, 2007.

Resumo: As andlises permitiram concluir que A4. tripterus (Pentatomidae) possui
testiculo formado de seis lobos, incluindo um lobo composto, isto €, um lobo
contendo outro em seu interior. O estudo da meiose e da estrutura dos
espermatozdides nos diferentes lobos revelou uma meiose convencional nos lobos
um a trés. No lobo quatro, contudo, os espermatocitos na profase I exibem
morfologia caracteristica ao chamado estdgio difuso e s@o maiores que aqueles
encontrados nos lobos 1-3 e também para as outras fases da meiose. Isso resulta
em espermatides ndo somente grandes, mas com suas cabecas morfologicamente
diferentes. Lobo 5 apresentou caracteristicas conhecidas de outras espécies de
Heteroptera, como distribuicdo anormal de cromatina para as células filhas, da
qual origina células de diferentes tamanhos. Este lobo forma espermatozoides de
diferentes tamanhos. Lobo 6, contido dentro do lobo 5, difere deste por apresentar
células grandes semelhantes as do estagio difuso e com espermatides de cauda
com divisdes transversais, a qual ndo foi encontrada nos outros lobos e ainda nao

reportada na literatura.
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Abstract. An analysis of testicular morphology and spermatogenesis in the Heteroptera species Antiteuchus tripterus (Pentatomidae)
revealed that these traits differ from that recorded for other species of the same family. The testes of 4. tripterus have only six lobes,
while other species of the same family typically have seven lobes, including a compound lobe, i.c., a lobe containing another in its
lumen. A study of meiosis and sperm structure in the different lobes of 4. tripterus revealed a conventional meiosis in the lobes num-
bered one to three. In lobe four, however, prophase I spermatocytes exhibit the morphological characteristics of the so called “dif-
fuse” stage and are larger than those in lobes 1-3 in this and the remaining phases of meiosis. Thus, the resulting spermatids are not
only larger but also their head is morphologically different. Lobe 5 exhibits characteristics known from other Pentatomidae species
such as an uneven distribution of chromatin to the daughter cells, which give rise to cells of different sizes. This lobe forms sper-
matozoa of different sizes. Lobe 6, contained within lobe 5, differs from it by having larger cells at a stage similar to the so called

“diffuse” and spermatid tails with cross divisions, which are not found in other lobes and unreported in the literature.

INTRODUCTION

Several organisms produce different kinds of spermato-
zoa. The differences include cytogenetic and/or morpho-
logical  variations. The regular production of
cytogenetically differentiated spermatozoa was first
described in gastropods in 1836 (Seibold, 1836, cited in
Hodgson, 1977), and is now known to occur in several
invertebrates, such as spiders (Rosati ct al., 1970), centi-
pedes (Jamieson, 1986) and many insects (Sivinski,
1980). Moths and butterflies, for example, produce both
nucleate and anucleate spermatozoa; and some bedbugs
and beetles produce spermatozoa with a very variable
number of chromosomes (Swailow & Wilkinson, 2002;
Friedldnder et al., 2005). Morphological variations may
also affect spermatozoal size, as observed in some bed-
bugs and beetles, length, as in some flies and shape, as in
some wasps (Swallow & Wilkinson, 2002).

Heteroptera of the family Pentatomidae, the object of
this study, are also an example of organisms with variable
spermatozoa. In all the previously studied species of this
family, testes consist of a number of compartments
referred to as “lobes”. Most frequently there are seven
lobes, but some variation occurs among tribes and
species. In the Pentatomidae, spermatozoa of different
size, ploidy, or both, arc produced by different lobes, but
studies on spermatogenesis development in cach testicule
lobe of a Pentatomidae are scarce (Swallow & Wilkinson,
2002).

In the Pentatomidae, chromosomal characteristics are
basically the same as in other Heteroptera: they are
holokinetic, i.e., they have no localized centromere,
which causes microtubules to bind to the entire chromo-
somal surface during mitosis and the sister-chromatids
migrate in parallel to the cell pole at anaphase (Buck,
1968; Comings & Okada, 1972). At meiosis, however,
the kinetic activity is restricted to telomeric regions, and
chromosomes are, therefore, denominated telokinetic
(Motzko & Ruthmann, 1984). Meiotic bchavior is slightly
different among bivalent autosomes, sex chromosomes
and micro-chromosomes (Ueshima, 1979; Manna, 1984;
Papeschi & Mola, 1990; Gonzilez-Garcia et al, 1996;
Suja et al., 2000). Except in a few species, bivalent auto-
somes are chiasmatic while stick-shaped bivalents are
axially oriented and segregate pre-reductionally (Nokkala
& Grozeva, 2000). On the other hand, sex chromosomes
are achiasmatic and behave as univalents at male meiosis,
equationally divide at anaphase I and associate to form a
pseudo-bivalent at meiosis II. Nonetheless, the pre-
reduction of sex chromosomes is also reported in some
species (Ueshima, 1979; Grozeva & Nokkala, 2001). The
pair of micro-chromosomes is also achiasmatic, but its
components associate at first division and segregate pre-
reductionally.

The purpose of this work was to analyze the mor-
phology of testes in the pentatomid Antiteuchus tripterus,
as well as the process of meiosis and spermiogenesis

* Corresponding author; e-mail: mary(@ibilce.unesp.br
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Fig. 1. Testis of an adult male dwtiteschus tripterns after treatment with trypsin. a — distal region (D). proximal region (P) and
ejaculatory duet (ED): b — testicular lobes 1-5; ¢ — testicular lobes 5 and 6 (inside 5); d — testicular lobe 6; e - histological longitu-
dinal section of the testicular lobes. Bar = 10 um (a-d), 30 um (e).
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separately in cach testicular lobe. As far as we are aware,
this is the first attempt at this kind of a separate analysis.

MATERIAL AND METHODS

Adult males of Antitenchus tripterus (Fabricius) (Heteroplera:
Pentatomidae) were collected from the plant Bawhinia puncrara
Bolle (Fabaceae), in Sdo José do Rio Preto, SP, Brazil. For the
analysis of testicular morphology as well as aspects of meiosis
and spermatozoal production, testes were removed and placed in
Demerec solution on a slide { Demerec & Kaufmann, 1945) and
then incubated for 20 min after adding a drop of trypsin and
EDTA solution (0.003 g of trypsin and 0.002 g of EDTA diluted
in 10 mL of Hank's solution: 1.4 mM NaCl, 70 mM KCl, 4.2
mM Na;HPO,, 3 mM KH:PO,, 5 mM glucose, 0.045 mM
phenol red). The lobes were separated, transferred to slides and
fixed in methanol : acetic acid (3 : 1) for 15 min and subse-
quently methanol : acetic acid (1 : 1) for 10 min.

For the analysis of meiosis and spermatozoal production, each
lobe was placed separately on a slide, stained with lactic acetic
orcein and squashed. Images were obtained using a Zeiss micro-
scope and AXI0 VISION software for image analysis. Measure-
ments were taken with Micromeasure version 3.3 (Reeves &
Tear, 2000).

Forty individuals were used for gonad and lobe separation
and ten slides were analyzed per lobe for recording cell charac-
teristics. For histological analysis, testes were fixed with Kar-
novsky solution and embedded in Araldite (Glauert, 1973). Sec-
tions were stained with hacmatoxylin-cosin and toluidine blue
for general morphology.

RESULTS

Antiteuchus tripterus testes are covered by a reddish
membrane and are curved with the distal region larger
than the proximal region, where the ejaculatory duct is
located (Fig. 1a). After treating the testis with trypsin, a
total of five individual lobes per testis can be identified
(Fig. 1b). Three of the lobes are of the same size (lobes 1,
2, and 3), one is thinner (lobe 4) and the other longer
{lobe 5). Lobe 5 contains within it another tubule, which
is lobe 6 (Fig. 1c). The use of 45% acetic acid causes lobe
5 to dissociate, which makes it possible to isolate lobe 6.
A drop of methanol: acetic acid (3 : 1), which makes the
inner lobe more evident and rigid, facilitates its separation
(Fig. 1d). Histological sections confirmed the arrange-
ment of the lobes in the testes (Fig. le). Meiotic behav-
iour and the types of spermatozoa produced in each lobe
were studied separately.

Testicular lobes 1 to 3

Lobes 1-3, after lactic acetic orcein staining and
squashing, show nutritive cells with large polyploid
nuclei, which carry several heteropyenotic bodies (Fig.
2Za). In these lobes, spermatogenesis is cystic, usually con-
sisting of eight spermatogonia per cyst. Each spermatogo-
nium displays one or more heteropycnotic bodies (Fig.
2b).

Cytogenetic analysis revealed that the chromosomal
complement is 2n = 14 (12A + XY) in 4. mipterus males
(Fig. 2f). The cells at meiotic prophase 1 exhibit one or
two heteropycnotic bodies of different size that are likely
to correspond to the sex chromosomes X and Y, which
are seen together or apart, and, most frequently, are found

at the periphery of the nucleus (Fig. 2e, d). Diplotene,
autosome  bivalents  show  terminal  or  interstitial
chiasmata, and very often exhibit complex telomeric asso-
ciations (Fig. 2e). The sex chromosomes do not form chi-
asmata, but are frequently close to each other. At
metaphase I, autosomes may appear arranged in a circle
with the sex chromosomes inside (polar view) (Fig. 2f).
One of the six autosome pairs is noticeably larger than the
others.

The first autosome division is reductional, i.e., the
homologous chromosomes are separated (Fig, 2g). The
equational division of autosomes occurs at anaphase 11
{Fig. 2h). In contrast, the sex chromosomes usually show
equational separation of sister-chromatids at anaphase 1,
and reductional at anaphase 1. The late migration of the
sex chromosomes, as well as the heteropycnotic body can
be seen at telophase (Fig. 2i). In the spermatids, which are
still round, the heteropycnotic chromatin can also be
observed near the periphery of the nuclear envelope: this
chromatin remains in the same position when the sper-
matid elongates to form the head and tail of the spermato-
zoon (Fig. 2j, k). Initially, the spermatozoa have a long
and thin head (Fig. 21), but later develop a small head and
avery long tail (Fig. 2m).

Testicular lobe 4

In lobe 4, the morphology of the cells at prophase is
similar to that of the so called “diffuse”™ stage cells (Tarta-
rotti & Azeredo-Oliveira, 1999). They exhibit a large
amount of cytoplasm, decondensed chromatin and hetero-
pycnotic granules of different sizes (Fig. 3a). Because
nuclei are round, their diameter was used to compare pro-
phase I cells from different lobes. Mean values of sper-
matocyte nuclei based on 10 measurements in each lobe
were, for lobe 1-3 and 5: 29 + 2 um; for lobe 4: 64 £ 3
um; for lobe 6: 47 = 1 pm, In lobe 4, nuclei are 2.2 times
larger than in lobes 1-3 and 5 and 1.36 times larger than
in lobe 6. The cells at metaphase 11 show telomeric asso-
ciations of sister chromatids (Fig. 3b). The size of the
cells at anaphase 11 and telophase 11 is similar to that of
the cells at “diffuse™ stage (Fig. 3¢, d). In the spermatids,
the heteropycnotic material is at the periphery of the
nucleus and is almost totally occupied by a large vesicle
(Fig. 3e). As spermiogencesis advances, the heteropyenotic
material becomes less evident and is located in the ante-
rior part of the head of the forming spermatozoon (Fig.
3f). The posterior part of the head has a region of
increased diameter, where the external membrane appears
to be “pleated”, but, at the end of the process, these sper-
matids also become longer and thinner (Fig. 3g). No poly-
ploid cells were observed in this lobe.

Testicular lobe 5

In lobe 5, the cells at early meiotic prophase | are
similar to those in lobes 1-3, i.e., the nucleus has one or
two heteropyenotic bodies at the periphery or associated
with chromosomes (Fig. 4a). The cells found in this lobe
display variable associations between chromosomes as
they condense (Fig. 4b, ¢). At metaphase 1, some chromo-
somes, probably the sex chromosomes, do not show the
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Fig. 2. Germ cells from testicular lobes 1-3 of dntitenchus tripterns stained with lactic acetic orcein. a — several heteropycnotic
regions (arrows) in the polyploid nucleus of a nutritive cell from the tubule wall: b - cyst containing 8 spermatogonia; arrows indi-
cate heteropycnotic regions: ¢ — spermatocyte at prophase | (zygotene) with 2 separate heteropycnotic bodies (arrows); d - diplotene
spermatocyte showing two associated heteropyenotic bodies {arrow); e ~ diplotene spematocyte showing terminal (arrow-head) or
interstitial (arrow) chiasmata and complex telomeric associations (arrow-head); £ - metaphase | showing 6 autosome bivalents
arranged in a circle; the arrow indicates the largest autosome bivalent, the arrow-head indicates the X and Y sex chromosomes situ-
ated inside the circle; g - anaphase | spermatocyte; h — anaphase 11 spermatocyte; i — telophase with late migration of the sex chro-
mosomes (arrows); j — round spermatids with heteropyenotic chromatin (arrow) located at the periphery of the nucleus: k -
elongated spermatid with heteropycnotic chromatin located at the periphery of the head (arrow); | — spermatid with a long and thin
head {arrow); m — spermatozoon with a small head (arrow) and long 1ail. Bar = 10 pm.

356



Fig. 3. Germ cells from testicular lobe 4 of Awritenchus rripterus stained with lactic acetic orcein. a - cell at prophase I (“diffuse”
stage) with decondensed chromatin and heteropycnotic granules of different sizes (arrows); b - at metaphase 1 with telomeric asso-
ciation of sister chromatids; ¢ — at anaphase [1; d - at telophase; notice that these cells are larger than those in lobes 1-3 (ef. Fig. 2i)
¢ — spermatid with heteropycnotic material (arrow-head) and a large vesicle (arrow): f — decondensed chromatin in the spermatid
nucleus (arrow): g — the posterior region of the head of elongated spermatids is broad and has a pleated membrane (arrow). Bar = 10
um.
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TasLe 1. Summary of the main eytogenetic and morphological characteristics of the lobes of testes in Antitenchus tripterus (Heter-

optera: Pentatomidae).

Lobes Meiosis Spermiogenesis
* Polyploid cells with several heteropyenotic bodics of
different sizes Shermiatids
* Prophase | cells exhibit one or two heteropyenotic e ; ; ;
o3 bodics of differant siza . Hcf:fﬂ[_‘u}’tnuhc matenal located at the peniphery of the
* Autosomes show terminal or interstitial chiasmata g :.;nl:a:::u .
* Sex chromosomes do not form chiasmata 'ptﬁ rcn::v iy
* Atmetaphase | autosomes are often arranged in a circle PRI RO
with the sex chromosomes inside
Spermatids
» Lack polyploid cells . it:fcrsp}fcnunc material located at the periphery of the
4 Eropae.] ce_l]s have _dll‘fusc stage, heteropycnotic * Nucleus almost entirely occupied by a large vesicle
granules of different sizes and large amount of Y praay & =
cytoplasm e * Membrane at the posterior end of the head “pleated
' Spermatozoon
* Apparently normal
* Lack polyploid cells
* Prophase | cells have one or two heteropyenotic bodies
. of different size Spermatids

* Chromosomes not individually apparent at any phase
during meiosis
* Uneven and variable chromatin distribution at anaphase

* Three different sizes (small, medium and large)

* Large polyploid nuclei with a large number of
heteropyenotic bodies of different sizes

* Prophase | cells show “diffuse™ stage with one or two
heteropyenotic bodies of different size

+ Cells at metaphase or anaphase not observed

+ Many telophase cells

f

Spermatids

= A large vesicle inside the nucleus that is smaller than in
lobe 4

* Membrane at the posterior end of the head “pleated”

* Transverse partitions at variable intervals in the “pleated”
region of the head

Spermatozoon

* Apparently normal

same degree of staining as the other chromosomes as in
lobe 1 to 5. Moreover, in lobe 5, autosomes agglomerate
and the sex chromosomes usually remain apart (Fig. 4d,
¢). At anaphase 1, there is an uneven and variable chro-
matin distribution. As a result, some cells contain larger
amounts of chromatin than others (Fig. 4f-h). At the end
of the meiotic process, the spermatids contain different
quantities of chromatin (Fig. 4i-k), which is mainly
around the nuclear envelope (Fig. 4j, k). As spermio-
genesis progresses, chromatin distribution is restricted to
the region of the nuclear envelope, where it remains when
the spermatids elongate (Fig. 4j-1).

Regarding size, at least three types of spermatids are
observed: small, medium and large (Fig. 4k, 1). As the
process continues, the head becomes thinner, but the three
different sizes are still detectable (Fig. 4m-0). The head
of a spermatozoon is long and thin with chromatin located
in the posterior region (Fig. 40). In this lobe, no polyploid
cells were observed,

Testicular lobe 6

Lobe 6, located in lobe 5, has large polyploid nuclei
and a significantly larger number of heteropyenotic
bodies than lobes 1-3 (Fig. 5a). In meiotic prophase I
spermatocytes, the mean size of the nucleus is 1.36 times
smaller than in lobe 4 and 1.6 times larger than in lobes
I-3 and 5. Each nucleus shows a large heteropycnotic
body located at the periphery and a “diffuse™ stage aspect
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(Fig. 5b). In this lobe, many cells were observed at telo-
phase (Fig. 5¢), but none at metaphase or anaphase. At
early spermiogenesis, the nucleus is large with the hetero-
pycnotic chromatin located at the periphery of the nuclear
envelope, and is inside a vesicular formation. When sper-
matids start to form a tail, chromatin remains located at
the periphery of the nucleus and the vesicle moves to the
head region close to the tail (Fig. 5d). The membrane that
covers the posterior region of the head is “pleated™ and
this disappears as spermatids elongate (Fig. 5e). Then,
transverse partitions are formed at irregular intervals in
this region, which divide it into subregions of different
lengths (Fig. 5f). Later, the spermatozoa are similar to
those in other lobes, with a small head and long tail. A
summary of the morphological and cyvtogenetics charac-
teristics found at meiosis and spermatogenesis in the
lobes is shown in Table 1.

