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RESUMO

COSSOLIN, Jamile Fernanda Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2019. Morfologia das glandulas salivares e do intestino médio de Scaptocoris
castanea Perty, 1830 (Hemiptera: Cydnidae). Orientador: José¢ Eduardo Serrao.

O percevejo castanho Scaptocoris castanea tem status praga de habito subterraneo
sugador de raizes afetando a produtividade de diversas culturas, como soja, algodao e
pastagem. Esta espécie causa amarelecimento das folhas e definhamento das plantas,
podendo levar a morte. Sua populagdo ¢ de dificil controle e os estudos sobre esta espécie
se limitam a formas de controle quimico e levantamento de percevejos no perfil do solo.
O objetivo deste trabalho foi estudar a morfologia das glandulas salivares e intestino
médio desta espécie, contribuindo para o conhecimento da biologia alimentar destes
insetos. Este estudo descreveu a anatomia, histologia e ultraestrutura das glandulas
salivares e intestino médiode S. castanea e sua microbiota intestinal. As glandulas
salivares sdo formadas por um par de glandulas principais bilobadas com as por¢des
anterior e posterior unidas por um ducto com a glandula acessdria na regido do hilo. A
ultraestrutura mostrou que as glandulas principais e acessoria sdo formadas por uma
camada de células secretoras, com ntcleo central com cromatina descondensada e grumos
de cromatina condensada, muitas mitocondrias e reticulo endoplasmético rugoso. O
epitélio da glandula acessoria foi descrito pela primeira vez células basais que nao
alcangam o limen da glandula. O intestino médio de S. castanea apresenta cinco regides
(ventriculos), formadas por uma camada de células. A ultraestrutura mostrou células com
microvilosidades apicais, citoplasma rico em mitocondrias, reticulo endoplasmaético
rugoso e esferocristais, sugerindo fung¢do na sintese de substancias, absor¢do de
nutrientes, transporte de dgua e a regulagdo da homeostase. A partir de analises
metagenomicas, mostramos que as fémeas apresentam um ventriculo cinco diferenciado
contendo uma variedade de bactérias intracelulares caracterizando bacteridcitos,
enquanto no macho, esta regido foi menor e com auséncia de bactérias. As bactérias mais
abundantes foram gammaproteobactérias que fornecem aminodcidos essenciais e
vitaminas para o hospedeiro. A morfologia das glandulas salivares e do intestino médio
de S. castanea, descrita pela primeira vez na literatura, contribui com dados fundamentais

para o conhecimento da biologia e da digestdo desta importante praga agricola.
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ABSTRACT

COSSOLIN, Jamile Fernanda Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2019. Morphology of the salivary glands and midgut of Scaptocoris castanea Perty,
1830 (Hemiptera: Cydnidae). Adviser: José Eduardo Serrao.

The burrower bug Scaptocoris castanea is a subterraneous pest sucking roots of many
crops, such as soybean, cotton and pasture. The massive attack cand cause death to the
plant. Since studies with this species are limited to chemical control and presence on soil
profile, studies of the salivary glands and midgut morphology of this species contribute
to the knowledge of the feeding biology of these insects. This study described the
anatomy, histology and ultrastructure of the salivary glands and midgut of S. castanea and
their intestinal microbiota. The salivary glands were formed by a pair of principal bilobed
glands with the anterior and posterior portions showing a hilus where the excretory duct
arisen and duct of the tubular accessory gland opens. The principal and accessory glands
were formed by a single layer of secretory cells, with a central nucleus rich in
decondensed chromatin and some condensed chromatin clusters, many mitochondria and
rough endoplasmic reticulum. In the accessory salivary gland epithelium occurred some
basal cells that do not reach the gland lumen. The midgut of S. castanea had five regions
(ventriculus), formed by a single layer of cells. The digestive cells had apical microvilli,
cytoplasm rich in mitochondria, rough endoplasmic reticulum and spherocrystals,
suggesting functions in the compounds synthesis, absorption, water transport and
regulation of homeostasis. The ventriculus five is different in females with many
intracellular bacteria characterizing bacteriocytes, while in the male, this region is poorly
developed without intracellular bacteria. The most abundant bacteria in the bacteriocytes
1s gammaproteobacteria that provide essential amino acids and vitamins to the host. The
morphology of the salivary glands and the midgut of S. castanea, is described by the first
time and contributes with fundamental data of biology and digestion of this important

agricultural pest.



INTRODUCAO
O percevejo Scaptocoris castanea (Perty, 1830), também conhecido como

percevejo castanho ¢ um inseto praga polifago que se alimenta de uma grande variedade
de plantas hospedeiras como soja, algodao, milho, cana de agucar e arroz (Silva et al.
2013). Também ¢ observado a ocorréncia desse inseto nas culturas do amendoim, fumo,
feijao, pastagens, etc. (Sousa e Fernandes 2002). Esse organismo apresenta adaptacdes
no corpo € nas pernas para a escavagao (Becker 1967), possui todo o ciclo de vida
subterraneo e se alimentando da seiva das plantas pelas raizes.

O ciclo de vida de S. castanea compreende duas geragdes por ano com periodo de
ovo a adulto variando de 5 a 6 meses ¢ a fase adulta dura em média cinco meses (Oliveira
e Malaguido 2004). Nos meses chuvosos, de dezembro a marco, os percevejos sao
encontrados nos estratos mais superficiais do solo (10 a 30 cm) (Silva et al. 2013) mas
em periodos de seca podem chegar até a 1,20 m de profundidade (Oliveira e Malaguido
2004; Pessa et al. 2013). O ataque destes insetos € em reboleiras (focos de infestagcdo) que
podem variar de poucos metros até varios hectares (Oliveira e Malaguido 2004), causando
descoloragdo e amarelacimento das plantas, morte de touceiras e subdesenvolvimento das
culturas (Oliveira et al. 2002; Picanco et al. 1999; Angelis 2002; Silva et al 2013). Ainda,
os surtos de infestacdo podem ocorrer de forma descontinua ao longo dos anos (Angelis
2002; Oliveira e Malaguido 2004).

No Brasil estes percevejos foram relatados nos estados do Mato Grosso, Pard,
Goids, Sao Paulo, Minas Gerais (Oliveira e Malaguido 2004) e o controle dos percevejos
castanho geralmente utilizado ¢ quimico (Angelis 2002) com inseticidas no sulco do
plantio e rotagdo de culturas (Picango et al. 1999), porém o héabito de vida subterraneo
torna o controle dificultado. Além disso este inseto possui dois mecanismos de defesa
contra patdgenos e outros insetos. O primeiro ¢ a producao de um cheiro forte, produzido
pelas glandulas metatoracicas e usado na defesa contra predadores (Roth 1961). O
segundo ¢ a estridulacdo, ruido resultado da fric¢do da veia estridulatdria na asa posterior
com o plecto estridulatorio localizado no primeiro e segundo tergitos, e que tem a fungdo
de comunicagdo entre os individuos e que pode ter funcdo defensiva (Cokl et al.
2006).Neste trabalho buscaremos compreender a morfologia das glandulas salivares e do
intestino médio de S. castanea.

Os orgaos da digestdo nos insetos compreendem as glandulas salivares e o tubo
digestivo. O tubo digestivo € formado pelo intestino anterior, médio e posterior, sendo
que apenas o intestino médio tem fun¢do de digestao (Chapman 2013). Nos Hemiptera o

processo de digestdo se inicia na planta com a liberacdo de enzimas digestivas pelas
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glandulas salivares para posterior suc¢do do alimento pré-digerido. Este processo ¢
conhecido por digestdo extra-oral (Chapman 2013). As glandulas salivares dos percevejos
sdo orgaos pares localizados no térax. Os ductos sdo longos e se abrem para dois tipos de
glandulas, as glandulas principais e as glandulas acessorias. As glandulas salivares
principais geralmente sdao lobadas; dependendo da subordem podem ter dois, trés, ou
varios lobos enquanto que as glandulas salivares acessorias s2o um tubo fino e de fundo
cego (Baptist 1941; Lacombe 1999). As glandulas salivares sdo formadas por um epitélio
simples que se deita sobre uma lamina basal (Chapman 2013). Na ultraestrutura, ¢
possivel observar a membrana apical provida de microvilosidades ¢ a membrana basal
com dobras associadas com mitocondrias e canais que se abrem para a hemocele. A célula
possui nucleo central com cromatina descondensada e grumos de cromatina condensada,
muitas cisternas de reticulo endoplasmético rugoso e mitocondrias, caracterizando alta
atividade metabolica (Azevedo et al. 2007; Martinez et al. 2014).

A principal fungdo das glandulas salivares ¢ a produgdo de saliva com alta
atividade enzimatica (Ambrosee Maran 2000; Ghanin et al. 2001; Bell et al. 2005; Fialho
et al. 2012), que permite que grandes polimeros de carboidratos, como pectina e celulose
e proteinas sejam clivados em moléculas de tamanho menor para que sejam sugados para
o intestino médio, local onde ocorre a digestao final.