DISCUSSION

Montgomery (1898 apud Schrader, 1960b) first estab-
lished three classes of spermatozoa in the Pentatomidae:
large, medium, and small. In the pentatomid Arvelius
albopunctatus (De Geer), large spermatozoa are approxi-
mately ¥ times bigger than those in the small category
(Schrader & Leuchtenberger, 1950, 1951). In all cases.
the production of spermatozoa of different sizes is associ-
ated with the presence of multiple testicular lobes. 1t is
noteworthy that, according to these authors. spermatozoa






Fig. 5. Germ cells from testicular lobe 6 of Antitenchus triprerus stained with lactic acetic orcein. a — several heteropycnotic
bodies (arrows) in a polyploid nucleus of a nutritive cell from the wbule wall; b — a1 prophase | with a heteropyenotic body (arrow):
¢ — four telophase cells; d - spermatids with heteropycnotic chromatin located at the periphery of the nuclear envelope (arrow-head)
and large vesicle {arrow); e-f - elongating spermatid with a pleated membrane (arrow) in the posterior region of the head (e): as
clongation progresses partitions develop at irregular intervals (. arrow). Bar = 10 pm.

of different sizes result from normal meiosis. Thus, sper-
matozoal size would positively correlate with the content
of protein and RNA found in the different spermatozoal
classes, while the haploid number of chromosomes
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remains constant, The size of spermatocytes does not cor-
relate with lobe size, as the lobe that produces the
smallest spermatozoa in these organisms is frequently the
largest and that which produces the largest spermatozoa



the smallest lobe (Schrader & Leuchtenberger, 19350;
1951; Schrader, 1960a, b).

Another process, polymegaly, observed in a few spe-
cies belonging to the subfamily Pentatomidae, results in
spermatozoa of not only different sizes but also different
ploidies (Bowen, 1922a, b; Schrader, 1960a, b). In a
review, Rebagliati et al. (2005) mention the presence of
harfeguin lobes and abnormal meiosis occuring in 22 spe-
cies of 15 genera of Pentatomidae. In the genus Lova. the
number of chromosomes seen in the developing sper-
matids derived from this lobe varies from | (always the
sex chromosome) to 100, which is 10 times the haploid
number of chromosomes found in this genus (Bowen,
1922a, b; Schrader, 1945a, b: Lanzone & Souza, 2006).

Spermatozoai size is proportional to chromosome num-
ber. Even if spermatozoal development is not affected by
chromosome number, current evidence indicates that only
those with at least one complete chromosome comple-
ment reach the ¢jaculatory duct (Schrader, 1960a). Thus,
smaller spermatozoa, with chromosomes numbers less
than the haploid number, never leave the male reproduc-
tive system.

Schrader (19452, 1960a, b) was surprised to verify that
harlequin  lobes persist throughout the evolutionary
process although they are structures that produce hetero-
polyploid spermatozoa not used in fertilization. This
author suggests that heteropolyploid spermatozoa supply
nutrients, especially nucleoproteins, for the development
of the eggs. The harlequin spermatozoa are likely to be
infertile. However, neither the regular occurrence of poly-
spermia, in general, nor the entrance of harlequin sper-
matozoa 1nto cggs, in particular, has been investigated in
Pentatomidae (Swallow & Wilkinson, 2002). Heteropoly-
ploid spermatozoa, though not observed by Schrader,
could also have nutritive roles (i.c., for females or for fer-
tilizing spermatozoa) (Swallow & Wilkinson, 2002).

Even though previous studies report the production of
different types of spermatozoa by different lobes, they do
not identify which lobe forms which type of spermatozoa.
This is reported in the present study, which demonstrated
that A, tripterus testis consist of 6 lobes, classified as 1 to
6. each with its own morphological characteristics.

Four of the lobes are small and simple and the largest,
which contains another lobe, is designated a compound
lobe. This compound lobe has not been previously
described in any organism. Also characteristic of A. wrip-
ferus is the number of lobes (6), while the other species
have seven.

A. tripterus lobes are longitudinally paired. In three of
them (1-3), all phases of normal meiosis were observed,
indicating similarity with meiosis in other Heteroptera. In
particular we observed the presence of polyploid nuclei to
assist nutrition, cystic meiosis, heteropycnotic sex chro-
mosomes at prophase, formation of terminal or interstitial
chiasmata, equational first autosomal division and reduc-
tional second auwtosomal division.

In the testicular lobe 4 of 4. friprerus, however, no cells
with the morphology characteristic of the different phases
of meiosis were observed. In this lobe, meiotic prophase |

cells are very large and their chromatin is descondensed
as in “diffuse™ stage. Metaphase, anaphase and telophase
spermatocytes are found, with the same size as those in
prophase 1 cells. However, the spermatids are larger than
those in other lobes. A special characteristic of the sper-
matids in this lobe is the presence of a “pleated™ mem-
brane in the posterior part of the head.

The testicular lobe 3 of 4. rriprerus does not show pro-
phase | spematocyies in “diffuse™ stage. They are similar
to those found in lobes 1-3. Chromosomes associate dif-
ferently at metaphase | forming agglomerates, in which
sex chromosomes do not take part. Chromatin distribution
among daughter cells is not equal, and the sizes of these
cells also differ. The spermatids found in this lobe are the
largest formed by A, tripternus and their heads are very
big. Furthermore, this lobe forms spermatozoa of three
different sizes. The characteristics observed in this lobe
correspond to those of the harfequin lobe reported in the
literature. According to Rebagliatti et al. (2005), a total of
22 specics belonging to 15 different Pentatomidae genera
have harlequin lobes with abnormal meiosis.

The testicular lobe 6 of 4. friprerus, located inside lobe
5. also has prophase | spermatocytes, similar to those at
the diffuse stage. but larger than those in lobe 5. This cell
tvpe and telophase cells were the only ones scen in the
present analysis, In this lobe, as in lobe 4 a “pleated”
membrane also occurs in the posterior region of the sper-
matid head, which disappears later. Peculiar to this lobe 15
the presence of transverse partitions in the same region,
which distinguish them from the spermatids in other
lobes.

Taken together, the observations in the present study
show that the meiotic process in A. tripterus testes is
similar in lobes 1, 2 and 3. which in turn differs from that
in the other lobes. In lobes 1-3, cells characteristic of the
different meiotic phases are observed, whereas in each
one of the other lobes a specific meiotic process takes
place. In lobes 4 and 6. there is a great increase in cell
size, and a large vesicle is always seen inside the nucleus.
Lobe 5, has a different meiotic pattern, which is respon-
sible for the formation of spermatozoa of different sizes,
The size of the spermatozoon in the other lobes is normal.

Taking into consideration that in Pentatomidae usually
have seven lobes, A. rripterus appears to show an inter-
mediate stage in the process of increase or reduction in
lobe number. Reduction seems to be the more plausible
because lobes 4 and 6 show a meiotic process very dif-
ferent from the conventional and may not form functional
spermatozoa. It is also possible to suggest that the pres-
ence of the internal lobe facilitates the nutrition of the
spermatozoa produced by the harleguin lobe, which
would give it an important role and justify its retention in
the evolutionary process. This hypothesis is corroborated
by the presence of polyploid cells in lobe 6 and absence
in lobe 5.

In A, tripterus, the chromosome number is 2n = 14
(12A + XY), as recorded by Schrader (1946, 1960) and
the pattern previously described for most Pemtatomidae
species (Rebagliani et al, 2003). The observations
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described here show that the production of spermatozoa
in A. rripterus is unusual. Further studies are necessary
for a better understanding of this process and its function,
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Padrio de coloracio pelo nitrato de prata durante a meiose e espermiogénese

nos lobos testiculares de Antiteuchus tripterus (Heteroptera: Pentatomidae)

SOUZA, H. V.; CASTANHOLE, M. M. U.; BICUDO, H. E. M. C.; ITOYAMA,
M. M. Pattern of silver nitrate-staining during meiosis in testicular lobes of
Antiteuchus tripterus (Heteroptera: Pentatomidae). Genetics and Molecular

Research, v. 7, n. 1, p. 196-206, 2008.

Resumo: As analises permitiram verificar que os lobos testiculares de A. tripterus
diferiram quanto a atividade nucleolar. De modo geral, essas diferengas,
detectadas pelo uso da técnica de impregnagdo pelos ions prata, relacionaram-se
ao numero, tamanho, intensidade de coloragdo e posi¢do dos corpusculos ou
material nucleolar, bem como as suas alteragdes no decorrer da espermatogénese.
Os lobos 1 a 3 caracterizaram-se por apresentar resultados semelhantes quanto a
esses aspectos. Os lobos 4 a 6, porém, diferiram entre si e em relacdo aos lobos 1
a 3. Os lobos 1 a 3, cuja meiose, previamente descrita, segue os padrdes
considerados normais, sugeriram que essa espécie apresenta um par de
cromossomos portador da regido organizadora nucleolar, como ja havia sido
observado para outras espécies de Pentatomidae. Em geral, a quantidade de
material nucleolar observado nas células dos lobos 1 a 3 é menor do que nos
demais lobos. As diferengas entre os lobos ocorrem ao longo de todo o processo
de espermatogénese, sendo observadas, inclusive, na morfologia do material
impregnado pela prata presente na cabeca das espermatides. Dado que a fungao
fundamental do nucléolo ¢ seu envolvimento na sintese protéica, as variagdes
interlobulares devem estar relacionadas as fung¢des atribuidas aos diferentes lobos:
reprodu¢do normal para os lobos 1 a 3 e funcdo basicamente nutricional para os
lobos 4 a 6. Tanto quanto saibamos, este ¢ o primeiro estudo da atividade
nucleolar ao longo da espermatogénese e individualmente para cada lobo

testicular.
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ABSTRACT. The pattern of silver nitrate (Ag)-staining differed
among testicular lobes of Antiteuchus tripterus. In general, these dif-
ferences are in regard to the number, size, shape, coloring intensity,
and location of the stained bodies or masses, observed during meio-
sis and spermiogenesis. These characteristics were similar in lobes
1-3. Lobes 4-6, however, differed from each other and from lobes
1-3 as well. Because the Ag-staining method is specific for nucleolar
organizing regions and nucleolar material, the observations in meio-
sis of lobes 1-3 suggested the presence of a single pair of nucleolar
organizing region-bearing chromosomes in A. tripterus, as previ-
ously found in other Pentatomidae species. In general, the amount
of Ag-stained material seen in meiosis of the testicular lobes 1-3 of
A. tripterus 1s smaller than in the other lobes. The differences among
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lobes observed during spermiogenesis included a striking variation
in morphology of the Ag-stained material found in the head and tail
of the spermatids. Given that the key role of the nucleolar material is
to participate in protein synthesis, interlobular variations seem to be
related to the different functions attributed to each lobe (reproduction
to lobes 1-3 and basically nutrition to lobes 4-6). To our knowledge,
this is the first time that the nucleolar material was studied in each
testicular lobe during spermatogenesis. The present observations en-
courage further studies since, in addition to being of basic biologi-
cal interest, several Pentatomidae species are agricultural pests and
added knowledge of their biology, mainly in reproduction, may be
important for the development of control strategies.

Key words: Heteroptera; Pentatomidae; Antiteuchus; Nucleolus;
Testicular lobe differentiation

INTRODUCTION

In most arthropod species, nucleoli dissociate at either diplotene or diakinesis.
Therefore, small bodies impregnated by the silver nitrate (Ag) technique, which is spe-
cifically used to stain proteins that bind to ribosomal RNA (rRNA), cannot be seen from
metaphase to telophase I. As spermatids begin to form, nucleolar bodies reappear, indicat-
ing resumption of rRNA transcription, and finally disappear at the end of spermatid de-
velopment (Bressa et al., 2003). However, some exceptions have been reported. In Asellus
aquaticus (Isopoda), Ag-nucleolar organizing region (NOR) bodies have been visualized
throughout spermatogenesis (D1 Castro et al., 1983). In Callicrania seanei (Orthroptera),
not only NORs have been observed during both divisions, but also nucleolar bodies scat-
tered among chromosomes during interkinesis and even pro-metaphase Il (Santos et al.,
1987). In Triatoma infestans and T. sordida (Heteroptera, Reduvidae), Ag-NOR-stained
masses have been observed up to metaphase I (Tavares and Azeredo-Oliveira, 1997).
In Carlisis wahlbergi (Heteroptera, Coreidae), nucleolar semi-persistence (presence of
nucleolar bodies in metaphases) has been reported up to metaphase Il (Fossey and Lie-
benberg, 1995), while in Acanthocoris sordidus (Heteroptera, Coreidae) and Coptosoma
punctissimum (Heteroptera, Plataspidae), nucleoli have been detected in metaphase plates
of both primary and secondary spermatocytes (Yoshida, 1947; Bressa et al., 2003).

In the present study, nucleolar activity was assessed in the testes of Antiteuchus
tripterus (Heteroptera, Pentatomidae). As described by Souza et al. (2007) this species has
six testicular lobes (numbered 1 through 6). Lobe 5 contains lobe 6 in its interior and is,
therefore, a compound lobe. Using the stain lacto-acetic orcein, the same authors observed
that in lobes 1 through 3, meiosis is the same as in other Heteroptera species previously
described. In lobe 4, however, the morphology of meiotic prophase cells is characteristic
of the so-called “diffuse” stage. In this lobe, meiotic cells are always larger than those in
lobes 1-3 displaying a region of peculiar “pleated” appearance in the posterior region of
the spermatid head. Lobe 5 is called “harlequin” because it forms spermatozoa of different
sizes. Lobe 6, contained by lobe 5, shows prophase cells, also at a “diffuse”-like stage,
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larger than in lobe 5; in lobe 6 there are cross-partitions in the posterior region of the head
and anterior region of the tail, which are not found in any of the other lobes (Souza et al.,
2007).

In the present study, using silver nitrate technique, variations in the morphology
and positioning of the nucleolar material were analyzed in the six testicular lobes of 4.
tripterus during meiosis and spermiogenesis. The aim was to provide further information
on cytogenetic differentiation of these testicular structures in meiosis and spermiogenesis
of Heteroptera species.

MATERIAL AND METHODS

Insects were collected in Sdo José do Rio Preto, SP, Brazil, and dissected in De-
merec physiological solution (Demerec and Kaufmann, 1945). The lobes of the seminif-
erous tubules were isolated according to the technique described by Souza et al. (2007).
Testes were incubated for 20 min after adding a drop of trypsin and EDTA solution (0.005
g trypsin and 0.002 g EDTA diluted in 10 mL Hank’s solution (1.4 mM NaCl, 70 mM
KCI, 4.2 mM Na,HPO,, 3 mM KH,PO,, 5 mM glucose, 0.045 mM phenol red), and the
lobes were then separated, placed on different slides, fixed and stained with silver nitrate
according to Howell and Black (1980). This technique specifically stains proteins that as-
sociate with rRNA following transcription (Howell et al., 1975; Goodpasture and Bloom,
1975; Miller et al., 1977). The images that illustrate this study were obtained under an
AXIOSKOP 2 ZEISS light microscope (AXIO VISION software) in the Morphology Lab-
oratory of the Department of Biology, IBILCE/UNESP, Sao José do Rio Preto, SP.

RESULTS

The assessment of the characteristics of silver-impregnated nucleolar material,
in each of the six testicular lobes of adult Antiteuchus tripterus specimens, showed that
in lobes 1-3 polyploid nuclei of the nutritive cells exhibit numerous silver-impregnated
nucleolar granules, some of them fused together (Figure la), while spermatogonial cells
at early prophase I (zygotene) display a strongly stained, large nucleolus and two more
weakly stained, smaller bodies (Figure 1b). As division advances, all three nucleoli un-
dergo size reduction and structural disorganization and part of the nucleolar components
associates with chromosomal regions or lies along the length of the chromosomes (Figure
I¢). During diplotene/diakinesis and metaphase I, and also at metaphase I, the nucleolar
components are apparently distributed at the periphery in almost all chromosomes (Fig-
ure ld,e) (the chromosomal complement of this species is 2n = [2A + XY). At anaphase
[ and Il and telophase, the nucleolar components are associated with two chromosome
pairs (Figure 1f,g). In the round spermatid, there are two spherical Ag-stained bodies and
another that is either elongate or rod-shaped (Figure 1h). During the formation of the sper-
matozoal tail, one of the round bodies is located at the anterior region of the head while
the other and the rod-shaped body migrate together to the beginning of the posterior re-
gion (Figure 11,j). The spermatids at a more advanced developmental stage, which already
show a very elongate head, display two very evident, large, Ag-stained regions, occupying
almost the entire head, separated from each other by a transverse band (Figure 1k,l).
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Figure 1. Silver nitrate-stained cells of Antiteuchus tripterus testicular lobes 1-3. (a) Polyploid nucleus with several
silver-stained regions (arrows); (b) prophase I, zygotene - a larger, more evident nucleolus (arrow) and two smaller
and not so evident nucleolar bodies (arrowheads); (¢) leptotene - larger number of stainings at specific chromosomal
regions (arrows) or smaller number binding along chromosomes (arrowhead); (d) diakinesis with silver staining
at the periphery in the chromosome (arrows); (¢) metaphases Il - chromosomes showing silver staining (arrows);
(f) anaphase I - chromosomes with silver staining at the periphery in the chromosome (arrows); (g) telophase -
beginning of nucleolar reorganization (arrows); (h) spermatid with two round and one rod-shaped nucleolar silver
staining (arrows); (i-k) as the spermatid elongates, one round body localizes in the anterior region and the other
round plus the rod-shaped bodies migrate to the posterior region of the spermatid head (arrows); (1) spermatids at a
more advanced developmental stage display two regions separated from each other by a transverse band (arrows).
AR = anterior region; PR = posterior region of the spermatid head. Bar = 10 pm.

In lobe 4, the polyploid nuclei show a large number of silver-impregnated bodies,
more numerous and greater than in lobes 1-3 (Figure 2a). At the “diffuse” stage, which char-
acterizes the prophase in spermatogonial cells in this lobe, large and strongly stained nucleolar
masses are observed. As cell division advances, smaller Ag-stained regions are also seen in
the chromosomes (Figure 2b,c). The round spermatids exhibit 4 strongly stained bodies and
one larger region more weakly stained (Figure 2d.e). In the elongate spermatids, the head is
strongly and almost completely impregnated with silver. Later, the stained region subdivides
into fragments of diverse sizes and spacing (Figure 2f,g).
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Figure 2. Silver nitrate-stained cells of Antiteuchus tripterus testicular lobe 4. (a) Polyploid nucleus with
several silver-stained regions (arrows): (b, ¢) cells at “diffuse™ stage evidencing strongly silver-stained regions
(arrows) and silver staining along the chromosomes (arrowheads); (d, e) round-shaped spermatids showing
strongly stained bodies (arrows) and one larger, weakly stained region (arrowhead), as well as small deposits
along the chromosomes (asterisks); () anterior and posterior regions of the spermatid head are strongly stained;
as development advances the stained anterior region subdivides. and that in the posterior region remains
homogeneous (g). AR, PR = anterior and posterior regions of the spermatid head, respectively. Bar =10 um.

In lobe 5, the spermatogonial cells at prophase have large silver-stained masses
present amid the decondensed chromosomes (Figure 3a). At metaphase I and anaphase I,
filaments connecting stained chromatin masses can be observed (Figure 3b,c). The round
spermatids formed in this lobe are of three different sizes (small, medium and large) as
described by Souza et al. (2007). The number of nucleolar bodies varies based on sper-
matid size: smaller spermatids usually display one nucleolar body, while larger ones have
four (Figure 3d). When the spermatid nucleus starts to elongate, two silver-stained bodies,
one round and the other rod-shaped, are observed in the posterior region of the developing
head (Figure 3e). Later, the three types of elongate spermatids exhibit a large-stained area
in the anterior region of the head, separated from a smaller stained region located in the
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posterior region (Figure 3f). As development proceeds, this material is distributed in the
anterior region of the spermatid showing an apparently coiled organization.

Figure 3. Silver nitrate-stained cells of Antiteuchus tripterus testicular lobe 5. (a) Cell at meiotic prophase [ with
silver-stained regions (arrows); (b) metaphase I with stained filaments in the chromatin mass (arrows); (¢) anaphase
I with silver-stained filaments joining chromatin masses (arrows); (d) small (S), medium (M) and large (L) round-
shaped spermatids with a variable number of nucleoli (arrows); (¢) one silver-stained round and one rod-shaped
nucleolar body in the posterior region of the elongating spermatid head (arrows); () a heterogeneous-, large-stained
area in the anterior region separated from a small-stained region located in the posterior region of the head (arrows).
AR = anterior region; PR = posterior region of the spermatid head. Bar = 10 um.

In lobe 6, which also shows spermatogonial cells at the “diffuse” stage, nucleolar
bodies have different sizes and are apparently associated with the dispersed chromatin (Figure
4a). The round spermatids are large and show two large, strongly stained nucleoli (Figure 4b).
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The elongate spermatids exhibit a large deposit of nucleolar material, which occupies all the
interior of the head being discontinuous in its anterior region and continuous in the posterior
region (Figure 4c,d).

f. o
i
F

Figure 4. Silver nitrate-stained cells of Antiteuchus tripterus testicular lobe 6. (a) Cells at “diffuse” stage show
3 larger and 2 smaller nucleoli and silver impregnation along chromatin threads (arrows); (b) spermatids with 2
nucleoli and silver impregnation along the chromosomes (arrows); (¢, d) elongate spermatids showing the posterior
region with a homogeneous deposit of nucleolar proteins while a heterogeneous deposit is seen in the anterior
region. AR = anterior region; PR = posterior region of the spermatid head. Bar = 10 pm.

A summary of the variations in morphology and location of the stained nucleolar bod-
ies among the testicular lobes are shown in Table 1.
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DISCUSSION

NORs are the chromosomal regions that associate with nucleoli and are responsible
for their production. Ribosomal DNA that encodes rRNA is located in NORs (McClintock,
1934; Brown and Gurdon, 1964; Perry, 1965).

The Ag technique is normally used to stain NORs and nucleoli. However, sometimes
NORs fail to stain. This was the case in the present study: silver-staining technique did not impreg-
nate NORSs. Thus, the number and chromosomal location of NORs could not be determined with
certainty in A. tripterus. The number of nucleolar bodies is not a reliable indicator for this purpose,
because the number of these bodies present in a cell may not correspond to the number of NORs,
as two or more of these structures may associate to form a single nucleolar body (Ferguson-Smith
and Handmarker, 1961). However, an indication was provided by the spermatogonial cells at
early prophase I, in lobes 1-3 (the lobes which show the standard meiosis). In these lobes, a char-
acteristic pattern of a large, well-defined nucleolus and two smaller nucleolar bodies is observed.
As described in other insects, such as Drosophila, the large body could be the main nucleolus and
the two smaller ones could be additional nucleoli produced by secondary NORs (Bicudo, 1982).
Thus, it is possible that in 4. tripterus, there is indeed a single NOR. This is also suggested by the
stained region seen in two chromosomes at anaphase 1, indicating that this single NOR is located
in one autosomal pair, as has been previously reported in other Pentatomidae species.

The number and localization of NORs are known in only a few Heteropteran species
and have been determined by different cytogenetic techniques. All the species described to date
show only one NOR at the middle or subterminal portion of an autosome or sex chromosome
(Cnmnr‘hn et al., 1985 F(‘ICQF‘}! and Liebenberg, 1995; Gonzalez-Garcia et al., 1996; Paneschi

amacho e 1985; Fossey and Liebenberg, 1995; Gonzélez-Garcia 1996; Papesc
and Bressa, 2002; Papeschi et al., 2003; Cattani et al., 2004). In Pentatomidae, a single NOR
was detected at an autosomal telomeric region in Edessa meditabunda (Rebagliati et al., 2003),
at the median portion of an autosome in Nezara viridula (Camacho et al., 1985; Papeschi et al.,
2003), and at the telomeric region of the X chromosome in Graphosoma italicum (Gonzalez-
Garcia et al., 1996).

Additionally, in the present study, the changes of Ag-stained material that took place
during meiosis and spermiogenesis in the six testicular lobes could be observed. Variations in-
clude the number, size, shape, and distribution of nucleolar bodies. These features were similar
in lobes 1-3. The remaining lobes, however, differed from each other and from lobes 1-3 as
well. One of the differences is that in prophase cells the number and size of nucleolar bod-
ies were greater in lobes 4 and 6 than in lobes 1-3. Due to the role played by the nucleolus in
protein synthesis, this difference could be related to the function attributed to each lobe. While
lobes 1-3 seem to be responsible for the production of spermatozoa involved in reproduction
(Sivinski, 1980; Silberglied et al., 1984; Swallow and Wilkinson, 2002), lobes 4-6 seem to be
involved in nutrition (Souza et al., 2007).

Another observation was that, in metaphase cells, nucleolar bodies are no longer visible
but remain associated with the chromosomes at metaphases and anaphases in lobes -3 and 5 (in
the remaining lobes, no cells were detected at these phases of the cell cycle). These observations
indicate the persistence of partially organized nucleolar material during the entire meiosis in A.
tripterus, a pattern that, to our knowledge, has not been described in meiotic chromosomes.

The differences among the testicular lobes as to the organization of the Ag-stained
material in the elongate spermatids were striking, varying from an almost completely ho-
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mogeneous distribution, as observed in lobes 1-3, to a division in parts of different size and
spacing, observed in lobes 4 and 6, or even displaying an apparently coiled organization, as
in lobe 5. For now, we cannot explain the role of these variations. However, they and several
of the other features described here encourage further investigations in the testicular lobes of
A. tripterus in order to assess their functional meaning. In addition to the biological interest,
the Pentatomidae include important agricultural pests for which an added knowledge of their
biology may be helpful in the development of control methods.
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Padrdes morfologicos da cromatina heteropicnética e do material nucleolar

na meiose e espermiogénese de alguns Pentatomidae (Heteroptera)

SOUZA, H. V.; CASTANHOLE, M. M. C.; BICUDO, H. E. M. C.; COSTA, L.
A. A.; ITOYAMA, M. M. Morphological patterns of the heteropycnotic and
nucleolar material in meiosis and spermiogenesis of Mormidea v-luteum, Oebalus

poecilus e Oebalus ypsilongriseus (Heteroptera: Pentatomidae). Genetics and

Molecular Biology, v. 31, n. 3, p.686-691, 2008.

Resumo: Os insetos da familia Pentatomidae, que incluem varias pragas da
agricultura, vém sendo analisados quanto a diferentes aspectos da meiose e
espermiogénese. No presente estudo, o enfoque foi dirigido para os padrdes
morfoldgicos da cromatina heteropicnotica e do material nucleolar de espécies de
dois géneros. Os resultados mostraram que os testiculos das trés espécies
analisadas ¢ multilobado, sendo constituido por trés em Mormidea v-luteum e
quatro nas duas espécies do género Oebalus. A andlise citogenética realizada
nesses lobos permitiu caracterizar o cariotipo de todas como constituido por 2n=
14 cromossomos (12A + XY). Outras caracteristicas como auséncia de lobo
testicular harlequin, meiose quiasmadtica, migracdo tardia dos cromossomos
sexuais e semi-persisténcia nucleolar foram comuns as trés espécies. Elas também
partilharam varias das observa¢des quanto aos padrdoes da cromatina
heteropicnotica e do material nucleolar, mas se diferenciaram por outras, entre as
quais destacamos a distribui¢do do material heteropicndtico nas espermatides e a
morfologia e distribui¢do do material nucleolar, no zigéteno. As diferengas
ocorreram sempre entre as espécies do género Oebalus de um lado e a espécie
Mormidea v-luteum do outro, sugerindo tratar-se de diferengas selecionadas no

processo evolutivo que originou os dois géneros.
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Abstract

Pentatomidae is a family of Heteroptera which includes several agriculture pests that have had different aspects of
their meiosis and spermiogenesis analyzed. In the present study we analyzed the morphological patterns of the
heteropycnotic chromatin and the nucleolar material of Mormidea v-luteum, Oebalus poecilus and Oebalus
ypsilongriseus. The three species presented multilobate testes, with three lobes in M. v-luteum and four in the
Oebalus species. A karyotype with 2n = 14 chromosomes (12A + XY) was observed in the three species. Several
characteristics were common to the three species, such as the absence of a testicular harlequin lobe (a lobe which
produces different types of spermatozoa, previously considered a general characteristic of this family), late migration
of the sex chromosomes and semi-persistence of the nucleolus. The three species also shared some characteristics
regarding the patterns of the heteropycnotic chromatin and nucleolar material, but differed in others mainly related to
the location of the heteropycnotic chromatin in the spermatids and the morphology and distribution of the nucleolar
material at zygotene. The differences were always between species from different genera, suggesting a relationship

with their genetic divergence.

Key words: nucleolus semi-persistence, late chromosome migration, multilobed testes.
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Introduction

Most Heteroptera feed on plantations or grains stored
for human consumption during their nymph and adult
stages, causing great economical losses. Heteroptera in-
cludes approximately 37,000 species distributed in eight
infraorders, five of which contain noxious species (Reba-
gliati er al., 2005). The family Pentatomidae (infraorder
Pentatomorpha), with eight subfamilies (Asopinae, Cyrto-
corinae, Discocephalinae, Edessinae, Pentatominae,
Phyllocephalinae, Podopinae and Serbaninae) and 4,112
species is among them (Schaefer and Panizzi, 2000). They
include the “stink bugs™ thus called due to their unpleasant
smell produced by a gland that opens up in the metapleural
region.

The presence of testes formed by a number of com-
partments referred to as “lobes” is a characteristic of the

Send correspondence to MM ltoyama. Laboratério de Citogenética
de Insetos, Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista, Rua
Cristévao Colombo 2265, 15054-000 Sao José do Rio Preto, SP,
Brazil. E-mail: mary @ibilce.unesp.br.

Pentatomidae. In some species, one of these lobes is of the
harlequin type, which is differentiated from the other lobes
by presenting spermatogonial cells with meiotic pairing,
non-specific association of the autosomal bivalents, anom-
alous arrangement of the chromosomes in the metaphase
plate, anomalous chromosome segregation and cell fusion,
resulting in the production of spermatozoa with highly vari-
able chromosome number (Rebagliati et al., 2005). There
are reports of this type of lobe in I5 genera from three
Pentatomidae subfamilies (Discocephalinae, Edessinae
and Pentatominae) (Rebagliati ef al., 2005).

In males of Pentatomidae the chromosome number
varies from six to 27, with 14 as the most frequent number
(85%). The sex chromosome system is XX/XY, except in
three species: Macropygium reticulare (X, X;Y):
Rhytidolomia senilis (Neo-XY) and Thyanta calceata
(X1X,Y) (Rebagliatti et al., 2005). Pentatomidae karyo-
types typically lack microchromosomes (Rebagliati et al.,
2005, Lanzone and Souza, 2006; Souza et al., 2007a).

Pentatomidae basically share the chromosomal fea-
tures present in other Heteroptera. These include holo-
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kinetic chromosomes, i.e., without a localized centromere,
which causes microtubules to bind to the entire chromo-
some during mitosis leading to a parallel migration of the
sister-chromatids to the cell poles at anaphase (Buck, 1968;
Comings and Okada, 1972). At meiosis, however, the ki-
netic activity is restricted to the telomere regions and chro-
mosomes are therefore called telokinetic (Motzko and
Ruthmann, 1984). Meiotic behavior is different among
autosomal bivalents and sex chromosomes (Ueshima,
1979; Manna, 1984; Papeschi and Mola, 1990; Gonzalez-
Garcia et al., 1996; Suja et al., 2000). Except for a few spe-
cies, autosomal bivalents are chiasmatic and segregate
pre-reductionally (Nokkala and Grozeva, 2000). On the
other hand, the sex chromosomes are achiasmatic and be-
have as univalents at male meiosis, equationally dividing at
anaphase | and associating to form a pseudobivalent at mei-
osis Il (nevertheless, the pre-reduction of sex chromosomes
is also reported in some Pentatomidae species) (Ueshima,
1979; Grozeva and Nokkala, 2001).

More detailed cytogenetic aspects of Pentatomidae,
such as morphological variations of the condensed chro-
matin and nucleolar material during cell division, have re-
ceived little attention. Aiming at contributing to the cyto-
genetic characterization of Pentatomidae of economic
interest, we analyzed some aspects of meiosis and sper-
miogenesis of Mormidea v-luteum, Oebalus poecilus and
O. ypsilongriseus.

Material and Methods

Fifteen adult males of each of the species Mormidea
v-luteum, Oebalus poecilus and Oebalus ypsilongriseus
(Heteroptera, Pentatomidae, Pentatominae, Pentatomini)
were colected from okra trees in Sdo José do Rio Preto
(20°47'32" S, 49°21'37" W), Sdo Paulo State, Brazil. The
specimens were fixed in methanol:acetic acid (3:1), their
testicular lobes were isolated and squashed before staining
with lacto-acetic orcein. The pattern of the heteropycnotic
chromatin in testicular cells was then analyzed. The nucleo-
lar morphology was analyzed after impregnation with sil-
ver nitrate (Howell and Black, 1980). Both kinds of analy-
ses were performed during meiosis and spermiogenesis.
Images were obtained under a Zeiss microscope with the
AXIO VISION software.

Results

The three species presented multilobed testes covered
by a reddish membrane. While three lobes were present in
Mormidea v-luteum, four lobes were observed in the two
Oebalus species. None of these species showed lobes with
morphological characteristics of the harlequin type. In all
of them, the mechanism of sex determination in males was
XY and the karyotype was 2n = 14 (12A + XY).
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Morphological variation of the heteropycnotic
chromatin

The term heterochromatin includes some characteris-
tics which were not analyzed in this study and we thus use
‘heteropycnotic” or ‘condensed chromatin® to refer to the
regions that are more intensely stained by lacto-acetic
orcein.

In the three analyzed species, the polyploid nuclei of
the nutritive cells were large, with a larger heteropycnotic
region and several much smaller ones (Figure 1A). The
whole process of spermatogenesis occurred in the sperma-
togonial cysts constituted by nine spermatocytes, each
with several heteropycnotic regions (Figure 1B). In the
three species, the cells at the initial prophase I (leptotene,
zygotene and pachytene) exhibited a strongly stained
heteropycnotic region, which was closer to the nucleus pe-
riphery and possibly composed of the X and Y chromo-
somes (Figure 1C-E). During diplotene and diakinesis,
chiasmata were observed in the autosomal bivalents, but
not in the sex chromosomes (Figure 1F-G). The X chro-
mosome was larger than the Y (Figure 1H) and the sex
chromosomes were seen together or separated at meta-
phase I (Figure 1H.I). In a polar view during metaphase I
and II, the autosomes were arranged in a ring surrounding
the sex chromosomes (Figure 1I). Late migration of the
chromosomes was observed at anaphase and telophase |
and II (Figure 1J-L).

Observations on the spermiogenesis of the three spe-
cies showed that, in the initial round-shaped spermatids, the
heteropycnotic chromatin is C-shaped and located in the in-
ternal part of the nuclear envelope, covering over half of it.
A heteropycnotic corpuscle was also observed inside the
spermatid nucleus of M. v-luteum, but not in the Oebalus
species (Figure 1M, N). During spermatid elongation, the
condensed chromatin remained close to the nuclear enve-
lope in M. v-futeum (Figure 10), while it became more cen-
tral in O. poecilus and O. ypsilongriseus, resembling a
longitudinal line (Figure 1P).

Morphological variation of the nucleolar material

A large irregular nucleolar mass, apparently formed
by the association of smaller bodies, and some smaller cor-
puscles, were present in the polyploid nuclei of the nutritive
cells of the three species (Figure 2A). A single nucleolar
corpuscle was observed at the nucleus periphery of sper-
matocytes at initial prophase I (leptotene) in the three spe-
cies (Figure 2B). The nucleolar corpuscle at zygotene in
Oebalus increased in size and acquired an unusual mush-
room-like form, with a larger, intensely stained part (the
“hat”) and a smaller fainter portion (the “stem”) (Figure
2C). This morphological type of nucleolar material per-
sisted during pachytene, when another round, smaller and
intensely stained nucleolar body also appeared (Figure 2D).
An apparent disintegration of the nucleolar material started
between pachytene and diplotene, when round corpuscles
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of different sizes were seen (Figure 2E). Mormidea  observed a nucleolar corpuscle and fibrilar structures asso-
v-luteum differed from the other two species by the absence  ciated with the chromosomes that later became dispersed in
of this mushroom-like nucleolar structure. Instead, we only  a granular form in this species (Figure 2F, G). In the three

Figure 1 - Seminiferous tubule cells of Mormidea v-luteum (D, K, M and O), Oebalus poecilus (A, F, G, H, 1, J, L, N and P) and Oebalus ypsilongriseus
(B, C and E) adult males stained with lacto-acetic orcein. A) Polyploid nuclei of nutritive cells containing one large and many small heteropycnotic cor-
puscles (arrows); B) Spermatogonial cyst constituted by nine spermatocytes, each one containing a heteropycnotic body (arrows); C-G) The single
heteropycnotic corpuscle (arrow) persists during the entire prophase I (in the sequence: leptotene, zygotene, pachytene, diplotene and diakinesis); note the
presence of chiasmata in F and G (arrowheads); H) Metaphase | showing 2n=12A + XY, the X (large) and Y (small) chromosomes are indicated by ar-
rows; 1) Polar view of metaphase [, the autosomal bivalents forming a ring around the sex chromosomes (arrow); J-L) Anaphases and telophase I; note the
late migration of the chromosomes (arrows); M) In round spermatids of Mormidea v-luteum, the heteropycnotic chromatin is present in the center of the
nucleus forming a single corpuscle (arrowhead) and around the interior of the nucleus envelope arranged in a C- shaped structure (arrow); N) In the round
spermatid of Oebalus species the heteropyenotic chromatin is exclusively present in the interior of the nucleus (arrow); O) Elongated spermatid of
Mormidea showing the heteropycnotic chromatin maintained at the nucleus periphery (arrow); P) Elongated spermatid of Oebalus showing the hetero-
pycnotic chromatin as a longitudinal line in the interior of the head (arrow). Bar = 10 pm.
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species, the nucleolar material could be observed as a round
corpuscle until the end of telophase I (Figure 2H-K) and the
still round spermatids exhibited a variable number of small
nucleoli, some of which were more intensely stained (Fig-
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ure 2L-N). When the spermatids started to elongate, the sil-
ver nitrate-stained material concentrated at the posterior re-
gion of the head, where it was seen until the formation of
the spermatozoa (Figure 20-S).