Nos Heteroptera o intestino médio ¢ formado por uma camada de células
secretoras, rica em mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso, apice com
microvilosidades e base com muitos canais abertos para a hemocele (Santos et al. 2017).
Além de secretar enzimas digestivas, este 0rgao secreta a membrana perimicrovilar que
tem a fun¢do de compartimentalizar a digestao e proteger contra patogenos (Terra et al
2006; Albuquerque-Cunha et al. 2009). O intestino nos insetos ainda pode abrigar
microorganimos simbiontes com associagdes benéficas. A microbiota intestinal dos
insetos ¢ menos diversa do que encontrada para os mamiferos ou outros organismos
vertebrados. No caso dos insetos que se alimentam a partir de dietas pobres em nutrientes
ou dificeis de digerir, como os que se alimentam de madeira, sangue de vertebrados e
seiva, geralmente mantém relagcdes com microrganismos simbiontes (Takeshita e Kikuchi
2017). Tais microrganismos produzem aminodcidos essenciais, vitaminas (Silva et al.
1995), sintetizam feromonios, protegem contra inimigos e podem atuar na detoxificacao
(Genta et al. 2006) ou afetar a fecundidade positivamente (Toh et al. 2006).

Esta tese investigou a morfologia e a ultraestrutura das glandulas salivares e
intestino médio do percevejo S. castanea e caracterizou a microbiota intestinal desta
espécie.. Mostramos que as glandulas salivares de S. castanea possuem organelas para
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producao de enzimas digestivas além de células basais que nao alcancam o lumen, que
foram registradas pela primeira vez em Heteroptera. Mostramos também que o intestino
médio deste inseto ¢ complexo, possui diversos compartimentos especializados na
absor¢ao de nutrientes e regulagdo da homeostase. Além disso descrevemos que somente
nas fémeas hd um ventriculo especializado em abrigar uma variedade de bactérias
simbiontes que podem auxiliar na produg¢do de aminoacidos essenciais e vitaminas que

possivelmente atuam no fitness reprodutivo das fémeas.
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CAPITULO 1

Submetido para Microscopy and Microanaysis

Histology, ultrastructure and cytochemistry of salivary glands of burrower bug,
Scaptocoris castanea (Hemiptera: Cydnidae)

Abstract

Burrower bug Scaptocoris castanea Perty, 1830 (Hemiptera: Cydnidae) is an agricultural
pest feeding on roots of several crops. The histology, ultrastructure and cytochemistry of
the salivary glands of S. castanea were described. Salivary system has a pair of principal
salivary glands and a pair of accessory salivary glands. The principal salivary gland is
bilobed with anterior and posterior lobes joined by a hilus where excretory duct occurs.
The accessory salivary gland is tubular with a narrow lumen that opens into the hilus near
the excretory duct, suggesting that its secretion is stored in the lumen of the principal
gland. The cytoplasm of the secretory cells is rich in rough endoplasmic reticulum,
secretory vesicles with different electron-densities and mitochondria. At the basal of
accessory gland epithelium, there were scattered cells that do not reach the gland lumen,
with the cytoplasm rich in rough endoplasmic reticulum, indicating a role in protein
production. Data show that principal and accessory salivary glands of S. castanea produce
lipoprotein saliva. This is the first morphological description of S. castanea salivary
system that is similar to other Hemiptera Pentatomomorpha, but with occurrence of basal

cells in the accessory salivary gland.

Keywords: Secretory cells, extra-oral digestion, accessory salivary gland, principal

salivary gland, phytophagous bug, insect glands anatomy.



Introduction

The burrower bugs (Hemiptera: Cydnidae) are generalist phytophagous with some
agricultural pest species (Becker, 1996, Riis et al., 2005, Chapin et al., 2006). Scaptocoris
castanea Perty, 1830 (Cydnidae) is pest of cotton, corn, soybean and pastures (Oliveira
& Malaguido 2004, Pereira et al., 2012), that feeds on roots (JFSC personal observation).
Since salivary glands are the main source of saliva production responsible for damage the
plants (Oliveira & Malaguido, 2004, Matias et al., 2011, Peiffer & Felton, 2014), more
detailed information on this organ have yet to be explored.

The salivary complex of Hemiptera has salivary and accessory glands that produce
watery saliva, rich in lipids, carbohydrates and enzymes, contributing to extra oral
digestion and food intake (Miles & Slowiak, 1976, Terra & Ferreira, 1994, Zeng &
Cohen, 2000). Due to having sucking mouth parts, hemipterans ingest liquified food by
the phenomenon called extra oral digestion. In addition to amylase and proteinases, the
salivary glands of phytophagous insects produce an enzyme called pectinase, to rupture
the cell wall. Most of phytophagous insects produce an enzyme called pectinase to
facilitate ingestion (Cohen, 1990, 1998, Chapman, 2013).

Extra oral digestion onset with saliva injection into plant, is followed by suction
of liquefied food, which will undergo final digestion in midgut (Boyd, 2003, Silva et al.,
2012, Peiffer & Felton, 2014).

The salivary glands in Hemiptera have been morphologically studied in a limited
number of representatives of Auchenorrhyncha (Ammar, 1986, Nunes & Camargo-
Mathias, 2006) and Heteroptera suborders (Reis et al., 2003, Azevedo et al, 2007, Serrao
et al., 2008, Castro et al., 2013, Martinez et al., 2014, Castellanos et al., 2017), up to this
there is no date on description of these glands in Cydnidae family.

This study describes the anatomy, histology, cytochemistry and ultrastructure of

S. castanea salivary glands.



Materials and Methods
Insects

Adults, males and females, of S. castanea were collected in soybean crops in the
municipality Tangara da Serra (14°18'S and 57°45'W) and Rondondpolis (17°10'S and
54°71'W), state of Mato Grosso, Brazil and transported to Laboratory of Cell
Ultrastructure from Federal University of Vigosa, state of Minas Gerais, Brazil. Insects
were kept in plastic containers with soil (10 cm high), moistened with water every three
days and fed on soybean roots ad libitum at 27 = 2 °C, 70 = 10% RH and 14:10 h (light:
dark) photoperiod
Scanning electron microscopy

Five females and five males of S. castanea were cryosanesthetized at 4 °C for 3
minutes, the salivary glands were dissected in insect saline solution (NaCl 0,1 M +
KH>P0O40,1 M +Na,HPO40,1 M) and transferred to Zamboni fixative solution (Stefanini
etal., 1967) for 12 hat 5 °C. Then, the samples were dehydrated in a graded ethanol series
(70, 80, 90 and 98°), transferred to hexamethyldisilazane for 5 minutes and air dried. The
samples were gold covered (20 nm thick) and analyzed with a LEO VP1430 scanning
electron microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany).
Light microscopy

Adults (n = 10) of S. castanea from both sexes were cryosanesthetized at -4 °C
and the salivary glands were dissected in insect saline solution and transferred to the
Zamboni fixative solution for 24 h at 5 °C. Then, the pieces were dehydrated a graded
ethanol series (70, 80, 90 and 95°) and embedded in historesin JB4 (Electron Microscopy
Sciences, Fort Washington, PA). Sections 2 pm thick were stained with hematoxylin and
eosin and analyzed with an Olympus BX-60 light microscope (Olympus Corporation,
Tokyo, Japan).

Transmission electron microscopy



Salivary glands of S. castanea (males and females) (n = 6) were dissected and
transferred to 2.5% glutaraldehyde in 0.2 M sodium cacodylate (C2HsAsNaO,) buffer pH
7.2 containing 0.2 M sucrose for 4 h at room temperature. After washed in the same
buffer, the salivary glands were divided into anterior lobe, posterior lobe and accessory
gland, and post-fixed in 1% osmium tetroxide for 2 h, following washing in the buffer
and dehydration in ethanol series (70, 80, 90 and 99°). The samples were embedded in
LR White resin (London Resin Company Ltd.) and ultra-thin sections (60-80 nm thick)
were obtained with PowerTomes PT-X ultramicrotome glass razor (RMC Boeckeler
Instruments Inc., Tucson, AZ, USA). Sections were loaded onto cupper grids and stained
with 3% aqueous uranyl acetate and lead citrate (Reynolds 1963) and examined with Zeiss
EM 109 transmission electron microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany).

Cytochemistry
Lipids

Four salivary glands were dissected and transferred to 2.5% glutaraldehyde in
sodium cacodylate buffer for 4 hours. Subsequently the samples were washed in the
buffer for 10 minutes and transferred to 0.1M imidazole buffer pH 7.5 for 10 minutes.
Samples were post-fixed in 2% osmium tetroxide in imidazole buffer in the dark
(Angermuller & Fahimi, 1982). Then the samples were washed in imidazole buffer,
dehydrated in a graded ethanol series and embedded in LR White resin. Unstained
ultrathin sections were analyzed with transmission electron microscope Zeiss EM 109
Proteins

Four Salivary glands were transferred to 2.5% glutaraldehyde in sodium
cacodylate buffer for 4 h, washed in distilled water and incubated in 10% ammoniacal
silver solution for 5 minutes in the dark. Then the samples were washed in distilled water,
transferred to 3% formaldehyde for 5 minutes (MacRae & Meetz, 1970), washed in

distilled water, dehydrated in a graded ethanol series and embedded in LR White resin.
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Ultra-thin sections were stained with lead citrate (Reynolds, 1963) and analyzed with

transmission electron microscope Zeiss EM 109.

Results

The morphological features of salivary glands of S. castanea were similar in males
and females, so the results described here refer to both sexes.
Anatomy

The salivary glands of S. castanea were found in the thorax of the insect with a
pair of principals and a pair of accessory glands, both translucent in saline solution. The
principal gland had two lobes, with the anterior lobe smaller and partially spherical, and
the posterior one larger and oval shaped (Figs. 1A-B). The principal salivary gland was
attached to the oral cavity by an excretory duct arisen at the hilus between the two lobes
(Figs. 1D). The accessory salivary gland was long and tubular (Fig 1C) connected to the

hilus of the principal gland by a narrow, long and folded duct (Fig. 1D).
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Figure 1. Scanning electron micrographs of S. castanea salivary glands. A. General
aspect of the principal (PG) and accessory salivary glands (AG). B. Principal salivary
gland with the anterior (Al), posterior (P1) lobes, hilus (H) with the excretory ducts
from principal (pd) and accessory ducts (ad). C. Secretory portion of the accessory

salivary gland (AG) with a narrow and long duct (ad). D. Detail of the hilus region (H)
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between the anterior (Al) and posterior (P1) lobes showing the ducts insertion of the

principal (pd) and accessory duct (ad).

Histology

The anterior and posterior lobes of the principal salivary gland had a single layered
epithelium of cubic cells with a central nucleus rich in decondensed chromatin with
clusters of condensed chromatin and nucleolus (Fig. 2A). The cytoplasm of these cells
was basophilic with few secretory vesicles (Figs. 2B-C). The anterior lobe lumen was
filled with weakly stained granular contents (Fig. 2B), whereas the lumen had strongly
basophilic content (Fig. 2C) in the posterior lobe. Both excretory ducts of the principal
and accessory salivary glands were narrow with a single layer of cubic cells with flattened
nucleus. The apical surface of epithelia in the principal and accessory ducts were

basophilic and acidophilic, respectively (Fig. 2D).
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Figure 2. Light micrographs of S. castanea principal salivary gland. A. Longitudinal
section of the anterior (Al) and posterior (P1) lobes and the hilus (H) with ducts of the
principal (pd) and accessory (ad) glands. B-C. Secretory cells of the anterior (B) and
posterior lobe (C), showing a layer of cubic cells with one nuclei (N) with clusters of
condensed chromatin and nucleolus (Nu). Note the cytoplasm of the posterior lobe
cells with vesicles (V). D. Longitudinal section of the ducts of the principal (pd) and
accessory (ad) salivary glands showing a layer of cells lining the narrow lumen. Note
the apical surface of the duct of the principal salivary gland basophillic (Pd) and those

of the accessory salivary gland were acidophile (Ad).
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The accessory salivary gland had a single layer of columnar cells lining a narrow
lumen (Fig. 3A). Secretory cells had a central nucleus with clusters of condensed
chromatin and nucleolus (Figs 3B-C) and acidophilic cytoplasm rich in secretory vesicles
(Figs 3A-B). Scattered among the basement of the columnar secretory cells there was
some club-shaped cells with homogeneous cytoplasm and flattened nucleus (Figs 3C-D).

These cells never reached the gland lumen.

20 ym

Figure 3. Light micrographs of S. castanea accessory salivary gland. A. Cross section,

showing a layer of columnar cells lining a narrow lumen (L). Note well-developed
nucleus (N). B. Cross section showing cells with cytoplasm rich in secretory vesicles
(V) and nucleus (N) containing clusters of condensed chromatin and nucleolus (Nu).
C. Basal region of the gland epithelium showing club-shaped cell (*) separated from
the secretory cell by enlarged intercellular space (Is). Note the nucleus of the secretory
cell with clusters of condensed chromatin (arrows) and nucleolus (Nu) D. Flat nucleus

of club-shaped cells.
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Ultrastructure
Anterior lobe of the principal salivary gland

The epithelial cells of the anterior lobe of the principal salivary gland had a large
nucleus, with some condensed chromatin clusters (Fig. 4A). The apical surface of the
cells had short microvilli, cytoplasm rich in mitochondria (Fig. 4B) and vesicles with
granular contents released to the lumen (Fig. 4C), which characterizes secretion by
exocytosis. The basal portion of the cells had electron-lucent vesicles with electron-dense
core and basal plasma membrane without folds (Fig 4D). The perinuclear cytoplasm was

rich in rough endoplasmic reticulum, formed by flattened and vesicular cisterns,

mitochondria (Fig. 5A-B) and granules positive for proteins (Fig. 5C).

Figure 4. Transmission electron micrographs of the anterior lobe of principal salivary
gland from S. castanea. A. General aspect of cell with well-developed nucleus (N)

containing condensed chromatin clusters (arrows). L-lumen, Tr-tracheoles. B. Apical
16



region of the cell showing short microvilli (Mv) and mitochondria (M). C. Vesicles
(Ve) containing granular secretion released into the gland lumen (L). D. Basal
cytoplasm rich in vesicles (V) containing electron-lucent content with electron-dense

core (arrowheads).

17



Figure 5. Transmission electron micrographs of anterior lobe of the principal salivary
gland from S. castanea. A. Perinuclear cytoplasm rich in rough endoplasmic reticulum
(Rer) and elongated mitochondria (M). B. Detail of rough endoplasmic reticulum
cisternae (Rer) showing some vesicular rough endoplasmic reticulum (arrows). C.

Cytoplasm with protein granules (arrows) detected by silver reaction.

Posterior lobe of the principal salivary gland

The posterior lobe of the principal salivary gland of S. castanea had cells with
spherical central nucleus. The apical surface of the cells was irregular and the cytosol rich
in autophagosomes (Fig. 6A). In the perinuclear region there were mitochondria, electron-
lucent vesicles (Fig. 6B), well-developed vesicular rough endoplasmic reticulum (Fig.
6C) and some autophagosomes (Fig. 7A). The basal plasma membrane was rich in short
infoldings forming enlarged channels with many openings to the hemocoel (Figs. 7B).
Cytochemical tests showed the presence of lipid droplets throughout the cytoplasm (Fig.

70).
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Figure 6. Transmission electron micrographs of the posterior lobe of the principal
salivary gland of Scaptocoris castanea. A. Apical region of the cell showing irregular
apical surface and autophagosomes (Au). Note lumen (L) with granular content. B.

Perinuclear region showing mitochondria (M) and electron-lucent vesicles (Ve). C.
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Detail of extensive vesicular rough endoplasmic reticulum (Rer) and mitochondria

(M).

Figure 7. Transmission electron micrographs of the posterior lobe of the principal
salivary gland of S. castanea. A. Perinuclear region with autophagosomes containing
membranous debris (Au). (N) Nucleus. (Rer) Rough endoplasmic reticulum. B. Basal

cell region showing plasma membrane infolding forming short and enlarged canals
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(In) with many openings for hemocoele (arrows). C. Cytochemistry for lipids (Li)

showing positive droplets in the cytoplasm.

Accessory salivary gland

The accessory salivary gland had a narrow lumen with electron-lucent content,
lined by secretory cells with long apical microvilli (Fig. 8A). These cells showed central
and spherical nucleus with clusters of condensed chromatin and well-developed nucleolus
(Fig. 8B). The cytoplasm was rich in mitochondria and vesicular rough endoplasmic
reticulum (Figs. 8C-D). Secretory cells showed cytoplasm with lipid droplets (Fig. 8E)
and protein granules (Fig. 8F). At the basement of the epithelium, the club-shaped cell
had enlarged intercellular space with adjacent secretory cells (Fig. 9A). These cells were
rich in mitochondria and rough endoplasmic reticulum organized in stacked cisterns and
with paracrystalline aspect (Fig. 9B). Some cytoplasmic bridges connect the club-shaped

cell to secretory cells (Fig 9C).
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Figure 8. Transmission electron micrographs of the accessory salivary gland of

Scaptocoris castanea. A. Apical region of the cell with long microvilli (Mv). Note lumen
(L) with electron-lucent content. B. Nucleus (N) of the secretory cell with evident
nucleolus (Nu) and clusters of condensed chromatin (arrows). C. Apical cytoplasm with
mitochondria (M). D. Perinuclear cytoplasm rich in mitochondria (M) and vesicular
rough endoplasmic reticulum (Rer). ECytochemistry showing secretory cell with lipid

droplets (Li) and -F. proteins in the granules (arrows).
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Figure 9. Transmission electron micrographs of the accessory salivary gland of
Scaptocoris castanea. A. Base of secretory cells (SC) with short basal plasma membrane
infoldings (In) and presence of club-shaped cells (*) separated from the secretory cells by
enlarged intercellular space (Is). B. Detail of club-shaped cell with cytoplasm rich in
rough endoplasmic reticulum with stacked cisterns (1) and paracrystalline aspect (2).

Note, mitochondria (M) and enlarged intercellular space (Is). C. Detail of intercellular
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space, showing cytoplasmatic bridges (arrows) between secretory cells (SC) and club-

shaped cells (*). Mitochondria (M).

Discussion

In S. castanea the principal salivary gland is bilobate and the accessory salivary
gland is tubular likely found in other Pentatomomorpha, suggesting that the anatomy of
the salivary glands in this infraorder may be phylogenetically biased other than by feeding
habits. The salivary glands in Hemiptera vary in shape, size and number of lobes (Baptist,
1941, Lacombe, 1999, Kumar & Sahayaraj, 2012; Zhong et al., 2014). Within
Cimicomorpha, Triatoma vitticeps Stal, 1859 (Reduviidae) has three types of principal
salivary glands (Lacombe, 1999).