Figure 2 - Seminifcrous tubule cells of Mormidea v-futeum (A, B, F, G, L and N), Oebalus poecilus (L, M, P and R) and Oebalus vpsilongriseus (C, D, E,
H, I, K, O, Q and S) adult males, impregnated by silver nitrate. A) Polyploid nuclei of nutritive cells containing a large mass of nucleolar material and sev-
eral small corpuscles (arrows); B) One large nucleolar corpuscle is present in the cell nuclei at leptotene (arrow); C, D) In both Oebalus species two asso-
ciated nucleolar bodies are present at zygotene, one more impregnated than the other and showing a mushroom-like shape (C, arrow); note a small addi-
tional corpuscle in D (arrow); E-G) Beginning of the disorganization process of the nucleolar material at pachytene/diplotene (arrows); H, I) metaphases
[in lateral view with the nucleolar material still present (arrows); J, K) nucleolar material also present at telophase (arrows); L-N) Round spermatids with
a variable number of nucleolar bodies (arrows); O-S) Spermatids with different degrees of elongation; the nucleolar material is located in the posterior re-

gion of the head (arrows). Bar = 10 um.
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Discussion

We studied the morphological changes of the hetero-
pycnotic chromatin and of the nucleolar material during
meiosis and spermiogenesis of Mormidea v-luteum,
Oebalus poecilus and O. ypsilongriseus. Changes in the
amount and distribution of decondensed and condensed
chromatin may reflect genetically active and inactive chro-
mosome regions, respectively, while morphological alter-
ations of the nucleolus (including number and structure)
reflect the pattern of ribosome production, a central process
in the protein synthesis.

We observed similarities and differences among the
species studied. The three species had multilobed testes
with three lobes in M. v-luteum and four in O. poecilus and
O. ypsilongriseus. Multilobed testes are a characteristic of
the Pentatomidae, but the number of lobes observed in the
species analyzed herein was smaller than that typically
found in the family, which is seven. In addition, the three
species differed from the other 27 species of the same fam-
ily and subfamily (Pentatominae) already studied by the ab-
sence of a harlequin lobe (Rebagliati et al., 2005; Lanzone
and Souza, 2006; Souza ef al., 2007a). The Pentatomidae
Antiteuchus tripterus also showed less lobes (six) than the
typical seven, but one of them was harlequin (Souza et al.,
2007a).

Rebagliati et al. (2005) considered the development
of harlequin lobes as dependent on the environment in
which the insects live. However, the harlequin lobe was
observed in samples of Antiteuchus tripterus collected in
apparently different environments in several states in
Brazil (Sdao Paulo, Souza et al., 2007a; Pernambuco,
Alagoas and Bahia, Lanzone and Souza, 2006). These ob-
servations suggest that the presence of that lobe is a
genetic characteristic of the species rather than an envi-
ronmental effect,
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2n = 14 karyotype, with XY males, suggesting a XX/XY
sex chromosome system, found in most previously ana-
lyzed Pentatomidae.

The distribution of the heteropycnotic chromatin dur-
ing meiosis and spermiogenesis was common to the three
species, except in the round spermatids, in which M.
v-luteum exhibited an additional corpuscle inside the head,
not observed in the other species. The distribution of the
heteropycnotic chromatin in elongated spermatids in M.
v-luteum also differed from that of the other species, being
close to the membrane in the interior of the head, while it
formed a filament in the central region in Oebalus.

As to the nucleolar activity, in some insects (includ-
ing some Heteroptera) the silver nitrate specifically stains
the previously active nucleolar organizing regions (NORs),
which are chromosome sites of rDNA. In some Heterop-
tera, a single NOR was observed, which could be interstitial
or terminal and located at autosomes or sex chromosomes
(Camacho et al., 1985; Fossey and Liebenberg, 1995; Gon-
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zalez-Garcia et al., 1996; Papeschi et al., 2003; Rebagliati
et al., 2003),

In the three Pentatomidae species studied herein no
NORs could be evidenced, even after some technical varia-
tions were tried. Nevertheless, after silver staining, the
morphological changes of the nucleolar material could be
analyzed. The three species apparently did not differ as to
the pattern observed in the nutritive cells. The nucleolar
material remained visible in the three species during the en-
tire meiosis and spermiogenesis, a phenomenon called nu-
cleolar semi-persistence (Pickett-Heaps, 1970).

Nucleolar semi-persistence differs from the more
general process in which the disorganization of the nucleo-
lus occurs during prophase, so that from diakinesis until the
end of the meiotic division, this organoid is not visible, sug-
gesting that, at that time, it is already completely disorga-
nized (Risuefio and Medina, 1976). Among Heteroptera,
exceptions to this general behavior were described for other
species, such as Nysius californicus (Lygaeidae, Souza et
al., 2007b) and Antiteuchus tripterus (Pentatomidae, Souza
etal.,2007a). In both cases, silver-stained material was ob-
served around the chromosomes until the meiotic meta-
phase 1.

Differences in the nucleolar material among the
three species were detected at zygotene and pachytene,
with the Oebalus species showing a “mushroom-like”
structure. In the same meiotic stages, M. v-luteum pre-
sented a single nucleolar corpuscle with size and staining
similar to the fainter part of the “mushroom-like” struc-
ture of Oebalus.

The nucleolar semi-persistence is another structural
characteristic of the meiosis which, similarly to the pres-
ence of the harlequim lobe, has been attributed to environ-
mental effects. According to Cattani and Papeschi (2004),
the nucleolar semi-persistence was detected in individuals
of the Heteroptera Spartocera fusca that spent more time in
the field, being thus longer exposed to environmental fac-
tors such as fluctuations of temperature, humidity and pre-
cipitation. We do not have such information on the species
that we studied, but they were collected in the same place at
the same time.

In the present study, the differences observed were
between species belonging to different genera. They may
thus be part of the genetic features that evolved during the
divergence of the two genera, reflecting physiological dif-
ferences that remain to be understood.
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Resumo: A presenca de testiculos formados por compartimentos denominados de
lobos € uma caracteristica da familia Pentatomidae. Em algumas espécies um dos
lobos € o harlequin, o qual se diferencia dos demais por ser maior e por apresentar
células espermatogoniais com diferengas na divisdo celular, resultando na
producdo de espermatozodides com fungdo ndo fecundante. Com objetivo de
avaliar a presenc¢a do lobo harlequin nas espécies Euschistus heros, Platycarenus
umbractulatus e Thyanta perditor os lobos testiculares foram analisados
individualmente. Euschistus heros apresentou testiculos envoltos por membrana
avermelhada constituido por 6 lobos testiculares sendo o 5 mais delgado. Os lobos
4 e 6 apresentaram células de tamanho aumentado e com mais regides
impregnadas pelos {ons prata, padrdo semelhante aos encontrados em
Pentatomidae com lobo harlequin. Platycarenus umbractulatus, exibiu 7 lobos
testiculares e apesar de ndo apresentar lobo harlequin, mostrou caracteristicas
diferenciadas nas espermatides do lobo 5, sugerindo pré-adaptacdo para formacgao
de espermatozdides diferenciados neste lobo. Também foi observada associagdo
do nucléolo com os cromossomos sexuais. Thyanta perditor apresentou 3 lobos
testiculares e ndo apresentou diferencas entre os lobos. Desse modo, a analise,
dessas espécies, forneceu dados importantes para auxiliar na elucida¢do do

cenario evolutivo concernente a formagao do lobo harlequin.



52

INTRODUCAO

Os testiculos dos Heteroptera sdo divididos, por um tecido
conectivo, em algumas subunidades denominadas de “lobos”. O niimero mais
comum de lobos ¢ sete, embora haja variagdes entre tribos e espécies. A meiose,
na maioria dos Heteroptera, segue o mesmo padrdo em todos os lobos, contudo
meiose atipica pode ocorrer em algumas espécies da familia Pentatomidae em um
dos lobos testiculares, denominado de lobo harlequin (NICKLAS, 1961;
REBAGLIATI et al., 2005).

Segundo Rebagliati et al. (2005), as caracteristicas que sdo
alteradas no lobo harlequin é a associacdo ndo-especifica dos autossomos,
disposi¢do andmala dos cromossomos na placa metafasica, segregacdo
cromossOmica ¢ fissdo celular, trazendo como consequéncia a producdo de
espermatozdides com um nimero cromossdmico altamente variavel, o qual pode
afetar a fertilidade do individuo. Este lobo, geralmente, corresponde ao maior de
todos € como consequéncia, as vezes, produzem testiculos torcidos ou enrolados
(NICKLAS, 1961; REBAGLIATI et al., 2005).

Até o momento um total de 23 espécies pertencentes a 15
géneros da familia Pentatomidae foi relatado possuir o lobo harlequin
(REBAGLIATI et al., 2005; SOUZA et al., 2007). Souza et al. (2007) observaram
em Antiteuchus tripterus (Heteroptera, Pentatomidae) a presenga de 6 lobos
testiculares, sendo o sexto interno ao quinto (harlequin), o qual possui células e
espermatozdides diferenciados e com possivel fungdo de nutrigdo dos
espermatozdides do lobo harlequin.

Os Heteroptera, além de possuirem algumas espécies contendo o
lobo harlequin, possuem cromossomos holocéntricos (sem centromero
localizado), ndo possuem estrutura cinetocérica (BUCK, 1967; COMINGS,
OKADA, 1972; MOTZKO, RUTHMAN, 1984; RUFAS, GIMENEZ-MARTIN,
1986; WOLF, 1996), atividade cinética é restrita aos finais dos cromossomos, ou
seja, nas regides teloméricas (cromossomos sdo denominados telocinéticos,

GONZALEZ-GARCIA et al., 1996; HUGHES-SCHRADER, SCHRADER, 1961;



53

MOTZKO, RUTHMANN, 1984; SCHRADER, 1935, 1940), terminalizagdo dos
quiasmas ¢ presumido ocorrer (JOHN; KING, 1985), embora haja trabalhos que
discutam este assunto (JONES, 1987; SOLARI; AGOPIAN, 1987) e a primeira
divis@o meidtica € reducional para os autossomos e equacional para os sexuais.

Relatos citogenéticos de espécies da familia Pentatomidae
mostraram que o numero diploéide de cromossomos, em machos, varia de 6 a 27,
sendo o mais frequente o de 14 (85%) (REBAGLIATI et al., 2005) e sistema
cromossdmico do sexo XX/XY (fémea/macho), exceto em 3 espécies
(Macropygium retuculare, X1X2Y; Rhytidolomia senilis, neo-XY; Thyanta
calceata, X1X2Y) e ndo apresentam m-cromossomos (REBAGLIATI et al., 2001,
2005).

Uma estrutura que vem sendo bastante estudada nas espécies de
Pentatomidae ¢ o nucléolo. O tamanho dessa estrutura estd relacionado com a
atividade biosintética 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 (SOUZA et al.,
2008a; TAVARES; AZEREDO-OLIVEIRA, 1997).

Assim, o presente estudo teve como objetivo analisar em
Euschistus  heros, Platycarenus umbractulatus e Thyanta perditor a
espermatogénese € o comportamento das células testiculares apds a impregnacio
por ions prata, em cada lobo separadamente e comparar os dados obtidos com

aqueles de espécies relacionadas ja descritas.

MATERIAIS E METODOS

Quinze machos adultos de E. heros (Heteroptera, Pentatomidae,
Pentatominae, Carpocorini), P. wumbractulatus (Heteroptera, Pentatomidae,
Discocephalinae, Discocephalini) e 7. perditor (Heteroptera, Pentatomidae,
Pentatominae, Pentatomini) foram coletados, respectivamente, em pés de pata-de-
vaca (Bauhinia punctata), plantas de soja (Glycine max) e em pés de quiabo

(Hibiscus esculentus), na cidade de S@o José¢ do Rio Preto (20°47°32” S,
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49°21°37” W), SP, Brasil. Os insetos fixados em metanol:acido acético (3:1),
tiveram os seus lobos testiculares separados e submetidos a técnica de
esmagamento (coloragdo com orceina lacto-acética). Para estudo do
comportamento nucleolar durante a espermatogénese, as laminas foram
submetidas a técnica de impregnacdo pelos ions prata. Para a espécie E. heros
foram realizadas medidas do didametro em 100 células no estagio difuso e em 100
espermatides, de cada lobo, utilizando o programa UTHSCSA Image Tool v.3.00
e o programa Minitab versdo 15.1 para o teste estatistico ANOVA (Tukey’'s
comparasion com 95% de intervalo de confianca) para comparar as medidas das
células entre os lobos testiculares. As melhores células foram capturadas no

microscdpio Zeiss, utilizando o programa de analise de imagens AXIO VISION.

RESULTADOS

Os testiculos de E. heros sdo formados de 6 lobos alongados e
envoltos por membrana, sendo o quinto mais delgado. Essa membrana na regido
proximal do ducto ejaculatério ¢ avermelhada e na distal € transparente (Figura
la,b). Platycarenus umbractulatus apresenta testiculos envoltos por membrana
avermelhada e formados por sete lobos testiculares alongados, todos apresentando
tamanhos semelhantes entre si (Figura 1c,d). Thyanta perditor possui testiculos
envoltos por membrana amarelada na regido proxima ao ducto ejaculatorio (regido
proximal) e transparente na regido distal, sendo constituidos por 3 lobos

testiculares alongados, sendo o lobo 2 mais espesso (Figura 2).

Analise da espermatogénese

Euschistus heros

Durante a espermatogénese, o comportamento das células de E.
heros, foi semelhante nos lobos 1, 2, 3 ¢ 5 e entre 0 4 e 6. Observou-se que nos
lobos 1, 2, 3 e 5 as células em profase I apresentam um corpisculo

heteropicnotico arredondado e bem definido localizado na periferia do nucleo
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(Figura 3a-c) que provavelmente sdo os cromossomos sexuais, XY, sendo o maior
o X. Visualiza-se, ainda, a presenca de quiasmas nos autossomos (Figura 3c). Na
metafase I os cromossomos podem ser visualizados na forma radial (visdo polar)
ou linear (visdo lateral), sendo constituidos de 2n= 14 (12A + XY) cromossomos
(Figura 3d,e). Durante a anafase e tel6fase observa-se comportamento regular de
segregacdo dos cromossomos (Figura 3f,g). No inicio da espermiogénese, as
espermatides sdo arredondadas e possuem material heteropicnotico, também,
arredondados no centro e, em forma de meia lua, proximo ao envoltorio nuclear
(Figura 3h). Durante o alongamento observa-se somente a regido heteropicnotica
préxima ao envoltdrio (Figura 31,j). No final do processo a cromatina distribui-se
uniformemente na regido anterior da cabega, visualizando-se no final da regido
posterior, uma pequena quantidade de material heteropicnotico (Figura 3k).

O comportamento meidtico das células durante a
espermatogénese dos lobos 4 e 6 foi semelhante, portanto, estdo sendo
apresentados em conjunto. As profases [ (Figura 4a,b) apresentam um tnico
corpusculo heteropicnético, semelhante a dos lobos 1, 2, 3 € 5, mas as células sio
maiores do que as mencionadas anteriormente. Todas as demais fases da meiose
apresentam o mesmo comportamento dos outros lobos, com a tnica diferenca de
que sdo maiores (Figura 4c,d). Durante a espermiogénese a Unica diferenca
observada, em relagdo aos demais lobos, é o tamanho aumentado das
espermatides na fase final do processo (Figura 4e-1).

Com relacdo ao tamanho das células, o teste ANOVA,
evidenciou que as células no estdgio de prdéfase dos lobos 1, 2 e 3 sdo iguais
(p<0,0001), mas um pouco menores que as do lobo 5. As células dos lobos 4 ¢ 6
sdo iguais (p<0,0001), entretanto sdo duas vezes maiores que as dos lobos 1,2, 3 e
5. As medidas das espermatides arredondadas demonstraram que elas seguem o
mesmo padrdo das células em préfase, mas ndo havendo diferencas entre os lobos

1,2,3,¢5 (p<0,0001) (Tabela 1).
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Platycarenus umbractulatus

A andlise da espermatogénese foi realizada individualmente nos
sete lobos. Pelo fato deles apresentarem caracteristicas semelhantes, os dados
foram agrupados. A profase I apresentou um corpusculo heteropicnético evidente
e arredondado localizado na periferia do nucleo (Figura 5a). Na metéfase I, visao
polar, os cromossomos sexuais ficam no centro do anel formado pelos autossomos
e verifica-se a presenga de 14 cromossomos (2n= 12A + XY) (Figura 5b). A
anafase e a teldfase sdo regulares, isto €, sem migracdo tardia de cromossomos
(Figura 5c-e). No inicio do processo de espermiogénese o0s espermatdcitos
apresentam uma vesicula grande ao lado do ntcleo (Figura 5f) e sdo constituidos
de varias regides heteropicndticas e que, posteriormente, adquire a forma de C
(Figura 5g,h). Durante o alongamento esse material heteropicndtico ¢ encontrado
somente em um dos lados do nucleo (Figura 5i-1).

Apesar do processo de espermatogénese ter sido semelhante
entre os sete lobos, algumas diferencas foram observadas. Nos lobos 4 ¢ 6 os
cromossomos foram encontrados agrupados 2 a 2 em algumas células da metafase
I (Figura 6a,b). No lobo 5 as espermdtides arredondadas e em inicio de
alongamento apresentaram diferentes padrdes de concentragdo de material
heteropicnotico (Figura 6¢-h), no lobo 6 o material heteropicnético foi encontrado
no centro da espermatide (Figura 6i) e no lobo 4 e 6 observou-se a presenca de

vesiculas nas espermatides em alongamento (Figura 6j,k).