Pentatomomorpha has the principal salivary gland with two lobes and the
accessory salivary gland narrow and long in the predators Brontocoris tabidus Signoret,
1863 (Azevedo et al., 2007), Supputius cincticeps Stal, 1860 (Castro et al., 2013) and
Podisus nigrispinus Dallas, 1851 (Martinez et al., 2014); and in the phytophagous
Platyscytus decempunctata Carvalho, 1945 (Pires et al., 2007), Euschitus heros Fabricius,
1798 (Castellanos et al., 2017) and Piezodorus lituratus Fabricius, 1794 (Amutkan et al.,
2017).

The histology of the salivary glands of S. castanea suggests that there are three
regions responsible for saliva production: the anterior and posterior lobes of the principal
salivary gland and the accessory salivary gland, because they have columnar secretory
epithelium as reported for other Hemiptera (Azevedo et al., 2007; Serrdo et al., 2008;
Martinez et al., 2014, 2015).

The anterior and posterior lobes of principal salivary gland have cells with
secretory vacuoles, rough endoplasmic reticulum, few basal plasma membrane infoldings

and many protein granules, suggesting the occurrence of protein secretion in this region.
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Protein synthesis by the principal salivary gland has been reported for predatory (Azevedo
et al., 2007, Martinez et al., 2014), phytophagous (Nunes and Camargo-Mathias 2006)
and hematophagous (Serrao et al., 2008) Hemiptera. Although the function of those
proteins are unknown in these species, the occurrence of digestive enzymes (Ambrose et
al., 2000, Ghanin et al., 2001, Bell et al., 2005, Fialho et al., 2012) and toxins (Martinez
et al., 2015) have been reported in the saliva of these insects. Since S. castanea is
phytophagous, we suggest that many of the proteins released by salivary glands are
enzymes as found in phytophagous Hemiptera (Habibi et al., 2001, Zhu et al., 2003, Liu
etal., 2016, Jietal., 2017, Li et al., 2017).

Different electron-densities of the cytoplasm granules and secretory vesicles in
the anterior and posterior lobes of the principal salivary gland of S. castanea indicate that
different compounds are synthesized as reported in the salivary glands of Peregrinus
maidis Ashmead, 1890 (Delphacidae) (Ammar, 1986), Mahanarva fimbriolata Stal, 1854
(Cercopidae) (Nunes & Camargo-Mathias, 2006) and Karenia caelatata Distant, 1890
(Cicadidae) (Zhong et al., 2013). Moreover, the presence of well-developed nucleus with
decondensed chromatin containing few clusters of condensed chromatin and nucleolus in
the glandular cells suggests a high metabolic activity in S. castanea, mainly for protein
synthesis. Cells with high metabolic rate have large nucleus containing many proteins
involved in RNA synthesis (Roma et al. 2003).

The presence of narrow and short basal plasma infoldings associated with some
mitochondria in the secretory cells of the posterior lobe and absence of them in the
anterior lobe of the principal salivary gland of S. castanea are features of cells with low
activity in the transport of substances of the hemolymph (Ferreira et al., 1981, Marana et
al., 1997, Fialho et al., 2009), as well as occur in the salivary glands of P. distinctus

(Martinez et al., 2015).
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The accessory salivary gland of S. castanea is a narrow tube that opens into the
hilus between the lobes of the principal salivary glands. This gland has cells similar to
those described in the accessory salivary glands of B. tabidus (Azevedo et al., 2007), P.
nigrispinus (Martinez et al., 2014), P. distinctus (Martinez et al., 2015), Supputius
cincticeps (Castro et al., 2013) and L. coleopterata (Zhong et al., 2014). However, S.
castanea is the first Hemiptera with club-shaped cells at the basement of the epithelium
of the accessory salivary gland. The occurrence of rough endoplasmic reticulum in
stacked cisterns and paracrystalline aspect in the club-shaped cells suggest high protein
synthesis. Paracrystalline rough endoplasmic reticulum has a high surface/volume ratio
enhancing the function of this organelle (Baumann & Walz, 2001).

The narrow lumen and the duct opening in the hilus between the lobes of the
principal salivary gland, indicates that the secretion of the accessory salivary gland is
stored in the lumen of the principal glands. The presence of extensive rough endoplasmic
reticulum and mitochondria in the secretory cells of the accessory salivary gland of S.
castanea suggests high protein synthesis, as reported for P. nigrispinus (Martinez et al.,
2014). Moreover, the absence of infolds in the basal plasma membrane in the epithelial
cells of this gland suggests that few compounds are absorbed from the hemolymph,
contrasting with reported for other non-Pentatomomorpha Hemiptera such as L.
coleopterata (Zhong et al,. 2014) and Rhynocoris marginatus Fabricius (Reduviidae)
(Kumar & Sahayaraj, 2011).

The positive cytochemical tests for lipids and proteins in the secretory cells of the
accessory salivary gland of S. castanea show the production of lipids and proteins such
as in the salivary glands of C. hemipterus (Serrdo et al., 2008) and 7. infestans (Reis et
al., 2003). Lipids may be used to emulsify the secretion produced by the principal salivary
glands (Reis et al., 2003). These results, together with those reported for predator B.

tabidus (Azevedo et al., 2007) and P. nigrispinus (Martinez et al., 2014), suggest that in
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Pentatomomorpha, the accessory salivary gland synthesizes lipids and proteins that are
released in the lumen of the principal salivary gland to compose the saliva of these insects.

This is the first morphological description of the salivary system for a Cydnidae
representative, showing ultrastructural differences in the lobes of principal salivary gland
and accessory salivary gland, indicating that they produce different secretions in each
region in S. castanea, with a final saliva probably lipoprotein. Moreover, that is the first

report of basal club-shaped cells in the accessory salivary gland of Hemiptera.
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CAPITULO 2
Morfologia do intestino médio e seus simbiontes em Scaptocoris castanea Perty,

1830 (Insecta: Hemiptera: Cydnidae)

RESUMO

O percevejo castanho Scaptocoris castanea ¢ uma importante praga da soja e da pastagem
no Brasil. Ele possui adaptagdes para o habito subterraneo e se alimenta diretamente da
seiva das raizes. Esse inseto possui habito subterraneo o que dificulta seu controle e o
estudo de sua biologia e fisiologia, portanto ha poucas informagdes na literatura sobre
esta espécie. Este estudo descreve a anatomia, a histologia e a ultraestrutura do intestino
de S. castanea. O intestino médio de S. castanea ¢ complexo e possui cinco regides
(ventriculos), identificados como v1-v5. Os ventriculos v1-v4 sdo semelhates entre
machos e fémeas, com ultraestrutura especializada em digestdo e absorcao de nutrientes,
transporte de dgua e regulacdo da homeostase. O v5 dos machos €é pequeno com células
contendo microvilosidades apicais e largas dobras basais com muitas aberturas para
hemocele, enquanto nas fémeas o v5 tem as células com uma rica comunidade bacteriana,
caracterizando bacteridcito, composto principalmente por gammaproteopbacterias
identificadas por sequenciamento de rRNA 16S. Os resultados mostram que ocorre um
dimorfismo sexual no ventriculo v5 do intestino médio de S. castanea, com formagao de
bacteriocitos nas fémeas, enquanto as demais regides estdo envolvidas em processos

digestivos.

Palavras chave: percevejos, microbiota, ventriculos, simbiontes

INTRODUCAO
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O percevejo Scaptocoris castanea tem status de praga de plantas (Grazia et al
2004), especialmente soja (Pessa et al 2013) e pastagem (Costa e Forti 1993, Lima et al
2013). Esta espécie, assim como todos Cephalocteinae possuem morfologia corporal
adaptada para o habito subterraneo: corpo convexo, tibias desenvolvidas e adaptadas para
cavar, tarsos anteriores ¢ médios reduzidos ou ausentes e posteriores ausentes (Grazia et
al 2004). Esses insetos podem ser encontrados enterrados a uma profundidade de 1,20
metros (Oliveira e Malaguido 2004, Pessa et al 2013), o que torna dificil seu controle.
Alimentam-se por succao da seiva presente nas raizes, levando ao retardo do crescimento
das plantas, ao amarelecimento das folhas, podendo acarretar na morte da planta (Matias
etal 2011). Apesar de existirem alguns trabalhos sobre a distribui¢cdo e controle quimico
do percevejo S. castanea, pouco se sabe sobre a morfologia interna, especialmente o
intestino médio, 6rgdo responsavel pela digestdao e absor¢ao de nutrientes.

Nos insetos o canal alimentar ¢ dividido em trés principais regides: intestino
anterior, intestino médio e intestino posterior. As regides anterior e posterior do intestino
tém origem ectodérmica e, portanto, possuem um revestimento de cuticula e o intestino
médio possui origem endodérmica (Chapman 2013). No intestino médio dos Hemiptera
ha uma membrana perimicrovilar de natureza lipoprotéica que reveste o lumen,
sintetizada pelas células digestivas, e que tem funcdo na compartimentalizagdo da
digestao (Silva et al 1995, Lehane e Billingsley 1996, Chapman 2013)

O processo de digestdo nos insetos consiste na quebra de componentes
macromoleculares em componentes menores antes que ocorra a absor¢do. O processo
digestivo ocorre em trés fases: (1) inicial (2) intermediéria e (3) final. A fase inicial (1)
consiste na redugdo da forma polimérica dos nutrientes por hidrolases e proteases em
oligdmeros no espago perimicrovilar. Os oligdmeros sdo hidrolisados em dimeros e
pequenos oligdmeros (2), que tem seu processo de digestdo final nos lisossomos (3)

(Terra e Ferreira 1994). Ainda, a digestdao pode ser facilitada por microorganismos no
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intestino para compensar uma dieta pobre em nutrientes, como no caso dos percevejos
(Chapman 2013).

O estudo sobre a morfologia e ultraestrutura do intestino médio de Heteroptera ¢
conhecida, porém os estudos ndo comparam os sexos (Guedes et al 2007, Azevedo et al
2009, Santos et al 2017), ou ainda padronizam o estudo apenas para machos (Fialho et al
2012) ou fémeas (Silva et al 1995). Levando em consideragdao que o intestino dos
Heteroptera possui muitas similaridades ultraestruturais independente do hébito alimentar
(Santos et al 2017), nés hipotetizamos que o intestino médio de S. castanea possui
ultraestrutura semelhante a outros Heteroptera fitofagos. Assim este trabalho tem como
objetivo estudar a anatomia, histologia e ultraestrutura intestino médio de machos e

fémeas de S. castanea.

MATERIAL E METODOS
Insetos

Adultos de S. castanea foram coletados em culturas de soja nos municipios de
Tangard da Serra (14°18°S e 57°45°W) e Rondonopolis (17°10°S e 54°71°W), estado de
Mato Grosso, Brasil e transportados para o Laboratorio de Ultraestrutura Celular da
Universidade Federal de Vigosa, estado de Minas Gerais, Brasil. Esses insetos foram
mantidos em potes plasticos contendo solo (10 cm de altura), umedecido com 4gua a cada
trés dias e alimentados com raizes de soja Glycine max L. (Fabaceae) ad libitum a 27 + 2

°C, 70 = 10% umidade relativa e fotoperiodo de 14:10 h (luz:escuro).

Microscopia de luz
Machos (n = 10) e fémeas (n = 10) adultos de S. castanea foram crioanestesiados
a -4 °C e os intestinos médios dissecados em solugdo salina para insetos (0,1M NaCl +

0,1M KH;PO4 + 0,1M Na;HPOs) e transferidos para a solu¢do fixadora de Zamboni
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(1967) por 24 h a 5 °C. A seguir, as amostras foram desidratadas em série crescentes de
etanol (70°, 80°, 90° e 95°) e embebidas em historesina JB4 (Electron Microscopy
Sciences, Fort Washington, PA). Sec¢des com 2 um de espessura foram coradas com
hematoxilina e eosina e analisadas em microscopio de luz Olympus BX-60 (Olympus

Corporation, Tokyo, Japan).

Microscopia eletronica de transmissiao

Intestino médio de S. castanea machos (n = 10) e fémeas (n = 10) foram
transferidos para solucdo fixadora glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de s6dio 0,2
M, pH 7,2 contendo sacarose 0,2 M por 4 h a temperatura ambiente. A seguir, o intestino
médio foi dividido em ventriculos de 1 a 5 e pds-fixados em tetréxido de 6smio a 1% por
2 h, seguindo-se lavagem no tampao cacodilato de sédio e desidratacdo em série crescente
de etanol (70°, 80°, 90° e 99°). As amostras foram embebidas em resina LR White (London
Resin Company Ltd.) e as se¢des ultrafinas (60-80 nm de espessura), obtidas com navalha
de vidro em ultramicrotomo PowerTomes PT-X (RMC Boeckeler Instruments Inc.,
Tucson, AZ, USA), foram contrastadas com acetato de uranila aquosa 3% e citrato de
chumbo (Reynolds 1963) e examinadas nos microscopios eletronico de transmissao Zeiss

EM 109 e Libra 120 (Carl Zeiss, Jena, Germany).

Histoquimica para proteinas

Laminas histologicas sem coloragdo prévia foram incubadas em solugdo
Mercurio-Bromofenol por 2:15h. Apos este periodo foram encubadas em acido acético
0.5% por 10 min seguida da lavagem com 4gua corrente por 5 min (Pearse 1960). Depois

de secas em temperatura ambiente foram analisadas em microscopio de luz.
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Caracterizacao da comunidade bacteriana associada ao ventriculo cinco de S.
castanea.

Inicialmente os insetos foram lavados com agua destilada e posteriormente em
etanol 70% para esterilizagdo prévia a dissec¢do, desta forma evitamos a contaminagao
das amostras. A extracao de DNA total das amostras do ventriculo cinco de fémeas (n=5)
e machos (n=5) de S. castanea foi realizada utilizando FastDNA® Spin Kit de acordo com
as recomendacdes do fabricante (MP Biomedicals, USA). A qualidade e a quantidade do
DNA extraido foram mensuradas utilizando gel de agarose 0,8 % e espectrofotometro
Nano DropTM Plate (Thermo Scientific Multiskan GO, Wilmington, DE), sendo
armazenados a -20°C. Somente a amostra de DNA das fémeas, que apresentou quantidade
e qualidade suficiente para analise, foi enviada, em triplicata, para sequenciamento na
Argonne National Laboratory (Chicago, USA). Para o preparo das bibliotecas a regido
V4 do gene rRNA 16S foi amplificada com o conjunto de primers 515F (5°-
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3") e 806R (5’- GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3’)
propostos originalmente por Caporaso et al (2011, 2012) e modificados por Apprill et al
(2015) e Parada et al (2016). Os produtos de PCR foram sequenciados na plataforma
MiSeq utilizando o kit v2 (paired-end, 2 x 150 pb) (Illumina Inc, USA).

O processamento e a analise dos dados foram realizados no programa Mothur
v.1.39.0 (Schloss et al 2009). Inicialmente, as sequéncias obtidas foram atribuidas as
amostras de origem a partir da sequéncia index dos oligonucleotideos utilizados na PCR.
Os contigs das sequencias R1 e R2 geradas a partir do sequenciamento paired-end
(Illumina, San Diego, CA) foram montados. As sequéncias de tamanhos menores que 150
pb e maiores que 300 pb foram eliminadas, assim como homopolimeros de tamanho
acima de 8 pb e sequéncias com pares de bases ambiguos. Apos a remocao de quimeras
usando o algoritmo Uchime (Edgar et al 2011), as sequéncias foram alinhadas com

sequéncias do gene rRNA 16Sdo banco de dados SILVA (Quast et al 2012). Sequéncias
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com mais de 97 % de similaridade foram agrupadas em unidades taxondmicas
operacionais (operational taxonomic units — OTU) utilizando o método furthest neighbor
(Schloss e Handelsman 2005). As OTUs foram classificadas taxonomicamente a partir
do banco de dados Silva (Quast et al 2012) e foram normalizadas para 20.202 (menor
numero de sequéncias obtidas entre as amostras). A cobertura das amostras foi avaliada
a partir do indice de Good’s, bem como representacdo grafica em curva de rarefagdao. A
abundancia relativa dos grupos taxondmicos foi obtida partir da tabela de OTUs

normalizada. 23

RESULTADOS

O intestino médio de S. castanea ¢ constituido de cinco regides (ventriculos)
denominados vl1, v2, v3, v4 ev5. (Fig 1A-B). A anatomia comparada entre machos e
fémeas mostrou que o v5 ¢ dilatado e ovalado nas fémeas (Fig 1A-v5), enquanto nos
machos apresenta-se pouco desenvolvido (Fig 1B-v5). Assim como na anatomia, a
histologia e ultraestrutura das regides v1-v4 foram semelhantes entre machos e fémeas.

Portanto, a descrigdo destes ventriculos sera em conjunto.
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1 mm

Figura 1: Anatomia do intestino médio de Scaptocoris castanea. A. Intestino de fémeas
mostrando os cinco ventriculos do intestino médio (v1-v5) e o intestino posterior (HG).
B. Intestino de machos mostrando os cinco ventriculos (v1-v5), parte do intestino anterior
(FG) e o intestino posterior (HG).

O v1 ¢ formado por um epitélio colunar simples, com nucleo volumoso e esférico
com predominio de cromatina descondensada (Fig 2). O citoplasma ¢ rico em granulos
escuros (Fig. 2). As células digestivas colunares do vl mostraram nucleo rico em
cromatina descondensada com grumos de cromatina condensada (Fig 3A). A superficie
apical das células digestivas € associada a membrana perimicrovilar bem desenvolvida
(Fig. 3A) e com microvilosidades longas contendo mitocondrias proximas a base (Fig
3B). Os granulos acidofilos no citoplasma foram formados por autofagossomos e

lisossomos com contetido elétron-denso (Fig 3A, 3C). A superficie basal estava sobre
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uma fina lamina basal e apresentou muitas invaginacdes da membrana plasmatica

formando canais extracelulares curtos e alargados (Fig 3D).

Figura 2: Seccao histologica do ventriculo 1 do intestino médio de Scaptocoris castanea.
Epitélio colunar envolvendo o limen (L) com nucleos esféricos (N) com grumos de

cromatina condensada. O citoplasma ¢ preenchido por granulos de coloracao escura (QG).