Thyanta perditor

O comportamento das células durante toda a espermatogénese
de Thyanta perditor foi semelhante entre os trés lobos testiculares. Entre as
células testiculares apds coloracdo com orceina lacto-acética, existem células com
dos nucleos polipldides que apresentam uma massa heteropicnética arredondada e
evidente deslocada para a periferia do nicleo (Figura 7a,b). As células em profase
I apresentam uma ou duas regides heteropicndticas bastante evidentes, que

persistem até o final desta fase (Figura 7c-h). No dipléteno observa-se a
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associagdo cromatinica entre os cromossomos homologos através da regido
telomérica. Durante a metafase I verifica-se que o complemento cromossémico €
de 2n= 14 cromossomos (12A + XY), na qual os cromossomos sexuais situam-se
ao centro de um anel formado pelos autossomos (7] — vis@o polar). Na Figura 71
observa-se uma metéafase I em visdo lateral. Na Figura 7k-n observa-se anafases
com migrac¢do tardia de um dos cromossomos, provavelmente o cromossomo X
(Figura 7n). Durante a espermiogénese, os espermatdcitos apresentam varios
corpusculos heteropicnoticos (Figura 70), os quais se juntam para, nas
espermatides arredondadas, formar um corpusculo heteropicndtico no centro
(Figura 7p). No inicio do alongamento das espermatides, o material
heteropicnotico estd na periferia do nucleo em forma de C e no centro (Figura
7q,r), sendo arredondado e, posteriormente, torna-se alongado permanecendo

apenas na periferia do nticleo (Figura 7s-x).

Impregnacio pelos ions prata durante a espermatogénese

Euschistus heros

O comportamento celular apds impregnagdo por ions prata
durante a espermatogénese foi semelhante entre os lobos testiculares 1, 2,3 e 5 e
entre os 4 e 6, semelhantemente aos resultados encontrados com relagdo ao
comportamento das células coradas com orceina lacto-acética durante a
espermatogénese.

O comportamento apdés a impregnacdo durante a
espermatogénese dos lobos 1 a 3 e 5 evidenciou a presenca de dois corpusculos
impregnados pelos ions prata de tamanhos diferentes no inicio da profase I
(Figura 8a), que se desorganiza (Figura 8b,c), ficando o material dispersos ao
longo dos cromossomos (Figura 8d) e no interior das células até o final da telofase
nos lobos 1 a 3 (Figura 8j). No lobo 5 o material desorganiza-se por completo nado
sendo mais observado no final da profase I e metafase I (Figura 8e-i). As
espermatides apresentam em torno de 4 corpusculos impregnados de morfologia

variavel (Figura 8k-m). Durante o processo de alongamento as espermatides dos
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lobos 1 a 3 apresentam trés marcacdes, uma na regido mediana da cabega e as
outras duas na regido posterior proxima ao inicio da cauda (Figura 8n-p). As
espermatides médias do lobo 5 apresentam duas marcagdes, uma na regido
mediana da cabeca e a outra na regido posterior (Figura 8q). Em um estagio mais
avancado observa-se marcacdo apenas na regido posterior da cabeca (Figura 8r,s).
Pode-se observar espermatides alongadas com forte impregnacdo ao longo de seu
comprimento nos lobos 1 a 3 (Figura 8t) e no lobo 5, também, com forte
marcac¢do, mas com varios granulos ao longo do comprimento (Figura 8u).

Os lobos 4 e 6 apresentaram dois corpusculos impregnados
pelos ions prata de tamanhos diferentes e varios menores no inicio da préfase I
(Figura 9a), que se desorganizam (Figura 9b) e sdo observados distribuidos por
todo citoplasma até o final da teléfase (Figura 9c-e). As espermatides
arredondadas apresentaram em torno de seis corpusculos de morfologia variavel
(Figura 9f,g). Foram visualizados espermatides com vdrias marcagdes pequenas €
um filamento ao longo de toda a cabe¢a e uma marcagdo pequena ¢ alongada na
regido posterior da cabeca (Figura 9h). Foram observadas, ainda, espermatides
com um filamento bastante impregnado atravessando toda a cabeca (Figura 91) ou
material impregnado por quase toda a cabega (Figura 9j) ou em torno de 50% ao
longo da cabeca (Figura 9k) ou apresentando um filamento e varios corpusculos

arredondados ao longo da cabega (Figura 91).

Platycarenus umbractulatus

Pelo fato do comportamento apds impregnagdo pelos ions prata,
durante a espermatogénese, ter sido semelhante nos sete lobos, os dados, também
foram agrupados. Durante a profase I observou-se de dois a quatro corpusculos
impregnados pelos ions prata sendo sempre um mais impregnado (Figura 10a-c).
Esses corpusculos desorganizam-se durante o diploteno/diacinese (Figura 10d),
observando residuo de material impregnado nos cromossomos € no citoplasma.
Na metafase 1 ha regides cromossdmicas marcadas, corpusculos menores e
material impregnado no citoplasma (Figura 10e). Na anafase hd marcagdes nos

dois grupos de cromossomos (Figura 10f). Na telofase observa-se reorganizacio
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do material impregnado pelos ions prata nas duas células em formag¢ido ou em uma
unica (Figura 10g,h). As espermatides arredondadas apresentam de uma a varias
marcacdes (Figura 10i-k) e que durante o alongamento ¢ encontrada na regido
posterior da cabeca (Figura 101-0).

Apesar de quase todas as fases da espermatogénese terem sido
semelhantes nos diferentes lobos apds impregnacao pela prata, algumas diferencas
foram encontradas nos lobos 4, 5 e 6 durante a espermiogénese. As espermatides
arredondadas do lobo 5 apresentam uma tnica marcacdo arredondada em uma das
extremidades da cabeca, ou em torno de cinco marcagdes distribuidas pela
espermatide ou localizadas em uma Unica regido (Figura 1la-c). Outras
espermatides em inicio de alongamento ndo apresentaram marcagdes (Figura
11d), ou apresentaram varias marcagdes de diferentes tamanhos distribuidas ao
longo da cabeca (Figura 11e-g), ou uma tnica marcacdo em apenas um lado da
cabeca, ou nos dois lados da cabeca ou distribuida por toda extensdo da cabega
(Figura 11h-k).

As espermatides em inicio de alongamento do lobo 6
apresentaram um filamento impregnado ao longo da extensdo da cabega e varias
impregnacdes distribuidas uniformemente ao longo da cabega (Figura 111). As
espermatides alongadas dos lobos 4 e 6 apresentaram as cabegas com
impregnacdo uniforme ou varias impregnagdes de tamanho pequeno ou grande

(Figura 11m-o).

Thyanta perditor

O comportamento da impregnacdo pelos ions prata em Thyanta
perditor foi semelhante entre os trés lobos testiculares. Os nucleos das células
polipldides apresentam uma ou duas massas amorficas impregnadas pelos ions
prata e outras bem menores (Figura 12a,b). Nas células em profase I visualiza-se
um ou dois corpusculos (Figura 12c-g), os quais se desorganizam completamente
até o final da préfase I, na qual se verifica uma marcagdo telomérica em um dos
autossomos (Figura 12g). Na metafase I os cromossomos apresentam intensidade

de marcagdes diferentes (Figura 12h,1). Essas marcag¢des nos cromossomos sao
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observadas da anafase até a telofase (Figura 13j-m). Os espermatdcitos
apresentam uma ou duas marcagdes (Figura 12n) que se fragmentam. As
espermatides arredondadas apresentam varias marcagdes (Figura 120,p), as quais
migram para regido anterior e posterior da espermatide durante o alongamento
(Figura 12g-t). Em uma fase mais adiantada de alongamento (Figura 13u) a

espermatide fica marcada continuamente.

DISCUSSAO

Os testiculos dos Heteroptera sdo formados por numeros
variaveis de lobos e recobertos por membrana de diferentes coloragdes.
Antiteuchus tripterus (Pentatomidae, Discocephalinae, Discocephalini) possui
testiculo recoberto por membrana avermelhada e constituido de seis lobos
testiculares alongados, sendo o sexto interno ao quinto (SOUZA et al., 2007).
Mormidea quinqueluteum, Oebalus poecilus e O. ypsilongriseus (Pentatomidae,
Pentatominae, Carpocorini), analisados por Souza et al. (2008b) possuem,
também, membrana avermelhada recobrindo o testiculo, mas o nimero de lobos
encontrado foi de trés, quatro e quatro respectivamente. As espécies analisadas no
presente trabalho apresentaram trés, seis e sete lobos alongados, respectivamente
para Thyanta perditor (Pentatomidae, Pentatominae, Pentatomini), Euschistus
heros (Pentatomidae, Pentatominae, Carpocorini) e Platycarenus umbractulatus
(Pentatomidae, Discocephalinae, Discocephalini) e os testiculos sdo recobertos
por membrana amarelada ou avermelhada. Portanto, a partir dos resultados
descritos na literatura ndo ha condi¢do de se chegar a conclusdo se ha relacdo
entre o numero de lobos e, por exemplo, a tribo a qual elas pertencem, assim
como, com relacdo a cor da membrana que envolve os testiculos.

Na tabela 2 estd contido o levantamento bibliogréafico referente
as espécies cujos autores forneceram as seguintes informacdes: numero de lobos,
meiose atipica e polimegalia. Foram descritas 51 espécies pertencentes as
subfamilias Asopinae, Acanthosomatinae, Discocephalinae, Edessinae e

Pentatominae com essas informacdes. As espécies das subfamilias Asopinae e
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Acanthosomatinae apresentaram seis ou sete lobos e meiose normal, as espécies
das demais subfamilias apresentaram de trés a oito lobos testiculares e algumas
espécies com meiose atipica. Verifica-se, portanto, através dessa tabela, uma
distribuicdo homogénea dos nimeros dos lobos testiculares entre as espécies de
uma mesma subfamilia e aparentemente ndo had correlacdo entre o nimero de
lobos com as subfamilias, necessitando, portanto de uma andlise mais detalhada
com relagdo a este aspecto.

Algumas espécies da familia Pentatomidae além de
apresentarem numeros varidveis de lobos testiculares podem ou ndo apresentar um
lobo diferenciado denominado de lobo harlequin. Dos quinze géneros estudados
com a presencga do lobo harlequin em Pentatomidae, 11 pertencem a subfamilia
Discocephalinae, somente Platycarenus notulatus (Pentatomidae,
Discocephalinae, Discocephalini) ndo o possui. Por outro lado, somente trés
espécies do género Loxa (Amyot e Serville, 1843), uma do género Mayrinia
(Horvath, 1925) e uma do género Adevoplitus (Grazia e Becker, 1997)
(Pseudevoplitus Ruckes, 1958) dentro de Pentatomini, uma das mais amplas tribos
dentro de Pentatominae estudada, e Brachystethus rubromaculatus (Dallas, 1851)
dentro de Edessinae apresentam meiose atipica (REBAGLIATI et al., 2005).

Segundo Schuh e Slater (1995) a familia Pentatomidae ¢
subdividida oito subfamilias: Asopinae, Cyrtocorinae, Discocephalinae,
Edessinae, Pentatominae, Phyllocephalinae, Podopinaec e Serbaninae, portanto
somente trés subfamilias (Discocephalinae, Edessinae ¢ Pentatominae) possuem o
lobo harlequin.

Segundo Schrader e Schrader (1946a,b) e Schrader (1945a,b) o
lobo harlequin ndo possui ocorréncia acidental ou esporddica dentro das espécies
possuidoras. Eles sdo encontrados em todos os testiculos e em todos os machos de
uma dada espécie e é sempre o mesmo lobo. Em Discocephalinae, por exemplo,
geralmente ¢ o lobo 5, contado a partir do ducto ejaculatdrio, o harlequin. Isto
pode ser confirmado a partir do levantamento bibliografico realizado na Tabela 2.

Hé relatos, na literatura, de que algumas espécies que nio

possuem o lobo harlequin, possuem polimegalia e que, geralmente, estdo
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relacionados aos lobos 4 ¢ 6 (SCHRADER, LEUCHTENBERGER, 1950, 1951;
SCHRADER, 1960a, b). A espécie Antiteuchus tripterus (Heteroptera,
Pentatomidae, Discocephalinae) analisada por Souza et al. (2007) também
apresenta seis lobos testiculares, sendo o 5 o harlequin. Esse é o maior que os
demais, enquanto que o lobo 4 ¢ o mais delgado e o lobo 6 ¢ interno ao 5, ambos
lobos (4 e 6), nesta espécie, apresentam formacao de células polimégalas.

A espécie Euschistus heros (Heteroptera, Pentatomidae,
Pentatominae) analisada no presente trabalho, possui seis lobos testiculares e
apesar de ndo possuir o lobo harlequin propriamente dito, as células da profase
meiotica dos lobos 4 e 6 sdo maiores do que as dos demais lobos. Portanto, esses
resultados sdo concordantes com os descritos na literatura com relagdo a esses
lobos nas espécies possuidoras do lobo harlequin. Euschistus heros, por nio
apresentar o lobo harlequin, propriamente dito, possui caracteristicas evolutivas
intermediarias e seu estudo ¢ importante para auxiliar na compreensdo da
evolucdo de espermatozdides ndo fecundantes em espécies de Heteroptera. Outra
conclusdo que se pode chegar, até o momento, é que os lobos 1 a 3 de todas as
espécies analisadas possuem espermatozdides normais e fecundantes, pois sdo
provenientes de processos de espermatogénese normal.

A outra espécie analisada no presente trabalho, Platycarenus
umbractulatus possui sete lobos testiculares e, também, n3o possui o lobo
harlequin, mas as células espermatogénicas dos lobos 4 ¢ 6 apresentam diferencas
na concentracdo de cromatina e material impregnado pela prata, indicando, mais
uma vez, que estes sdo lobos relacionados com a polimegalia.

A excecdo dentro da subfamilia Discocephalinae a néo
apresentar lobo harlequin € Platycarenus notalus (REBAGLIATI et al., 2005). No
presente estudo, a espécie P. umbractulatus, também ndo apresenta lobo
harlequin, contudo apresenta caracteristicas diferenciadas na formagdo das
espermatides no lobo 5 com diferentes concentragdes de heterocromatina e
marcagdes pelos ifons prata sugerindo pré-adaptacdo para formagdo de
espermatozdides diferenciados neste lobo. Essas diferencas, observadas em

Euschistus heros e P. umbractulatus e inéditas na literatura, podem evidenciar
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uma evolugdo independente para formagdo de espermatozdides nido fecundantes
ou serem um passo intermediario na formagdo do lobo harlequin, mas que
necessitam de outras avaliagdes, assim como, da andlise de outras espécies da

mesma subfamilia.
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Tabela 1. Média dos valores medidos do didmetro da células em
estagio difuso e seus respectivos nucleos e das espermatides
arredondadas de Euschistus heros, escolhidas aleatoriamente. As

barras laterais indicam igualdade entre os valores.

Valores (um)

Lobos Células Nucleo Espermatides
1 23,60 £ 0,20 16,68 £ 0,15 8,32+ 0,06
2 23,51 +0,22 17,45 +£0,15 8,72 + 0,06
3 23,06 £ 0,24 15,79 £ 0,20 8,53 +0,05
5 126,08 + 0,25 119,53 £ 0,17 8,64 + 0,09
4 37,78 £ 0,43 27,70 £ 0,28 14,15+0,10
6 42,72 +£0,43 30,28 £ 0,29 13,27 +0,11

p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
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Tabela 2. Espécies de Pentatomidae estudadas cujos autores informaram o numero dos lobos
testiculares e aquele(s) com a ocorréncia de meiose atipica e polimegalia.