Figura 3: Ultraestrutura do ventriculo 1 de Scaptocoris castanea. A. Visdo geral
mostrando nucleo (N) contendo grumos de cromatina condensada (Cr). Por¢ao apical
caracterizada pela presenga de microvilosidades (Mv). Nota-se uma camada de
membrana perimicrovilar (Pm) revestindo o limen (L). B. Detalhe da porcao apical
mostrando longas microvilosidades (Mv) e logo abaixo uma camada de mitocondrias (M).
C. Citoplasma contendo autofagossomos (Au) e lisossomos (Ly). D. Por¢do basal

mostrando longas dobras da membrana basal (In) contendo pequenas mitocondrias (M).

No v2 o epitélio ¢ cubico simples, com nucleo esférico e citoplasma com muitos
granulos mais acidofilos do que em v3 (Fig 4). As células digestivas ctbicas do v2
tiveram a superficie apical com microvilosidades longas e mitocondrias alongadas no
citoplasma adjacente (Fig SA). Os granulos fracamente acidofilos observados nas analises
histologicas foram caracterizadas por esferocristais de diferentes elétron-densidades (Fig
5B-C). Alguns autofagossomos foram encontrados entre os esferocristais (Fig. 5C). A
porcdo basal das células foi caracterizada por dobras da membrana plasmatica basal (Fig

5D) com aberturas para a hemocele.

Ea——
Figura 4: Seccao histologica do ventriculo 2 do intestino médio de Scaptocoris castanea.
Epitélio cubico simples e delimita o lumen (L), com nucleos esféricos (N) e citoplasma

contém granulos de coloracdo acidofila (G).
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Figura 5: Ultraestrutura do ventriculo 2 de Scaptocoris castanea. A. Porgdo apical

caracterizada por longas microvilosidades (Mv), e logo abaixo estdo presentes
mitocondrias alongadas (M). B. Visdo geral. Uma camada de células revestem o [imen
(L). Cada célula contém um nucleo com grumos de cromatina condensada (N) e muitos
esferocristais (Sc). C. O citoplasma ¢ composto por esferocristais de diferentes eletron
densidades (Sc) e autofagossomos (Au). D. Detalhe da por¢do basal contendo dobras de

membrana (In) com aberturas para a hemocele (setas).

O v3 foi caracterizado por epitélio cibico simples com citoplasma fracamente
acidofilo com nucleo volumoso com alguns grumos de cromatina condensada (Fig 6A e
7A). A superficie apical tem microvilosidades bem desenvolvidas e o citoplasma
adjacente com muitas mitocondrias (Fig 7B). No citoplasma ocorreram granulos com
diferentes elétron-densidades (Fig 7A) formados por lisossomos e esferocristais (Fig 7C).
Na regido basal da célula digestiva, as invaginacdes da membrana plasmatica formaram

canais amplos e longos (Fig 7D).
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Figura 6: Secc¢do histologica do ventriculo 3 do intestino médio de Scaptocoris castanea.
Epitélio simples e alongado com nucleos esféricos contendo grumos de cromatina

condensada (N). Citoplasma fracamente acidéfilo. Lumen (L).

Figura 7: Ultraestrutura do ventriculo 3 de Scaptocoris castanea. A. Visdo geral
mostrando nucleo volumoso (N). B. A porgao apical contém microvilosidades (Mv) com
mitocondrias associadas (M). C. Citoplasma preenchido por muitos esferocristais (Sc) e

lisossomos (Ly). D. Dobras de membrana (In) encontradas na por¢ao basal.
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O v4 do intestino médio foi formado por um sincicio alongado contendo um limen
estreito, membrana basal pregueada, com células altas mostrando citoplasma
homogeneamente acidofilo, enquanto os nticleos foram periféricos e achatados (Fig §). O
citoplasma teve pequenas estruturas acidofilas caracterizadas como sendo
autofagossomos (Fig 8B) e mitocondrias (Fig 8C) quase que totalmente preenchendo o
citoplasma destas células (Fig 9A-B). O ntcleo ¢ volumoso e um restrito citoplasma

perinuclear contendo algumas cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso (Fig 9C).
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Figura 8: A. Sec¢do histologica do ventriculo 4 do intestino médio de Scaptocoris
castanea. Sincicio alongado com muitas dobras da membrana basal contendo nucleos
periféricos (N) e citoplasma intensamente acidofilo. O lumen ¢ estreito (L). B-C O

citoplasma possui muitos autofagossomos acidéfilos (Au) e mitocondrias (M).

Figura 9: Ultraestrutura do ventriculo 4 de Scaptocoris castanea. A. Visdo geral. O
citoplasma contém muitas mitocondrias e autofagossomos (Au). B. Citoplasma
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preenchido por mitocondrias (M) e autofagossomos (Au) C. Detalhe da regido
perinuclear. O nticleo (N) contem grumos de cromatina condensada (Cr) e envolto por
reticulo endoplasmatico rugoso (Rer). Nota-se mitocondrias em sec¢des longitudinais

(M). A e B Coloragao por HE. C. Coloragao por Azul de toluidina.

Apesar dos ventriculos 1 a 4 em machos e fémeas terem ultraestrutura
semelhantes, o v5 mostrou uma diferenga singular em S. castanea. O v5 nos machos foi
pequeno e tubular, formado por células cubicas com nucleo central com grumos de
cromatina condensada e o citoplasma foi fracamente acidéfilo (Fig 10A). Nas fémeas, o
v5 foi bem desenvolvido com formato ovalado (Fig 10B). As células desta regido nas
fémeas eram grandes e alongadas delimitando um estreito limen (Fig 10B), o citoplasma
foi preenchido por granulos fortemente basofilos (Fig 10C) de natureza protéica (Fig

10D) conectados por filamentos finos. Os ntlicleos deslocados para a periferia tiveram

predominio de cromatina descondensada (Fig 10C-D).
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Figura 10: Secgdes histologicas do quinto ventriculo intestinal de Scaptocoris castanea.
A. Ventriculo 5 de machos. O ventriculo 5 fica entre o v4 e o intestino posterior (HG)
caracterizado por um pequeno grupo de células com nucleos centrais contendo grumos
de cromatina condensada e citoplasma fracamente corado. B-D. O ventriculo 5 de fémeas
¢ um bacteridcito, estrutura adaptada para abrigar microrganismos simbiontes. B. Visdo
geral mostrando a transicdo entre os ventriculos 4 (v4) e 5. Lamen (L) ¢ estreito e
circundado por células epiteliais alongadas. C-D. Detalhe de uma célula de v5 contendo
granulos basofilos e de natureza protéica (*), conectados por finos filamentos (setas). O

nucleo € periférico (N).

A ultraestrutura do v5 dos machos de S. castanea mostrou que as células tinham
microvilosidades apicais curtas e citoplasma com mitocondrias associadas as dobras
basais (Fig 11 A). A regido basal teve largas dobras da membrana plasmatica formando
canais extra-celulares longos e dilatados, associados a mitocondrias e nucleo com
cromatina condensada (Fig 11B).

Nas fémeas, as células do v5 do intestino médio foram quase que totalmente

preenchidas por bactérias intracelulares com diferentes elétron-densidades (Fig 12A) e a

presenga de algumas cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso (Fig 12B).
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Figura 11: Ultraestrutura do ventriculo 5 de machos de Scaptocoris castanea. A. Corte
transversal da superficie apical mostrando pequenas microvilosidades (Mv) e
mitocondrias espalhadas pelo citoplasma (M). B. A base destas células possuem largas
dobras basais (In) com canais extracelulares (setas). Mitocondrias (M). Nucleo com

granulos de cromatina condensada (Cr).

Figura 12: Ultraestrutura do bacteriocito (ventriculo 5) de fémeas de Scaptocoris

castanea. A. Citoplasma do epitélio do ventriculo 5 mostrando variedade de bactérias
intracelulares (*) e pilli sexual em seccdo transversal e longitudinal (setas). B. Detalhe de
duas bactérias e do reticulo endoplasmatico rugoso (Rer) e pilli sexual em corte

transversal (seta).

Uma vez identificada a ocorréncia de bactérias nas células do v5 de fémeas de S.
castanea, estas foram submetidas ao sequenciamento do rRNA 16S. No total, foram
obtidas 85.761 sequéncias brutas com comprimento minimo de 152 pb, maximo de 300
pb e média de comprimento 253 pb em todas as amostras. Apos o ajuste, filtro de
qualidade e remocdo de quimeras, 72.026 (média 24.009 + 6.503 das amostras)

sequéncias foram obtidas (Tabela 1).
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O indice de Good’s foi > 99% para todas as amostras e a curva de rarefagdo
demonstrou que todas as amostras atingiram o platd, indicando que o esfor¢co de
sequenciamento foi suficiente para cobrir a diversidade bacteriana (Tabela 1 e Figura 13).
Tabela 1: Dados do sequenciamento do gene 16S rRNA para caracterizacdo da

comunidade bacteriana do ventriculo 5 de fémeas de Scaptocoris castanea.

indice de Depois da trimagem Depois da normalizacio
Good’s Sequéncias  OTUs Sequéncias OTUs
Amostra 1 > 0,99 31.517 69 20.202 69
Amostra 2 > 0,99 20.202 44 20.202 44
Amostra 3 > 0,99 20.307 50 20.204 50
75
Amostra 1
60-
- Amostra 3
E ] Amostra 2
2 30
15
0 . . ; .
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Numero de sequéncias

Figura 13: Curva de rarefacdo do sequenciamento do gene 16S rRNA para caracterizacao

da comunidade bacteriana do ventriculo 5 de fémeas de Scaptocoris castanea.

A analise taxonomica da comunidade bacteriana revelou 94 OTUs (Média 54 +
13 por amostra apos normalizacao) que foram identificados em cinco filos, nove classes,

15 ordens, 28 familias e 47 géneros (Fig 14). Aproximadamente 24,45 (+ 1,64 %), 24,45
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(* 1,64 %), 55,23 (= 3,73 %) das OTUs nado foram classificadas para nenhuma ordem,
familia e género, respectivamente.

Proteobacteria representou o filo predominante com abundancia relativa de 56,33
(* 3,94 %), seguido de Firmicutes (33,28 + 6,75 %) e Bacteroidetes (8,96 + 4,10 %). A
classe Gammaproteobacteria foi a mais representativa com 50,88 + 4,00% das amostras,

com 20,22 + 3,73 % na familia Enterobacteriaceae (Tabela 1).
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Figura 14: Composic¢ao bacteriana em nivel de filo (A), classe (B), ordem (C) e familia

(D) nas amostras sequenciadas do ventriculo 5 das fémeas de S. castanea.

Tabela 2: Composi¢do taxondmica da comunidade bacteriana do ventriculo 5 de fémeas

de Scaptocoris castanea. “Outros” correspondem a soma dos taxa que foram observados

€m apenas uma das amostras.
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Nivel Hierarquico Taxa Abundéncia relativa (%)

Filo Proteobacteria 56,33 +£3,94
Firmicutes 33,28+ 6,75

Bacteroidetes 8,96 +4,10

Outros 1,42+ 1,24

Classe Gammaproteobacteria 50,88 + 4,00
Clostridia 24,48 + 4,29

Bacteroidia 8,96 +4,10

Alphaproteobacteria 5,45+0,79

Erysipelotrichia 4,11 +1,93

Bacilli 3,72 £2,00

Outros 2,39 £0,46

Ordem Clostridiales 24,48 + 4,29
Enterobacteriales 20,22 + 3,73

Bacteroidales 7,24 + 3,67

Rickettsiales 4,96 + 0,90

Erysipelotrichales 4,11+1,93

Lactobacillales 3,72 +£2,00

Betaproteobacteriales 2,39+ 0,46

Pseudomonadales 2,39+ 0,46

Flavobacteriales 1,72+ 1,53

Outros 4,30+ 0,28

Nio classificados 24,45 + 1,64

Familia Enterobacteriaceae 20,22 + 3,73
Ruminococcaceae 8,99 +£4,32

Lachnospiraceae 7,26 2,73

Clostridiaceae 1 6,60 + 1,82

Anaplasmataceae 4,96 + 0,90

Erysipelotrichaceae 411+£1,93

Prevotellaceae 3,81 +0,84

Burkholderiaceae 2,39+ 0,46

Enterococcaceae 1,91 £0,42

Pseudomonadaceae 1,91+ 0,42

Bacteroidaceae 1,42+1,24

Tannerellaceae 1,24 +1,15

Weeksellaceae 1,24 £1,15

Streptococcaceae 1,15+ 1,03
Peptostreptococcaceae 1,15+ 1,03

Outros 7,17+1,38
Nio classificados 24,45 + 1,64

Género Clostridium sensu stricto 1 4,96 + 0,90
Wolbachia 4,96 £ 0,90

Prevotella 9 3,06 £ 0,87



Enterococcus 1,97 £0,42
Ruminococcus 2 1,91 £0,42
Ralstonia 1,91 +£0,42
Escherichia-Shigella 1,91 £0,42
Pseudomonas 1,91 £0,42
Bacteroides 1,42 +1,24
Parabacteroides 1,24 £ 1,15
Chryseobacterium 1,24 £ 1,15
Faecalibacterium 1,24 +£1,15
Catenibacterium 1,24 £ 1,15
Romboutsia 1,15+ 1,03
Turicibacter 1,15+ 1,03
Outros 13,56 +£ 0,48

Nao classificados 55,23 £3,73

DISCUSSAO

O intestino médio dos insetos fitéfagos sugadores ¢ adaptado a sua dieta liquida
com o alimento levando pouco tempo para atravessar o intestino. Em S. castanea o
intestino médio ¢ longo e dividido em cinco ventriculos bem definidos, provavelmente
para otimizar a digestdo, tornando facil a diferenciacdo de cada um dos ventriculos. Em
Triatoma infestans Klug, 1835 o intestino médio possui quatro ventriculos (Burgos e
Gutiérrez 1976), assim como em Dysdercus peruvianus (Silva et al 1995) e trés
ventriculos em Cimex hemipterus Fabricius, 1803 (Azevedo et al 2009).

Os cinco ventriculos de S. castanea tem diferengas ultraestruturais, sugerindo
diferentes fungdes/especializacdes entre eles. No vl as células sdo ricas em
autofagossomos, tendo o apice com microvilosidades longas e a membrana plasmatica
basal com dobras largas a com mitocondrias associadas, morfologia semelhante a do
intestino médio de Coptosoma scutellatum Geoffroy, 1785 (fitofago), Nabis rugosus
Linnaeus, 1758 e Himacerus apterus Fabricius, 1789 (zodfagos) mostrando que a
ultraestrutura pode aparentar similaridades estruturais dentro do mesmo grupo
independente do habito alimentar (Santos et al 2017). A presenca dos muitos
autofagossomos indica que ha alta atividade de reciclagem de componentes celulares

(Couch e Mills 1967) o que caracteriza um 6rgao com metabolismo intenso.
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O vl parece ainda ter fungdo no transporte de agua e ions e absor¢ao de nutrientes,
indicada pelas largas dobras basais e pelas microvilosidades apicais (Silva et al 1995,
Azevedo et al 2009, Santos et al 2017). A absor¢do de 4gua nos Hemiptera depende da
transferéncia da agua do lumen para as células do intestino médio gerando um gradiente
osmotico usado como forga motriz para o transporte transmembrana de compostos € ions
através de simportes apropriados na membrana apical € na membrana perimicrovilar. A
absor¢do de 4gua ocorre quando Mg®"-ATPase e Na'K'-ATPase associadas com as
membranas perimicrovilares e microvilares estdo envolvidas com o transporte ativo de
ions do lumen e espago perimicrovilar para as células do intestino médio (Albuquerque-
Cunha et al 2009). Com isso ocorre também a absor¢ao de compostos organicos, como
agucares ¢ aminoacidos através de carreadores uniportes ou acido-cation simportes
proteicos presentes na membrana perimicrovilar (Terra et al 2006).

Para a entrada da agua nas células do intestino médio, as dobras basais que estao
em contato direto com a hemolinfa constituem um compartimento extracelular que tem
acesso restrito a hemolinfa, permitindo a concentragdo de solutos nesta area gerando um
gradiente osmotico em relagdo ao limen, o que promove a absor¢ao de dgua (Cavalcante
e Cruz-Landim 1999, Terra et al 2006). A associacao das dobras basais com mitocondrias,
como observado no vl de S. castanea, permite transporte ativo de agua intracelular para
a hemolinfa (Burgos e Gutiérrez 1976). Em D. peruvianos o v1 ¢ responsavel pela
digestao de carboidratos e pela absorcao de dgua (Silva et al 1995).

Os ventriculos v2 e v3 de S. castanea tem ultraestrutura similar, com longas
microvilosidades apicais com muitas mitocondrias enfileiradas no citoplasma apical,
citoplasma com muitos esferocristais e alguns lisossomos e regido basal com dobras da
membrana plasmatica formando compartimentos largos. Esta ultraestrutura foi similar ao

intestino médio anterior do percevejo C. hemipterus (Azevedo et al 2009). A organizagado
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enfileirada das mitocondrias abaixo da borda estriada apical indica troca metabdlica com
transporte ativo (Burgos e Gutiérrez 1976).

Os esferocristais sao granulos citoplasmaticos esféricos no qual o conteudo
mineral assume a forma de laminag¢do concéntrica ¢ sao encontrados em células de
diferentes 6rgaos de invertebrados (Pinheiro et al 2008). Nos insetos, eles s3o comumente
encontrados no intestino médio (Azevedo et al 2009, Guedes et al 2007, Del Bene et al
1991, Santos et al 2017) e nos tibulos de Malpighi (Gongalves et al 2018). Eles ocorrem
em Heteroptera com habitos alimentares fitéfagos, zoofagos (Santos et al 2017) e
hematofagos (Azevedo et al 2009). Pinhero e colaboradores (2008) mostraram a
prevaléncia dos esferocristais na por¢do anterior do intestino médio de Diatraea
saccharalis Fabricius 1794, assim como ocorre em S. castanea. Apesar da fungdo dos
esferocristais ndo estar completamente esclarecida, estudos sugerem que tenham fun¢ao
de absorc¢do e estoque de substincia como ions fosfato de célcio, magnésio e potassio,
acido urico, ferro, cadmio, proteinas e polissacarideos (Lehane e Billingley 1996, Guedes
et al 2007) tendo papel importante na homeostase i6nica (Terra et al 2006). Também
podem estar relacionados a excre¢ao de ions e detoxificagdo, principalmente de metais
pesados (Gongalves et al 2018); servem como indicativo de ingestdo de comida e podem
ser decorrentes da idade dos insetos (Sohal et al 1977).