Espécie N?de Lobo com Lobo com Referéncias
Lobos Meiose Polimegalia
Atipica
Familia Pentatomidae
Subfamilia Asopinae
Apateticus crocatus 7 Nao Nao Bowen (1922a)
Euthyrhynchus floridanus (Linnaeus) 6 Nio Nio Bowen (1922a)
Perillus bioculatus (Fabricius 1775) 7 Nao Nao Wilson (1906), Bowen (1922a)
(as Mineus bioculatus, 1775)
Podisus maculiventris (Say) 7 Nao Nao Bowen (1922a)
[as P. modestus (Dallas, 1851)] Wilson (1906, 1909)
[as P. spinosus (Dallas, 1851)] Montgomery (1901, 1906)
Wilson (1905a, 1906, 1909)
Stiretrus anchorago (Fabricius 1775) 7 Nao Nao Wilson (1909), Bowen (1922a)
Subfamilia Acanthosomatinae
Elasmostethus cruciatus (Say) 7 Nao Nao Bowen (1922a)
Subfamilia Discocephalinae
Tribo Discocephalini
Antiteuchus tripterus (Fabricius,1787) 6 5 4¢6 Schrader (1946b, 1960a), Lanzone
(as Mecistorhinus tripterus) et al. (2003), Souza et al. (2007)
Dinocoris rufitarsus (Ruckes, 1958) 8 Schrader (1960a,b)
Discocephalessa humilis (Herrich- 4 Nio Schrader (1946b)
Schaeffer, 1843) [as Platycarenus
notulatus (Stal, 1862)]
Platycarenus umbractulatus 7 Nao Present work
Tribo Ochlerini
Alitocoris schraderi (Sailer, 1950) 5 5 4 degenerado  Martin (1953), Schrader (1960a)
Subfamilia Edessinae
Brachystethus rubromaculatus 4 4 Schrader 1946b
(Dallas, 1851)
Edessa bifida (Say) 5 Nio 2¢4 Bowen (1922a)
E. meditabunda (Fabricius, 1794) 4 Nio In press, Rebagliati et al. (2003)
Subfamilia Pentatominae
Tribo Aeliini
Aelia americana 7 Nao Nao Bowen (1922a)
Tribo Carpocorini
Carpocoris sp. 6 Nao 37 Bowen (1922a)
Coenus delius (Say, 1832) 6 5 4e6 Montgomery (1901, 1906),
Wilson (1905a), Wilson (1906),
Bowen (1922a)
Cosmopepla bimaculata (Distant) 5 Néo ? Bowen (1922a)
Euschistus euschistoides, 6 5 4e6 Wilson (1905a, 1906), Bowen
(Vollenhoven, 1868) (as E. fissilis (1922a)
Uhler, 1871)
Euschistus heros (Fabricius, 1798) 6 Nao 4e6 Rebagliati (2005), Present work
E. ictericus (Linnaeus, 1763) 6 5 4e6 Wilson (1906), Bowen (1922a)
E. inflatus 6 5 4e6 Bowen (1922a)
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hilaris)

Continuagio
Classificaciio N. Meiose  Polimegalia Referéncias
Lobos  Atipica
E. servus (Say, 1832) 6 5 4e6 Wilson (1906) Foot, Strobell
(1914), Bowen (1922a)
Hughes-Schrader, Schrader (1961)
E. tristigmus (Say, 1832) 6 57 4e6 Montgomery (1901, 1906),
Wilson (1906), Bowen (1922a),
Hughes-Schrader, Schrader (1961)
E. variolarius (Palisot de Beauvois, 6 5 4e6 Montgomery (1897, 1898, 1901,
1805) (as Pentatoma) 1906)
Wilson (1906), Foot, Strobell
(1914), Bowen (1922a,b)
Holcostethus limbolarius (Stal, 1872) 6 Nao Nao Montgomery (1901, 1906),
(as Peribalus) Bowen (1922a)
Mormidea quinqueluteum 3 Néo Rebagliati et al. (2005), Souza, et
(Lichtenstien, 1796) al. (2008b)
Oebalus poecilus 4 Nao Souza, et al. (2008b)
O. (Fabricius, 1775) (as Solubea 4 Nao Nio Wilson (1909), Bowen (1922a),
pugnax) Hughes-Schrader, Schrader (1961)
O. ypsilongriseus (De Geer, 1773) 4 Nao Rebagliati et al. (2005), Souza, et
al. (2008b)
Trichopepla semivittata (Say) 7 Nao Nio Montgomery (1901, 1906),
Bowen, (1922a)
Tribo Chlorocorini
Arvelius albopunctatus (De Geer, 6 4 3e5 Bowen (1922a), Hughes-Schrader,
1773) Schrader (1956), Rebagliati, et al.
(2005)
Chlorocoris complanatus 7 5 4e6 In press
Loxa flavicollis (Drury, 1773) [as L. 7 5 4¢e6 Bowen (1922b), Schrader
florida (Van Duzze)] (1945a,b)
L. viridis (Palisot de Beauvois, 1805) 7 5 4¢6 Schrader (1945a,b) 1960a)
[as L. picticornis (Horvath, 1925)]
Tribo Nezarini
Chlorochroa uhleri (Stal) 6 Nio 3e5 Bowen (1922a)
Nezara viridula (Linnaeus, 1758) 6 4 3e5 Bowen (1922a), Wilson (1911),
Xavier, Da (1945)
Manna (1951), Yosida (1956)
Hughes-Schrader, Schrader (1957)
Nuamabh (1982), Camacho et al.
(1985)
Papeschi et al. (2003)
Rhytidolomia saucia (as Chlorochroa 6 Nio 3e5 Bowen (1922a), Schrader (1940)
saucia) (Say, 1832)
R. senilis (as Chlorochroa senilis) 6 3e5 Nio Bowen (1922a), Wilson (1913)
(Say, 1832) Schrader (1940)
Tribo Halyini
Brochymena quadripustulata 7 Nao 4e5 Bowen (1922a)
(Fabricius)
Tribo Pentatomini
Acledra hilare (Say, 1832) (as Nezara 6 Nao Nao Bowen (1922a), Hughes-Schrader,

Schrader (1957)
Montgomery (1901, 1906)
Wilson (1905a, 1906)
Wilson (1906, 1911)
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Continuagdo
Classificaciio N.de Meiose Polimegalia Referéncias
Lobos  Atipica

Adevoplitus longicomis (Ruckes, 6 3e5 Schrader; Leuchtenberger 1951,

1958) (as Pseudevoplitus longicomis) Schrader (1960a)

Banasa calva (Say, 1832) 3 Nao Nao Bowen (1922a), Wilson (1905b,
1907), Schrader, Hughes-Schrader
(1958)

B. dimidiata (Say, 1832) 3 Nio Nio Bowen (1922a), Wilson (1907)
Schrader, Hughes-Schrader (1958)

Thyanta calceata (Say, 1832) [as T. 4 37 Nao Bowen (1922a), Wilson (1911)

custator (Fabricius, 1803)] Schrader, Hughes-Schrader (1956)

T. casta 6 Nao 3e6 Bowen (1922a)

T. custator 4 37 Nao Bowen (1922a)

T. perditor (Fabricius, 1794) 3 Nao Schrader, Hughes-Schrader
(1956), Present work

Tribo Strachiini
Murgantia histriénica 5 Nao 3e¢4 Bowen (1922a)
M. histriénica (var. nigricans) 5 Nao 3e4 Bowen (1922a)
Tribo Piezodorini
Piezodorus guildinii (Westwood) 57? Nao Nio Bowen (1922a), Rebagliati et al.

(2001)
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Figura 1. (a) Testiculo de Euschistus heros envolto por membrana avermelhada
sendo a regifdo proximal (RP) do ducto ejaculatorio (DE) mais avermelhada do que a
distal (RD); observar em (b) a presenga dos 6 lobos alongados, sendo o 5 o mais
delgado (seta). Barra= 1 mm; c) testiculo de Platycarenus umbractulatus, envolto por
membrana avermelhada e constituido por 7 lobos testiculares alongados (b).
Aumento 32x



Figura 2. Testiculo de Thyanta perditor envolto por
membrana amarelada na regido proximal (RP),
tornando-se transparente na regido distal (RD) do
ducto ejaculatério (DE), observar a presenca de 3
lobos testiculares. Aumento 32x
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Figura 3. Células dos lobos testiculares 1, 2, 3 e 5 de Buschistus heros coradas com
orceina lacto-acética. a-d) Prétases I mostrando uma regifie heteropicndtica proeminentes
(seta) e a presenca de gquiasmas (cabeca de seta), e) metafase I, em wisdo polar,
apresentando 14 cromossomos (124 + XT); f.g) anafase e teléfase, com migragio
regular dos cromossomos, h) espermatide arredondada com material heteropicndtico
arredondado no centro e, em forma de meia lua, prézimo ao enwoltdrio nuclear; i-k)
espermatides em alongamente com material heteropicnético prézimo ao envoltério
nuclear (1,1} ou distribuide umformemente na regifio anterior cu posterior da cabeca das
espermatides (k). Barra= 10 pm
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Figura 4. Células dos lobos testiculares 4 e 6 de Euschistus heros coradas com
orceina lacto-acética. a,b) Profases I com material heteropicnético arredondado
evidente; c) metafase I constituida de 2n= 14 cromossomos (12A + XY) (seta mostra
o cromossomo X e cabeca de seta o Y); d) telofase com separagdo regular dos
cromossomos; ¢) espermatide arredondada com material heteropicndtico localizado
proximo ao envoltério nuclear em forma de meia lua; f) espermatide em inicio de
alongamento, notar uma vesicula do tamanho do niicleo (seta); g-i) espermatides em
alongamento (i, seta mostra cromatina ténue). Notar que a cromatina passa a ndo ser
mais visualizada (h). Barra= 10 pm
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Figura S. Células dos lobos testiculares de Platycarenus umbractulatus coradas com orceina
lacto-acética. a) Profase I com material heteropicnético deslocado para periferia do nucleo; b)
metafase I composta de 14 cromossomos (2n= 12A + XY) com 0s cromossomos sexuais no
centro do anel formado pelos autossomos (X e Y; seta e cabeca de seta respectivamente); c-¢)
anafase/telofase, com segregagdo regular dos cromossomos; f) espermatide arredondada
apresentando uma vesicula grande ao lado do nucleo (seta); g,h) espermatide com material
heteropicnético proximo ao envoltério nuclear em forma de C; i-k) espermatide em
alongamento com material heteropicnético em um dos lados do nicleo (seta); 1) espermatide
no final do processo de alongamento com material heteropicnético ao longo da cabega. Barra
=10 um



Figura 6. Diferencas observadas nas células testiculares dos lobos 4 ¢ 6 (a,
b, i, j, k) e 5 (c-h) de Platycarenus umbractulatus. a,b) Metafases I com
cromossomos agrupados, sendo geralmente de 2 a 2 (seta); c-h)
espermatides com diferentes concentragdes de material heteropicnético; 1)
espermatide com material heteropicnético localizado no centro; j,k)
observar presenca de vesicula s nas espermatides em alongamento (seta).
Barra= 10 pm
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Figura 7. Células testiculares de Thyanta perditor coradas com orceina-lacto acética.
a,b) Nucleo polipléide, revelando um corpusculo heteropicnético (setas); ¢) profase
inicial com corpusculo heteropicnoético deslocado para periferia nuclear; d) paquiteno,
notar a presen¢a de dois corpusculos heteropicndticos (setas); e-g) diplotenos: observar
em (f) a formacdo de quiasma e em (g) associagdo telomérica (seta); h) diacinese; 1)
metafase I, em visdo lateral; j) metidfase I, em visdo polar; notar os cromossomos
sexuais no centro (seta e cabeca de seta, indicando respectivamente o X e o Y); k-n)
anafases I (seta mostrando cromossomos com migragdo tardia; o-x) processo de
espermiogénese; 0) espermatocito; p,q) espermatide arredondada com corpusculo
heteropicnético ao centro (p); r-u) espermatide média, verificar corpusculo
heteropicndtico no centro em (r) e na periferia do nicleo em forma de C (s-t); v,x)
espermatide em final de desenvolvimento. Barra= 10 um
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Figura 8. Células dos lobos testiculares 1, 2, 3 e 5 de Euschistus heros impregnadas pelos ions
prata. a-c) Células dos lobos 1-3 evidenciando em (a) profase I com dois corpusculos e em (b,c)
o inicio da desorganizagdo desses corpusculos; d) metafase I, dos lobos 1-3, com o material
impregnado disperso pelo citoplasma e ao redor dos cromossomos; e-n) células do lobo 5,
demonstrando em (e) profase I com dois corpusculos, em (f,g) inicio da desorganizagio desses
corpusculos; (h,i) metafases I com pequenas impregnacdes nos cromossomos; (j) teléfase com
inicio da reorganizagdo do material impregnado pela prata; (k,n) espermiogénese: em (k)
espermatide com varios corpusculos impregnados, (I,m) espermatides arredondadas e em (n)
inicio do alongamento apresentando deslocamento da marcagdo para regido posterior (seta) e
mediana da cabeca; o0,p) espermatides médias dos lobos 1-3 com 3 marcagdes, uma arredondada
e escura na regido anterior da cabeca e outra mais clara na posterior, abaixo desta uma marcacio
em forma de bastdo; g-s) espermatides em alongamento do lobo 5, (q) com marcagdo mediana e
posterior da cabeca e em (r,s) apenas marcagio na regido posterior; (t,u) espermatides no final do
alongamento mostrando em (t) dos lobos 1-3 com marcagio continua na regifo posterior e em
(u) do lobo 5 com marcagéo continua e, ao lado desta, inimeras marcagdes descontinuas. Barra=
10 pm
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Figura 9. Células do lobo testicular 4 e 6 de Euschistus heros impregnadas pelos ions prata. a,b)
Células em profase I com dois corpusculos impregnados pela prata de diferentes tamanhos e varios
bem menores; ¢) metafase I em visdo lateral com impregnagdo nos cromossomos e no citoplasma;
d,e) anafase/telofase com diversas marcagdes pelo citoplasma que se juntam formando corpusculos
maiores durante reorganiza¢do no final da teléfase; f,g) espermatides arredondadas evidenciando
varias marcagdes pelo nicleo; h) inicio do alongamento da espermatide no lobo 4 com marcacdo na
regido posterior da cabega em forma de bastdo ¢ uma mais alongada pela regido mediana, ao lado
desta, marcagdes descontinuas; i) na espermatide do lobo 6 apenas marcag@o continua na regido da
cabeca; j,I) espermatides no final do desenvolvimento em (j,k) do lobo 4 com marcagdes mais
intensas na regido posterior ¢ com marcag¢do descontinua ao lado desta em (j) e marcagdes
irregulares em (k); (I) espermatide do lobo 6 com marcagdo continua na regido posterior e
marcagdes arredondadas dispersas pelo citoplasma. Barra= 10 pm
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Figura 10. Células dos lobos testiculares de Platycarenus umbractulatus impregnadas
pelos ions prata. a-c) Profases com 2 ou 4 corpusculos mais impregnados ou menos pelos
ions prata.; d) diploteno/diacinese com impregnacdo ao redor dos cromossomos € no
citoplasma; e) metafase I com impregnagao ao redor dos cromossomos, no citoplasma; f)
anafase I com pequenas marcagdes nas massas cromatinicas; g,h) telofase apresentando
marca¢do em uma célula em formago ou nas duas (setas); i-k) espermatides arredondadas
apresentando de uma a 4 marcagdes (seta); [,m) espermatides arredondadas com marcagio
na regido posterior da cabega; n,0) espermatides em alongamento com marcagio na regido
posterior do nucleo (setas). Barra= 10 um



Figura 11. Diferencas observadas nos lobos 4 (m, n e 0), 5 (a-k) e 6 (I-0)
testiculares de Platycarenus umbractulatus impregnadas pelos ions prata. a-c)
Espermétides arredondadas com uma marcagdo evidente e arredondada (c), em
torno de 5 marcagdes distribuidas por toda espermatide (a) ou localizada em uma
unica regido (b); d) espermatide em inicio de alongamento, sem marcagdo; e-g)
espermatides em alongamento com varias marcagdes distribuidas ao longo da
cabeca (e-g) ou apenas de um lado da cabeca (i) ou de ambos os lados (j,h) ou
distribuido uniformemente por toda a cabeca (k); 1) espermatide em alongamento
com varias regides pequenas impregnadas e um filamento na regido central; m-o)
espermatides alongadas com impregnagdo ao longo da cabeca (m), com varias
impregnacgdes pequenas (n) ou grandes (o) distribuidas na cabega. Barra= 10 um
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Figura 12. Células testiculares de Thyanta perditor impregnadas por ions prata. a,b)
Nucleo polipléide com marcagdo amorfica, c-g) profase I, com desorganizagdo do
corpusculo até o final da diacinese. Note marcag8o telomérica em um dos autossmos (g-
seta), (h,i) metafase I, em (i) cromossomo sexual Y corado fracamente, j-m) anafases e
telofases, n) espermatdcito, observar reorganizagdo do material impregnado pela prata
no centro (seta), o,p) espermatide arredondada com inumeras marcagdes, (,S)
espermatide média, note marcagdo na regiio posterior e anterior da cabega, tu)
espermatide final, seta indica marcag¢do na regido posterior da cabeca. Barra= 10 pm
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Avaliacdo da espermatogénese apds o uso de Periodic Acid Schiff (PAS) em

Pentatomidae (Heteroptera)

Hederson Vinicius de Souza, Hermione Elly Melara de Campos Bicudo, Mary

Massumi Itoyama.

UNESP - Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias, Letras ¢
Ciéncias Exatas, Departamento de Biologia, Laboratério de Citogenética de
Insetos, Rua Cristovao Colombo, 2265, Jardim Nazareth, CEP: 15054-000, Sao
José do Rio Preto, SP.

Resumo: Heteroptera da familia Pentatomidae sdo fitofagos, causadores de
grandes prejuizos a agricultura, podendo afetar diretamente os humanos, além
disto, apresentam os testiculos formados de lobos, sendo um deles as vezes
denominados de harlequin por produzirem diferentes tipos de espermatozoides. E
atribuido ao acrossomo a capacidade de reconhecimento e penetragdio do
espermatozdide no ovo e cujo tamanho e forma varia amplamente entre as
espécies. Com o objetivo de ampliar as informagdes com relagdo a formagdo do
acrossomo, foram analisados testiculos das espécies Antiteuchus tripterus,
Euschistus  heros, Mormidea quinqueluteum, QOebalus sp., Platycarenus
umbractulatus e Thyanta perditor. Foi verificado que, de modo geral, o
comportamento das marcacdes para todas as espécies analisadas assemelha-se. No
inicio ha uma marcagdo central que migra para uma das extremidades da
espermatide e que, posteriormente, alonga-se, ndo sendo mais distinguivel no
espermatozdide. Algumas espécies, como A. tripterus, E. heros e P.
umbractulatus apresentaram, em determinados lobos, diferencas significativas no
comportamento das marcagdes sugerindo formagdo de espermatozoides com

fun¢des ndo fecundantes.
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INTRODUCAO

Os Heteroptera constituem um dos mais importantes grupos de
insetos do ponto de vista econdmico, pois a maioria, durante os estadios de ninfa e
adulto, alimenta-se de plantagdes ou graos armazenados para o consumo humano.
Os Heteroptera incluem aproximadamente 37.000 espécies distribuidas em oito
infraordens, cinco das quais abrigam essas espécies nocivas (REBAGLIATI et al.,
2005). Entre estas se encontra a familia Pentatomidae, que inclui 4112 espécies,
muitas das quais sdo pragas de plantacdes (SCHAEFER; PANIZZI, 2000). Esses
insetos s@o comumente denominados de maria-fedidas devido ao seu desagradavel
odor, produzido por meio de uma glandula que se abre na regido da metapleura.
Essa familia ¢é constituida de oito subfamilias (Asopinae, Cyrtocorinae,
Discocephalinae, Edessinae, Pentatominae, Phyllocephalinae, Podopinae e
Serbaninae) e uma de suas caracteristicas ¢ a presenca de testiculo multilobulado,
sendo que um dos lobos, em algumas espécies, ¢ do tipo harlequin
(REBAGLIATI et al., 2005).

O lobo harlequin segundo revisdo de Rebagliati et al. (2005),
diferencia-se dos demais lobos por apresentar pareamento meidtico irregular,
associacdo ndo-especifica dos autossomos, uma disposicio andmala dos
cromossomos na placa metafasica, segregacdo cromossoOmica e fusdo celular,
trazendo como consequéncia a producdo de espermatozdides com numero
cromossdmico altamente variavel. A literatura registra 23 espécies pertencentes a
15 géneros, trés subfamilias (Discocephalinae, Edessinae e Pentatominae) como
portadoras deste lobo (REBAGLIATI et al., 2005; SOUZA et al., 2007).