A presenca de membrana perimicrovilar em v3 pode indicar que ha digestdo de
proteinas e carboidratos nesta regido, pois na maioria dos Hemiptera existem enzimas
digestivas integrais na membrana perimicrovilar, como aminopeptidase, fosfatase
alcalina, carboxipeptidase, dipeptidase e a-glucosidase (Terra et al 2006). Todo intestino
médio pode apresentar atividade enzimatica envolvida na digestdo; estas atividades
variam de acordo com a espécie e com a regido do intestino. Em Brontocoris tabidus
Signoret 1863, a atividade de tripsina estd presente em todas as regides, amilase nas

regides anterior e posterior com baixa atividade na por¢ao média do intestino médio, e a
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atividade de lipase foi significativa apenas na regido anterior (Guedes et al 2007). A
similaridade na ultraestrutura de v2 e v3 de S. castanea indicam que estas regioes
compartilham as fungdes de absor¢do de nutrientes € homeostase iOnica.

No v4 de S. castanea, ndo foram observados limites entre células adjacentes
caracterizando esta regido como um sincicio, descrito pela primeira vez no intestino de
Hemiptera, cuja ultraestrutura sugere fungdo na absor¢do de nutrientes por transporte
ativo, absorcao de ions e produgdo de proteinas, visto que foi rico em mitocondrias, e
presenca de ntcleos desenvolvidos circundados por cisternas de reticulo endoplasmaético
rugoso. A formag¢do de sincicios ricos em mitocondrias ¢ comum nas papilas anais de
mosquitos com a fun¢do de osmorregulacdo (Edwards e Harrison 1983), o que poderia
estar acontecendo no v4 de S. castanea, pois por se alimentar de seiva que € composta
por pequenas quantidades de aminoacidos, aclicares e ions, as mitocondrias seriam as
responsdveis por fornecer energia na forma de ATP para o transporte ativo destas
substancias. A intensa atividade metabolica das mitocondrias pode resultar na formagao
de espécies reativas de oxigénio, aumentando o estresse oxidativo no 6rgao, o que induz
o processo de autofagia como uma via de reciclagem de compostos celulares (Scherz-
Shouval et al 2007, Chen et al 2009) e de sobrevivéncia das células (Madeo et al. 2015).

O v5 apresentou diferencas marcantes na morfologia celular entre machos e
fémeas, o que indica diferentes funcdes dessa regido intestinal para esses insetos. Nos
machos, as células possuem superficie apical com microvilosidades, citoplasma com
mitocondrias e membrana plasmatica basal com dobras longas e com muitas aberturas
para hemocele. A presenca destas longas dobras na membrana basal das células de v5 de
machos, assim como nas regides posteriores do intestino médio de insetos, indicam
fun¢do o transporte de dgua da hemolinfa para a célula, fluxo contrario do que observado
nas regides anteriores do intestino médio (Fialho et al 2013). Enquanto nas fémeas, o v5

¢ formado por um grande bacteriocito, capaz de abrigar muitas bactérias intracelulares.
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Desta forma, este ¢ o primeiro relato de dimorfismo sexual no intestino médio de
Hemiptera.

A ocorréncia de bacteridcitos no v5 de fémeas de S. castanea, indica uma possivel
necessidade de complementacgao nutritiva nestes insetos. A seiva tem em sua composicao
mais carboidratos do que aminoacidos, sendo que a propor¢ao de aminoacidos essenciais
para os nao essenciais chegam a 1:20 (Douglas 2006). E esta propor¢ao nao ¢ suficiente
para o desenvolvimento do fitéfago. Para compensar uma dieta pobre em nutrientes
estima-se que 10% dos insetos se beneficiam de associagdes com microorganismos que
geram para 0os mesmos nutrientes para o crescimento e na reproducao (Chapman 2013).

Nos Hemiptera, os microrganismos associados no intestino dos afideos sdo os
mais estudados. A bactéria simbionte Buchnera aphidicola, uam gammaproteobacteria,
que ao longo da evolugdo perdeu a capacidade de sintetizar aminodcidos ndo essenciais e
apesar do seu pequeno genoma, tem genes que codificam a maioria das enzimas da via
biossintética para aminodcidos essenciais (Douglas 2006, Moran 2007). Dentro de
Heteroptera bactérias simbiontes sdo encontradas no intestino de Cimicomorpha e
Pentatomomorpha, principalmente em criptas da regido posterior do intestino médio
(revisdo em Kikuchi 2009).

No v5 de fémeas de S. castanaea, o género Wolbachia foi o segundo mais
abundante. Essas bactérias sdo comumente encontradas nos Arthropoda, sendo
intracelulares obrigatdrios e herdados maternalmente, conhecidos por influenciar o fitness
do hospedeiro, incluindo longevidade, fertilidade e fecundidade (Clark 2007). Elas estao
presentes nos ovarios da cigarrinha Laodelphax striatellus Fallén, 1826, contribuindo
para o aumento da fecundidade (Guo et al 2018). Wolbachia pode atuar como parasita
reprodutivo, manipulando a biologia reprodutiva do hospedeiro para aumentar sua propria
transmissdo, através da feminizagdo, partenogése, na morte dos machos ou impossibilitar

os machos infectados de fertilizar ovos (Ambika e Rajagopal 2018).
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Outra bactéria presente no v5 de S. castanea ¢ Ralstonia sp, que tem sido reportada
como agente causador da doenga murcha bacteriana em mais de 200 familias de plantas
(Chen et al 2019), incluindo as culturas de batata, arroz, trigo, (Elazouni et al 2019) e
amendoim (Wang et al 2018), sugerindo que o percevejo castanho pode ser um potencial
vetor desta doenga, o que torna esta praga um importante alvo para pesquisas sobre seu
controle populacional e reprodugao.

Apesar da microbiota em Hemiptera ser bem estudada, este ¢ o primeiro trabalho
que mostra um dimorfismo sexual em intestino de insetos desta ordem, evidenciado pela
presenca de um bacteriocito em fémeas de S. castanea. Essa regido intestinal foi capaz de
abrigar diversos tipos de bactérias. Identificamos que além das gammaproteobactérias, o
bacteriocito abriga membros da familia Enterobacteriaceae, e os géneros Enterococcus,
Bacteroides, Clotridium. Tais microrganismos sdo conhecidos pelo papel de fixacdo
simbidtica do nitrogénio gasoso e que podem ser importantes para a nutricdo dos
Atrhopoda (Nardi et al 2002). Como a produ¢do de ovos envolve alocacdo de muita
energia e proteina (Fowler e Partridge 1989, Yanagi e Miyatake 2003, Toh et al 2006), a
associagdo com simbiontes por parte das fémeas pode ter sido favoravel, no sentido de
garantir a producdo de ovos, € como consequéncia manter o fitness reprodutivo. Assim
sugerimos que os microrganismos encontrados em S. castanea podem estar associados na
producdo de vitaminas e aminoacidos essenciais, sendo esses utilizados para viabilizar a
reprodugao.

Nos bacteriocitos de S. castanea ocorrem filamentos ligando as bactérias,
estruturas denominadas pili sexuais. Estas estruturas nas bactérias tém funcdo de
possibilitar a transferéncia genica entre os individuos, aumentando assim a variabilidade
das bactérias. Além disso, os pili sexuais podem atuar na transferéncia direta de
aminodcios entre a comunidade bacteriana em ambiente pobre em nutrientes (Pande et al

2014), como ¢ o caso da seiva que tem poucos aminodcidos essenciais em sua
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composi¢ao. Supomos que as bactérias sao transmitidas para a prole através de uma
transferéncia vertical dos microrganismos, as fémeas colocam os ovos € 0s contaminam
com um pouco de bactérias e quando a ninfa eclode, os ovos sdo sua primeira fonte de
alimento, como sugerido para ocorrer em outros insetos (Toh et al 2006, Moran 2007,
Kikuchi 2009).

Os resultados aqui obtidos indicam que S. castanea assim como outros Hemiptera
fitofagos estd adaptado a uma dieta de seiva pobre em nutrientes e muito diluida com o
intestino médio especializado na absor¢ao de nutrientes € no transporte de dgua com a
finalidade de concentrar o alimento diluido. Além disso, ¢ demonstrado pela primeira vez
dimorfismo sexual no intestino médio de Heteroptera. Por fim, o ventriculo 5 de S.
castanea pode ser foco de novas pesquisas como alvo de estratégias no controle biologico

dessas fémeas de hébito subterraneo que atacam lavouras de soja, algoddo e pastagem.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo morfolégico das glandulas salivares e do intestino médio de um
representante da familia Cydnidae Scaptocoris castanea, mostrou que as glandulas
salivares deste inseto possuem funcdo secretora com saliva de natureza lipoprotéica. A
glandula salivar acessoria tem pequenas células na base do epitélio com formato conico,
uma estrutura inédita para a os Hemiptera e que estd envolvida na sintese protéica. Ja o
intestino médio mostrou inédito dimorfismo sexual com ventriculo 5 das fémeas adaptado
em um bacteriocito, estrutura que abrigou uma diversidade de bactérias simbiontes, que
apresentam funcao de fixagdo do nitrogénio, e fornecem ao hospedeiro aminoacidos
esséncias e vitaminas. A organizagdo de um sincicio nos ventriculo 4 também foi descrita
pela primeira vez em Hemiptera. As demais quatro regides do intestino médio sdo
similares entre os sexos, ¢ apresentam fun¢do de absor¢do de nutrientes, digestdo,

transporte de agua e estoque ions.
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