Uma estrutura essencial para o reconhecimento e penetracdo do
espermatozdide dentro do ovo, levando a fertilizagdo ¢ o acrossomo, tal estrutura
¢ formada pelo Complexo de Golgi (PHILLIPS, 1970; BACCETTI, 1972). O
desenvolvimento do acrossomo comeg¢a com um corpo esférico, o granulo pré-
acrossomal. Esta estrutura resulta da fus@o de vesiculas produzidas pelo

Complexo de Golgi, e ¢ gradualmente modificada até atingir sua forma final. O
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tamanho, forma e estrutura interna do acrossomo maduro variam entre as
diferentes espécies de animais (ANDERSON; PERSONNE, 1975).

Investigacdes mais exatas e detalhadas, em insetos, foram feitas
por Bowen (1922) que analisou os corpos formadores do complexo de Golgi e os
dictiossomos dos espermatocitos até o espermatozoide e mostrou que eles estdo
intimamente envolvidos no processo de formag¢@o do acrossomo (BOWEN, 1924).

Através da técnica de ‘“Periodic Acid Schiff’, Schrader e
Leuchtenberger (1951) analisaram a estrutura do acrossomo em Arvelius
albopunctatus, espécie de Pentatomidae que contém lobo harlequin e
evidenciaram que o reativo de Schiff liga-se no agrupamento 1,2 glicol dos
polissacarideos. Assim, o acrossomo, além de estruturas como complexo de Golgi
e dictiossomos, as quais formam o acrobasto, ficam marcados por este corante.
Este estudo permitiu verificar que esta espécie apresenta seis lobos, sendo o
terceiro € o quinto os que contém células grandes, o quarto contém células
menores e o primeiro, segundo e sexto lobos contém células normais. Ainda,
verificaram que os espermatozoides possuem diferentes tamanhos acrossémicos
quando comparados os seus lobos. Esses pesquisadores ressaltaram também, que
os espermatozoides com acrossomos muito grandes podem ter o processo de
fecundacio prejudicado (SCHRADER; LEUCHTENBERGER, 1951).

Com o objetivo de ampliar as informag¢des com relagdo a
formacdo do acrossomo, os testiculos de Antiteuchus tripterus, Euschistus heros,
Mormidea quinqueluteum, Oebalus sp., Platycarenus umbractulatus e Thyanta

perditor foram submetidos ao Reativo de Schiff, apds o uso do 4cido periddico.

MATERIAIS E METODOS

Quinze machos adultos de Antiteuchus tripterus, Euschistus
heros, Mormidea quinqueluteum, Oebalus sp., Platycarenus umbractulatus e
Thyanta perditor coletados em Sdo José do Rio Preto (20°47°32” S, 49°21°37”
W), SP, Brasil, tiveram seus testiculos extraidos, os lobos separados, fixados em

Carnoy (etanol: acido acético 3:1). As laminas contendo o material foram
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mergulhadas em acido periddico por 15 minutos e, posteriormente, coradas com
Reativo de Schiff (GARCIA, 1990) para identificagdo dos polissacarideos
presentes nas células. As imagens que compdem as ilustragdes deste trabalho
foram capturadas no microscopio de luz AXIOSKOP 2 ZEISS (programa AXIO
VISION) do laboratério de Morfologia, do Departamento de Biologia, do
IBILCE/UNESP, Sio José do Rio Preto - SP.

RESULTADOS

Em todas as espécies analisadas (Antiteuchus tripterus,
Euschistus  heros, Mormidea quinqueluteum, QOebalus sp., Platycarenus
umbractulatus e Thyanta perditor), de modo geral, tiveram o inicio da formagéo
das marcacdes no inicio da espermiogénese (espermatdcitos ou espermatides
arredondadas). Pode ser observada a presenca de varias marcacgdes dispersas pela
célula (Figuras la,b; 2a; 3a,b; 4a-c; 5a,b), as quais se juntam formando uma
marcag¢do unica localizada no centro (Figuras 2c-¢; 3c¢,d; 5c,d; 6a-f) que se desloca
para uma das extremidades da célula (Figuras 2f-k; 3e-i; 4d-i; 5e-h), que, em
alguns casos, adquire a forma de C (Figuras 3g-i; 4f; 5g,h).

Na espermatide média ocorre o alongamento da marcagdo
(Figuras 1c-j; 21-q; 3j-p; 4j-n; 5i-k), contudo, em alguns casos, observa-se que a
célula permanece, aproximadamente, com mesmo comprimento (Figuras 1f-j; 2n-
q; 3j-p 4l,m; 5j.k). No final do desenvolvimento da espermatide a marcagdo ja
atinge todo o comprimento da espermatide (Figuras 1k-m; 2r,s; 3q,r; 4r-o0; 51,m;
ok,1).

As marcagdes obtidas na espécie Antiteuchus tripterus foram
bastante ténues com relagdo as das demais espécies, contudo pode-se observar
algumas diferengas nos lobos 4, 5 e 6. No lobo 4 as espermatides arredondadas
possuem marcacdo intensa por toda célula (Figura lo,p), as espermatides
arredondadas do lobo 6 apresentam uma grande marcacdo no centro (Figura 1q,r).

No lobo 5 as marcagdes sdo proporcionais ao tamanho da espermatide (Figura 1s-

Z).
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A espécie Euschistus heros apresentou, nos lobos 4, 5 ¢ 6 uma
marca¢do maior ¢ bem evidente, mas de comportamento semelhante aos dos
demais lobos (Figura 2t-z). Foi verificado marcacdo na regido posterior da
espermatide em fase final de desenvolvimento dos lobos 4 e 6 (Figura 2z) e no
lobo 5, as espermatides no final do desenvolvimento apresentaram marcacio
ampla ao longo da cabeca (Figura 2al,bl).

Na espécie Platycarenus umbractulatus os lobos 1-3 e 7
apresentaram comportamento semelhante ao descrito anteriormente para
Euschistus heros, contudo foi observado nos lobos 4 e 6, no inicio do
alongamento das espermdtides uma marcagdo acentuada em uma das
extremidades ¢ uma marcacdo menos pronunciada ao longo da espermatide
(Figura 5p). Durante seu desenvolvimento, a marcagdo longitudinal tornou-se
menos evidente, permanecendo apenas a marcagdo situada na extremidade da
célula (Figura 5q,r). No lobo 5 as marcagdes na espermatide arredondada
apresentaram diversas intensidades de coloragdo até mesmo sem marcagdes
aparentes (Figura 5s-w). No inicio do desenvolvimento verifica-se espermatides
com marcagdo apenas em uma das extremidades (Figura 5z,d1), em um dos lados
da célula (Figura Sy), sem marca¢do aparente (Figura Sal-cl) ou com marcagao
por toda célula (Figura Sel).

As espermatides de Thyanta perditor apresentaram marcagio
localizada no centro (Figura 6a-f) e esta permaneceu nesta regido até a
espermatide no final do desenvolvimento (Figura 6g-i), onde ¢ possivel verificar

um ligeiro alongamento da marcagao (Figura 6j).

DISCUSSAO

O material acrossomal ¢ depositado pelo acrobasto (Complexo
de Golgi) proximo ao envoltorio nuclear, geralmente antes do alongamento do
nucleo. Se este material ndo € originalmente localizado na regido anterior do
nucleo, ele geralmente migra em dire¢do a esta regido, e eventualmente avanga

para a por¢do terminal do espermatozdide maduro (BOWEN, 1924). Bowen
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(1924) propds que a posicdo relativa do acrossomo pode ser localizada em
qualquer lugar na periferia do ntcleo, que, contudo apresenta uma tendéncia quase
universal para algumas por¢des desta estrutura alcancar a por¢do anterior dos
espermatozdides.

No presente trabalho foi verificado um comportamento na
formacdo acrossomal semelhante para todas as espécies analisadas, isto ¢, varias
marcagdes que se unem e desloca-se para uma das extremidades da célula. Pode-
se verificar que ha um alongamento da marcagdo durante a espermatide média, a
qual ndo ¢ acompanhada pelo alongamento da espermatide, como ocorre em
Euschistus heros. Tal estrutura pode indicar etapas do desenvolvimento do
acrossomo durante esta fase de desenvolvimento da espermatide e ainda, pode
indicar que o alongamento da espermatide independe do alongamento do
acrossomo nesta espécie. No final deste alongamento ndo € mais possivel sua
identificacdo, ja que ndo ha distingdo entre o nucleo e a marcacio formada.

Schrader e Leuchtenberger (1951) demonstraram que na sintese
de material acrossomal pode exibir certo grau de independéncia da sintese de
outras estruturas celulares. As mudancas fisioldgicas no terceiro e quinto lobos
testiculares de Arvelius albopunctatus provocam um grande aumento de
nucleoplasma, citoplasma e nucléolo, induzindo, até mesmo, um crescimento do
material acrossomal. O resultado ¢ um acrossomo enorme que possivelmente afeta
a eficiéncia do espermatozdide na sua fertilizagdo. Assim, os pesquisadores
sugeriram que alteragdes muito discretas no ambiente fisioldgico podem afetar a
forma¢do do acrossomo e, consequentemente, podem provocar algum grau de
esterilidade.

Souza et al. (UNPUBLISH) verificaram na espécie Euschistus
heros, a formacao de espermatides de tamanhos diferenciados nos lobos 4 € 6 € no
lobo 5 a formacdo de espermatides com padrdes morfologicos atipicos, que
provavelmente estariam relacionadas com outras fun¢des ndo fecundantes. Neste
trabalho verificou-se que, em E. heros ha uma deposi¢do maior de marcagdo nos
lobos 4, 5 e 6 quando se compara com os demais lobos € que no final do

desenvolvimento da espermatide, no lobo 4 e 6 ha uma forte marcag¢do na regido
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posterior do nucleo. Como o acrossomo ¢ considerado uma estrutura relacionada a
fertilizagdo, um aumento exagerado nesta estrutura pode indicar a substituicdo de
funcdo do acrossomo para os espermatozoides de certos lobos do mesmo
individuo, corroborando com a hipotese proposta no trabalho de Souza et al
(UNPUBLISH).

Na espécie Platycarenus umbractulatus foi verificado padroes
diferenciados para alguns lobos, principalmente para o 5. Esta mudanga pode ser
devido a diferentes fisiologias dos lobos testiculares. Os lobos 1-3 e 7
apresentaram comportamentos semelhantes entre si, assim como o lobo 4 e 0 6. O
lobo 5 apresenta espermadtides, em um mesmo estdgio de desenvolvimento, com
diferentes marcacgdes sugerindo que, além de mudangas fisioldgicas no testiculo
influenciarem na formagdo do acrossomo, mudangas na fisiologia celular também
pode alterar a estrutura do acrossomo dentro de um mesmo lobo.

Essas mudancas na estrutura do acrossomo podem afetar de
alguma forma, a fertilidade do individuo. Souza et al. (2007, 2008) analisando a
espécie Antiteuchus tripterus sugeriram que as mudangas observadas entre os
lobos testiculares poderiam afetar a fertilidade do individuo, contudo podem-se
sugerir outras fung¢des ndo fecundantes como fornecer nutrientes adicionais,
especialmente nucleoproteinas para o desenvolvimento dos ovos (SCHRADER,
1945, 1960a, b), para as fémeas ou para os espermatozoides fertilizantes
(McLAIN, 1998; SWALLOW; WILKINSON, 2002), mantendo assim o valor

adaptativo dos machos das espécies com espermatozdides nao fecundantes.
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Figura 1. Células dos lobos testiculares de Antiteuchus tripterus coradas com P.A.S. a-n)
Células dos lobos 1-3; a,b) espermatide arredondada evidenciando marcagdes dispersas
pela célula; (c-h) espermatide em alongamento com as marcagdes localizadas na periferia
da célula (c-g) ou no centro (h); i-n) espermatides no final do desenvolvimento sem
marca¢do. o,p) Espermatides arredondadas do lobo 4 com marcag¢do intensa por toda
célula; q,r) espermatide arredondada do lobo 6 com marca¢do ao centro; s-z) células do
lobo 5; s,t) espermatide arredondada: observar tamanhos diferentes das células e
marcagdes, u-x) espermatides grande (u), média (v) e pequena (x); z) espermatide no final
do desenvolvimento. Barra: 10 pm
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Figura 2. Células dos lobos testiculares de Euschistus heros coradas com P.A.S. a-s)
Células dos lobos 1-3; a-e) espermatide arredondada evidenciando em (a) varias
marcagdes dispersas pela célula ou com as marca¢des no centro da célula(c,e); h-q)
espermatides médias com marcagdes deslocadas para uma das extremidades da célula
(h-k) e posteriormente alongam-se em dire¢do ao centro (I-q); 1,8) espermatides no final
do desenvolvimento evidenciando marcagdo em toda célula; tyu) espermatides
arredondadas do lobo 5 evidenciando forte marcagdo; v-y) células dos lobos 4 ¢ 6
mostrando em v-z espermatides arredondadas com grande marcagdo que se desloca
para periferia; w,y) espermatides no final do desenvolvimento com marcagdo na porgéo
inferior da cabega; al,bl) espermatide no final do desenvolvimento do lobo 5 com uma
ampla marcagdo ao longo dacélula. Barra: 10 um



Figura 3. Células dos lobos testiculares de Mormidae quinqueluteum
coradas com P.A.S. a-i) espermatides arredondadas evidenciando em a,b
varias marcacdes dispersas pela célula, em c,d as marcagdes estdo
localizadas no centro da célula e deslocam-se para a periferia (e,f),
adquirindo a forma de C (g-i); j-p) espermatides médias com marcagao
em uma das extremidades (j,k), que se alonga em dire¢do ao centro
celular (m) ou pela periferia da célula (n-p); q,r) espermatides no final
do alongamento evidenciando uma marcag@o continua por toda cabeca.
Barra= 10 um

98



Figura 4. Células dos lobos testiculares de Oebalus sp. coradas
com PA.S. a-f) espermatides arredondadas com varias marcagdes
dispersas pela célula (a,c), que se deslocam para a periferia (d,f); (g-
k) espermatides no inicio do desenvolvimento com marcagdo em
uma das extremidades da célula; (I-n) espermatides médias com
marcagdo alongando-se em dire¢do a outra extremidade da célula; o-
r) espermatides no final do desenvolvimento adquirindo a forma de
C (g-i); j-p) espermatides médias com marcagdo evidenciando uma
marcagdo continua por toda cabega. Barra= 10 um

99



100

Figura 5. Células dos lobos testiculares de Platycarenus umbractulatus coradas com
P.A.S. a-m) Células dos lobos 1-3 e 7; a-g) espermatides arredondadas evidenciando em
(a,b) varias marcagdes dispersas pela célula, em (c,d) as marcagdes localizadas no centro
da célula que se deslocam para a periferia da célula em forma de C (e-g); h-k)
espermatides médias com marcagdo em um dos lados; -m) espermatides no final do
desenvolvimento com marcag¢@o por toda cabeca. n-r) Células do lobo 4 e 6; n,0)
espermatides em alongamento com marcagdo em forma de C, p,q) espermatides médias
com marcacao fragmentada ao longo da célula, mais evidente em uma das extremidades, r)
espermatide no final do desenvolvimento com uma marcagdo em uma das extremidades. s-
el) Células do lobo testicular 5; s-x) espermatides arredondadas com diferentes marcagdes,
z-el) espermatides em desenvolvimento com diferentes marcagdes. Barra= 10 um
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Figura 6. Células dos lobos testiculares de Thyanta perditor
coradas com P.A.S. a-f) espermatides arredondadas
evidenciando marcag¢des localizadas no centro da célula; g-i)
as marcag¢des permanecem no centro da célula até o final do
alongamento da espermatide; j) espermatide alongada
demonstrando um ligeiro alongamento da marcag@o central;
k,]) espermatides no final do desenvolvimento com marcagio
continua por toda cabega. Barra: 10 um
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IV. DISCUSSAO GERAL

Os testiculos de todas as espécies de Pentatomidae consistem de
um numero de subdivisdes, compartimentos ou lobos. O numero mais comum de
lobos ¢ sete, embora haja variagdes entre tribos e espécies (NICKLAS, 1961;
REBAGLIATI et al, 2005). Nas espécies analisadas do presente trabalho
verificou-se a presengca de trés lobos testiculares nas espécies Mormidea
quinqueluteum (Pentatominae, Carpocorini) e Thyanta perditor (Pentatominae,
Pentatomini), quatro nas espécies do género Oebalus (Pentatominae,
Carpocorini), seis em Euschistus heros (Pentatominae, Carpocorini) e Antiteuchus
tripterus (Discocephalinae, Discocephalini) e sete em Platycarenus umbractulatus
(Discocephalinae, Discocephalini) demonstrando, desse modo, que ha uma ampla
variacdo nos numeros de lobos testiculares na familia.

Em Pentatomidae hd um lobo denominado de harlequin que
possui uma meiose diferente do padrio normal. Interessantemente, este lobo
corresponde ao maior lobo que produz o espermatozdide de morfologia menor na
maioria das espécies e torna-se entdo desproporcionalmente maior, relativo aos
outros lobos, que em alguns casos, produzem os testiculos torcidos ou enrolados
(SCHRADER, 1960b). Este lobo ndo tem ocorréncia acidental ou esporadica nos
testiculos das espécies possuidoras e ¢ sempre o lobo 5 (Discocephalinae). No
género Loxa, € na espécie Brachystethus rubromaculatus, é o 4, contado a partir
do ducto ejaculatorio (SCHRADER, 1945a, b; SCHRADER, 1946a, b).

A constatagdo de um lobo interno ao lobo harlequin na espécie
A. tripterus pode ser indicio de que forcas evolutivas estejam atuando para
manutengdo deste lobo ja que pode estar relacionado a nutrigdo dos seus
espermatozdides (SOUZA, 2007b, 2008). Dos quinze gé€neros estudados com a
presenca do lobo harlequin em Pentatomidae, 11 pertencem a subfamilia
Discocephalinae, somente o género Platycarenus ndo o possui, contudo ndo ha
evidéncia direta entre a presenga do lobo harlequin e um grupo taxondmico
(REBAGLIATT et al., 2005). Embora Platycarenus umbractulatus, espécie do

presente trabalho, seja uma exceg¢do, foi verificado que as espermatides do lobo 5
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apresentam um padrdo diferenciado de heterocromatina e do comportamento
nucleolar, evidenciando um processo, talvez, intermedidrio na formagdo do lobo
harlequin.

Schrader e Leuchtenberger (1950) verificaram em Arvelius
albopunctatus (Heteroptera, Pentatomidae, Pentatomini) a presenca de seis lobos
testiculares, sendo o terceiro e o quinto os que contém células grandes, o quarto,
maior dos lobos, contém células menores e o primeiro, segundo e sexto lobos
conttm células de tamanho médio. Este estudo permitiu verificar que os
espermatozdides dessa espécie possuem diferentes tamanhos quando comparados
aos seus lobos, sendo os maiores denominados de polimégalos. E importante
ressaltar que estes espermatozdides de diferentes classes resultem de meiose
normal. Assim, o conteudo de proteina ¢ RNA das diferentes classes de
espermatozdides estd positivamente relacionado ao tamanho enquanto o niimero
cromossdmico haploide permanece constante. Tamanho dos espermatocitos nao ¢é
correlacionado com o tamanho do lobo. De fato o lobo que produz o
espermatozdide de tamanho menor € frequentemente o maior e o lobo que produz
o espermatozoide maior é o menor (SCHRADER, LEUCHTENBERGER, 1950,
1951; SCHRADER, 1960a, b).

A espécie Euschistus heros, analisada no presente trabalho,
apresenta meiose normal em todos os lobos e embora pertenca a mesma tribo e
contenha seis lobos testiculares, difere da espécie 4. albopunctatus, pois apresenta
o lobo 5 mais delgado, enquanto que os demais lobos apresentam comprimentos ¢
larguras semelhantes, bem como tamanhos celulares e nucleares das células em
profase de “estagio difuso” dos lobos 4, 5 e 6 sejam maiores que nos lobos 1-3.
Diferencas entre as marcagdes por impregnagdo por ions prata dos lobos
demonstram que, provavelmente, ha diferentes taxas biosintéticas entre os lobos.

Até o momento, para todas as espécies analisadas hd, no
minimo, trés lobos formadores de espermatozodides fecundantes (lobos 1-3),
exceto na espécie 4. albopunctatus que possui seis lobos testiculares, mas os
lobos 3, 4 e 5 apresentam células diferenciadas, as quais podem ter papéis ndo

fecundantes (SCHRADER; LEUCHTENBERGER, 1951). As espécies Mormidea
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quinqueluteum, QOebalus poecilus, O. ypsilongriseus e Thyanta perditor
apresentam de trés a quatro lobos testiculares e ndo apresentam o lobo harlequin.
Pode-se supor que a perda dos demais lobos testiculares no ancestral desta espécie
foi mais adaptativa que a evolug¢do do lobo harlequin e que atualmente, mesmo
havendo pressdes evolutivas para formagdo do lobo harlequin, este pode diminuir
o valor adaptativo da espécie, devido ao numero reduzido de lobos formadores de
espermatozdides fecundantes.

Todas as espécies analisadas do presente trabalho apresentaram
2n= 14 cromossomos (12A + XY), sendo concordantes com relatos citogenéticos
de espécies de Pentatomidae que mostram numero dipldéide de cromossomos, em
machos, de seis a 27, sendo o mais frequente o de 14 cromossomos (85%)
(REBAGLIATI et al.,, 2005) e sistema cromossdmico do sexo XX/XY
(fémea/macho), exceto em trés espécies (Macropygium retuculare, X1X2Y;
Rhytidolomia senilis, neo-XY; Thyanta calceata, X1X2Y) e nao apresentam m-
Cromossomos.

Ainda, o estudo do material nucleolar na espécie P.
umbractulatus permitiu verificar que, provavelmente 0s cromossomos sexuais
estdo associados ao nucléolo. Foi verificada, nesta espécie, a presenca do mesmo
padrdo de coloragdo, mas com diferentes comportamentos, sendo que as partes
mais escuras provavelmente sdo os cromossomos sexuais e as mais claras os
nucléolos, podendo evidenciar, desta forma, a participacdo dos cromossomos
sexuais na formag¢do do nucléolo. Nas espécies do género Oebalus verificou-se a
presenga de uma marcag@o do tipo “mushroom” onde o chapéu € a parte mais
escura e a haste a mais clara e ndo foi evidenciada varia¢do neste comportamento.

Bowen (1924) propds que a posicao relativa do acrossomo pode
ser localizada em qualquer lugar na periferia do nucleo, que, contudo apresenta
uma tendéncia quase universal para algumas porgdes desta estrutura alcancar a
porcdo anterior dos espermatozdides.

Nas espécies do presente trabalho foi verificado um
comportamento na formag¢ao acrossomal semelhante, isto €, varias marcagdes que

se unem e desloca-se para uma das extremidades da célula, exceto para Thyanta
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perditor, cuja marcagdo localiza-se no centro da espermatide arredondada e
permanece nesta posicdo até o final do alongamento. Nas demais espécies pode-se
verificar que ha um alongamento da marca¢do durante a espermdtide média, o
qual ndo é acompanhado pelo alongamento da espermatide, como ocorre em
Euschistus heros, tal estrutura pode indicar etapas do desenvolvimento do
acrossomo durante esta fase de desenvolvimento da espermatide e ainda, pode
indicar que o alongamento da espermatide independe do alongamento do
acrossomo nesta espécie. No final deste alongamento ndo ¢ mais possivel sua
identificacdo, j4 que ndo ha distingdo entre nucleo e a marcagdo formada.
Algumas espécies, como Antiteuchus tripterus, Euschistus heros e Platycarenus
umbractulatus apresentaram, em determinados lobos, diferencas significativas no
comportamento das marcagdes sugerindo formagdo de espermatozoides com

funcdes nao fecundantes.
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V. CONCLUSOES GERAIS

As andlises da espermatogénese e do comportamento nucleolar
nas espécies da familia Pentatomidae (Heteroptera), de importancia econdmica,
possibilitou confirmar que as espécies Antiteuchus tripterus, Euschistus heros,
Mormidea quinqueluteum, Oebalus poecilus, O. ypsilongriseus, Platycarenus
umbractulatus e Thyanta perditor possuem: 1) cromossomos holocéntricos, isto &,
sem centromero localizado; 2) comportamento pré-reducional para os autossomos
e pos-reducional para os cromossomos sexuais; 3) sistema cromossomico do sexo
XY para os machos; 4) quiasmas intersticiais ou terminais; 5) complemento
cromossomico de 2n= 14 (12A + XY), seguindo o padrio da familia; 6) formagéo
do acrossomo a partir de varias marcagdes que se unem e desloca-se para uma das
extremidades da célula.

Algumas caracteristicas ainda nio descritas na literatura para a
familia Pentatomidae foram observadas pelo fato dos lobos terem sido analisados
separadamente.

a) Antiteuchus tripterus possui comportamento meiotico semelhante nos lobos 1 a
3 e comportamento diferente quando se compara 1 a 3, com os demais lobos,
sendo o 5, o harlequin. O lobo 6 localiza-se internamente ao 5 e foi

denominado de lobo composto.

b) A descoberta do lobo composto em A. tripterus, o qual pode estar relacionado
com a nutri¢cdo do lobo harlequin, evidencia que pressdes evolutivas ocorreram
para a manuten¢do deste lobo, nesta espécie, o que demonstra a importancia,
desse lobo, para algumas espécies. Além disso, as andlises do comportamento
nucleolar evidenciaram que hé atividade metabolica diferenciada para os lobos

4,5¢6.

c) A espécie Euschistus heros ndo possui lobo harlequin, porém, as andlises da

espermatogénese demonstraram que ha diferencas significativas no tamanho
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das células dos lobos 4 e 6, os quais podem estar relacionados com a formagéao

de espermatides ndo-fecundantes.

d) Em Platycarenus umbractulatus, apesar do processo de espermatogénese ter

sido semelhante entre os sete lobos, algumas diferengas foram observadas
como, por exemplo, nos lobos 4 e 6, onde os cromossomos foram encontrados
agrupados dois a dois em algumas células da metadfase I ¢ no lobo 5 as
espermatides arredondadas e em inicio de alongamento apresentaram diferentes
padrdes de concentracdo de material heteropicnético. Tais caracteristicas

podem evidenciar a formagao de possiveis espermatozoides ndo fecundantes.

Com relacdo a Impregnagdo pelos ions prata, foi verificada a presenca de
corpos nucleolares na forma de “mushroom” nas profases das espécies do
género Oebalus, caracteristica, ainda ndo descrita na literatura. Em P.
umbractulatus, observou-se, durante a préfase, dois corpos escuros e dois mais
claros que podem demonstrar a participagdo dos cromossomos sexuais na

formagdo e organizag¢do do nucléolo desta espécie.

Em P. umbractulatus foi possivel, também, verificar a presenca de marcagdes
diferenciadas pelos ions prata nas espermatides do lobo 5. Embora ndo possua
lobo harlequin, tais marcacdes podem indicar formacdo de espermatozoides

ndo fecundantes neste lobo.

g) Com relacdo a formagdo do acrossomo, em Euschistus heros pode-se verificar

que ha um alongamento da marca¢do durante a espermatide média, o qual nao
¢ acompanhado pelo alongamento da espermatide. Foi observado, ainda, em E.
heros maior intensidade de colora¢do nas espermatides dos lobos 4 a 6 que
podem indicar formagdo de espermatozoides ndo fecundantes. Em P.
umbractulatus houveram marcagdes diferenciadas nas espermatides do lobo 5,

que podem indicar diferengas fisioldgicas neste lobo com relacdo aos demais.
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A espécie Thyanta perditor apresentou uma marcagio central durante todo o

desenvolvimento da espermatide, padrdo diferente das espécies analisadas.

Assim, verifica-se a importancia dessas andlises para compreensdo do

cenario evolutivo da familia Pentatomidae.
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VII. ANEXOS

1. MATERIAIS E METODOS

1.1. Obtencio e Armazenamento dos Insetos

Para a andlise citogenética, foram coletados em torno de 15
individuos machos adultos das espécies: Antiteuchus tripterus, Euschistus heros,
Mormidea quinqueluteum, Oebalus poecilus, O. ypsilongriseus, Platycarenus
umbractulatus e Thyanta perditor da familia Pentatomidae em exemplares
vegetais de pata-de-vaca (Bauhinia forficata Link.), boldo (Pneumus boldus), soja
(Glycine max), milho (Zea mays), pé-de-bucha (Luffa cylindrica) na regido de Sao
José do Rio Preto (20°47°32° S, 49°21°37”> W), SP, Brasil. Os insetos foram
transportados até o laboratério de Citogenética de Insetos do Departamento de
Biologia, IBILCE/UNESP, montados para serem encaminhados para a
identificacdo ou para a colecdo no laboratorio ou fixados em metanol:acido
acético (3:1) ou etanol absoluto e armazenados no refrigerador, para posteriores
analises. A identificagdo dos insetos foi realizada pelo Prof. Dr. Luiz Antonio
Alves Costa do Departamento de Entomologia do Museu Nacional do Rio de

Janeiro, RJ.

1.2. Dissecacio dos Insetos

Apbs a coleta, os insetos, machos adultos, foram eterizados e
dissecados, ja que a espermatogénese em Heteroptera ndo se encerra no estagio
larval. Para a disseccdo, os insetos foram fixados com um alfinete na regido
posterior do cefalotorax em uma placa de Petri contendo parafina sélida e tiveram
suas patas, asas, escutelo e laterais do abdome seccionados com uma tesoura
pequena e pontiaguda. Foi gotejada uma gota de solugdo fisiologica de Demerec

sobre os Orgdos expostos, estes foram removidos com auxilio de um estilete,
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deixando os testiculos evidentes. Os testiculos, localizados latero-ventralmente,
sdo mantidos em sua posi¢do por meio de ramificagdes dos troncos das traquéias
dos respectivos segmentos. Uma membrana de coloragdo variavel (de transparente
a vermelha) envolve os testiculos em cujo interior localizam-se as células

germinativas em diferentes estagios de desenvolvimento.

1.3. Coloracoes

1.3.1. Orceina Lacto-Acética

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

espermiogénese.

1.3.2. Impregnac¢io com Nitrato de Prata (HOWELL; BLACK, 1980,

com modificacoes)

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

foram guardadas para o envelhecimento.

As laminas envelhecidas foram tratadas com uma gota de
solugdo reveladora (solugdo de gelatina a 1%); posteriormente, foram adicionadas

duas gotas de nitrato de prata a 50%, o material foi coberto com laminula e
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incubado em estufa a 60°C por 10 minutos em camara iimida até o aparecimento
de coloracdo marrom dourada. A ldmina foi lavada com agua destilada, para
desprendimento da laminula e recebeu dois banhos de agua destilada secando a
temperatura ambiente. Apos um dia, a ldmina foi montada com verniz cristal para

analise.

1.3.3. Reacdo por Reativo de Schiff e Acido Periédico (P.A.S)

Apds o envelhecimento das laminas, como mencionado
anteriormente, estas foram tratadas com algumas gotas de 4cido periodico a 0,5%
por 1 hora. Foram lavadas por trés vezes em 4gua destilada. Posteriormente,
foram adicionadas algumas gotas de reativo de Schiff sobre o material e as
laminas foram deixadas em cdmara escura por mais 1 hora. Foram lavadas com
agua destilada e contra-corada com hematoxilina por 10 minutos e lavadas em
agua destilada. Apds secas, as laminas foram montadas em verniz cristal para

analise.

1.4. Analise das laminas

As laminas foram analisadas no microscopio de luz, Olympus
modelo BX40, do laboratério de Citogenética de Insetos. As imagens foram
capturadas no microscopio de luz AXIOSKOP 2 ZEISS (programa
AXIOVISION) do laboratério de Morfologia, do Departamento de Biologia do
IBILCE/UNESP, Campus de Séo José do Rio Preto, SP.
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2. ESPECIES ANALISADAS

Figura 1. Machos adultos das espécies: a) Antiteuchus tripterus; b) Euschistus
heros; ¢) Mormidea quinqueluteum; d) Platycarenus umbractulatus. Barras= 1 cm
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Figura 2. Machos adultos das espécies: a) Oebalus poecilus; b) Oebalus
ypsilongriseus; c) Thyanta perditor. Barras= 1 cm
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VIII. RESUMO

Os Heteroptera constituem um dos mais importantes grupos de insetos do ponto
de vista econdmico, pois a maioria, durante os estadios de ninfa e adulto,
alimenta-se de plantacdes ou grdos armazenados para o consumo humano. As
analises citogenéticas permitiram verificar que Antiteuchus tripterus possui um
lobo composto (5/6), o qual pode estar envolvido na nutri¢do do lobo harlequin,
evidéncia que pressdes evolutivas ocorreram para a manutencdo deste lobo, nesta
espécie, o que demonstra a importancia, desse lobo, para algumas espécies.
Permitiram, ainda, verificar que todas as espécies apresentam sistema
cromossdmico do sexo XY e complemento cromossomico de 2n= 14
cromossomos. Além disso, as analises do comportamento nucleolar evidenciaram
que hé atividade metabdlica diferenciada para os lobos 4, 5 e 6 em Antiteuchus
tripterus ¢ também em espécies ndo possuidoras do lobo harlequin, como
Platycarenus umbractulatus, que apresentou marcagdes diferenciadas no lobo 5, a
qual pode indicar a formacdo de espermatozdides ndo fecundantes. A espécie
Euschistus heros nao apresenta lobo harlequin, porém as andlises da
espermatogénese demonstraram que ha diferencgas significativas no tamanho das
células dos lobos 4 e 6, os quais podem estar relacionados com a formagdo de
espermatides ndo-fecundantes. Foi verificada a presenga de corpos nucleolares na
forma de “mushroom” nas espécies do género Oebalus, caracteristica, ainda ndo
descrita na literatura, além disso, foi observada, em P. umbractulatus, a presenca
de dois corpos escuros e dois mais claros, que podem demonstrar a participacio
dos cromossomos sexuais na formagdo e organiza¢do do nucléolo desta espécie.
Assim, verifica-se a importancia dessas analises para compreensdo do cenario

evolutivo da familia Pentatomidae.
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IX. ABSTRACT

The Heteroptera are the most important group of insect related with economic
importance, because the most of them, during ninfal stage and adult stage, feed in
plantations or stored grains to the human consumption. The cytogenetical analyses
permitted verify that Antiteuchus tripterus has a compound lobe (5/6), which
should be involved in the nutrition of harlequin lobe, evidences that evolutionary
pressures occurred for the maintenance of this lobe in this species, which shows
the importance of this lobe for some species. The analyses also permitted to
evidence that all species analyzed have XY sexual chromossomic systems and a
chromossomic complement 2n= 14 chromosomes. Furthermore, the analyses of
the nucleolar behavior showed there are different metabolic activities in the lobes
4, 5 and 6 in Antiteuchus tripterus and in the species without the harlequin lobe,
as Platycarenus umbractulatus, also had different marcation in lobe 5, which can
indicate the formation of non-fertilizing sperm. The species Euschistus heros do
not have harlequin lobe, but the analyses of spermatogenesis showed that there
are significant differences in cell size in the lobes 4 and 6, which may be related to
the formation of non-fertilizing spermatids. It was verified the presence of
nucleolar bodies with morphology like "mushroom" in the species of the genus
Oebalus, feature not yet observed. Moreover was observed in P. umbractulatus,
the presence of two dark bodies and two lighter, which may demonstrate the
participation of sex chromosomes in the formation and organization of the
nucleolus in these species. Thus, this present work shows the importance of such

analyses for understanding the evolutionary scenario of the family Pentatomidae.



126

Autorizo a reprodugdo xerografica para fins de pesquisa.

Sao José do Rio Preto, 18/02/2009

Hederson Vinicius de Souza



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	BANCA EXAMINADORA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	SUMÁRIO
	1. INTRODUÇÃO
	II. OBJETIVOS
	III. ARTIGOS
	ARTIGO 1 - Estudo da meiose e da espermiogênese nos lobos testiculares de Antiteuchus tripterus (Heteroptera: Pentatomidae)
	ARTIGO 2 - Padrão de coloração pelo nitrato de prata durante a meiose e espermiogênese nos lobos testiculares de Antiteuchus tripterus (Heteroptera: Pentatomidae)
	ARTIGO 3 - Padrões morfológicos da cromatina heteropicnótica e do material nucleolar na meiose e espermiogênese de alguns Pentatomidae (Heteroptera)
	ARTIGO 4 - Aspectos evolutivos da espermatogênese de Euschistus heros, Platycarenus umbractulatus e Thyanta perditor (Heteroptera: Pentatomidae) na formaçã9o do lobo harlequin
	ARTIGO 5 - Avaliação da espermatogênese após o uso de Periodic Acid Schiff (PAS) em Pentatomidae (Heteroptera)

	IV. DISCUSSÃO GERAL
	V. CONCLUSÕES GERAIS
	VI. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	VII. ANEXOS 
	1. MATERIAIS E MÉTODOS
	2. ESPÉCIES ANALISADAS
	VIII. RESUMO
	IX. ABSTRACT
	AUTORIZAÇÃO DA REPRODUÇÃO

