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RESUMO

BARCELLOS, Marcelo Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2018
Morfologia dos espermatozoides dos HemipterBalbulus maidis (DeLong & Wolcott, 1923)
(Cicadellidae), Collaria oleosa (Distant, 1883)e Prepops zetterstedti (Stal, 1860) (Miridae).
Orientador: José Lino Neto.

A ordem Hemiptera compreende um grupo diversificado de insetos com cerca de 89 mil espécies
descritas e agrupadas nas quatro subordens: Heteroptera, Sternorrhyncha, Coleogrhyncha
Auchenorrhyncha. Esta ultima possui mais de 25 mil espécies descritas dentro de duas grandes
infraordens: Cicadomorpha (Cercopoidea, Cicadoidea e Membracoidea) e Fulgoromorpha
(Fulgoroidea). A subordem Heteroptera € dividida nas infraordens: Enicocephalomorpha,
Dipsocoromorpha, Gerromorpha, Nepomorpha, Leptopodomorgtentatomomorphae
Cimicomorpha. Ela possui mais de 400 mil espécies descritas que podem ser predadoras, fitéfagas
e hematoéfagas caracterizando essa subordem como de importancia econémica e de saude publica
As relacdes filogenéticas dentro dos Auchenorrhyeclos Heteroptera ainda sdo temas de muito
debate. O conhecimento da biologia reprodutivaa endrfologia dos espermatozoides podem
contribuir para estudos taxonémicos e filogenéticos dessas duas subordens. Nesse contexto, no
presente trabalho descrevemasando as microscopias de luz e eletrbnica de transmissao, a
estrutura e ultraestrutura dos espermatozoidd3atiaulus maidise Collaria oleosae Prepops
zetterstedti No primeiro capitulo, noés redescrevemos os espermatozoidbs meidis que

mediram de 118,128,5 pm de comprimento, sendo este valor cerca de trés vezes menor do que

o descrito anteriormente. A regido da cabeca é formada por acrossomo e ndcleo. O aérossomo
paracristalino e tem a base bifurcada que estéa encaixada em duas cavidades em um lado da regiao
anterior do nucleo. O nucleo mediu 19289 um de comprimento €, em corte transversal, exibiu

a forma de meio lua com uma fina projecéo central, mas nas extremidades ele se mostrou oval. O
flagelo consist de um axonema com 9+9+2 microtibulos, dois derivados mitocondriais
simétricos, dois corpos acessoOrios associados a uma pequena estrutura sub-elipsoidal e um
"material centro-flagelar’A porcao final do flagelo de todos os espermatozoides era ramificada
em trés filamentos. No segundo capitulo nés caracterizamos morfologicamente o0s
espermatozoides de dois percevejos da familia Mirid@aepleosa e P. zetterstedti Os
espermatozoides de. oleosae P. zetterstedtimediram 171,3tme 276,0 um de comprimento,

dos quais 24,dme 27,2 um represearam o nucleo, respectivamente. Em ambas espécies, essas
células apreseatam na regido de cabeca um acrossomo e nucleo, e no flagelo um axonema de
9+9+2 microtubulos e dois derivados mitocondriais simétricos. & oleosa ndo em P.

zetterstedtio acrossomo é revestido por uma espessa camada de material denso. Na transicao

Vii



nucleo-flagelo das duas espécies foi observado um longo adjunto do centriolo cilindrico formando

uma ponte entre nucleo e os componentes flagelares, essa caracteristica € exclusiva para Miridae.
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ABSTRACT

BARCELLOS, Marcelo Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2018.
Morphology of spermatozoa of HemipteraDalbulus maidis (DeLong & Wolcott, 1923)
(Cicadellidae),Collaria oleosa (Distant, 1883)and Prepops zetterstedti (Stal, 1860 Miridae).
Adviser: Jose Lino Neto.

The order Hemiptera comprises a diverse group of insects with about 89 thousand species
described and group in four suborders: Heteroptera, Sternorrhyncha, Coleorrhyncha and
Auchenorrhyncha. The latter has more than 25 thousand species described within two major
infraorders: Cicadomorpha (Cercopoidea, Cicadoidea and Membracoidea) and Fulgoromorpha
(Fulgoroidea). The suborder Heteroptera is divided in the infraordens: Enicocephalomorpha,
Dipsocoromorpha, Gerromorpha, Nepomorpha, Leptopodomorpha, Pentatomomorpha and
Cimicomorpha. It has more than 400 thousand spedessribed that can be predatory,
phytophagous and hematophagous, characterizing this suborder as of economic importance and
public health. Phylogenetic relationships within Auchenorrhyncha and Heteroptera are still
subjects of much debate. The knowledge of reproductive biology and morphology of spermatozoa
can contribute to taxonomic and phylogenetic studies of these two suborders. In this context, the
present work described, using light microscopy and transmission electron microscopy, the
structure and ultrastructure of spermatozod@afbulus maidis Collaria oleosaand Prepops
zetterstedtiIn the first chapter, we redescribed the spermatoz@a afaidis which measured
118.1428.5 um in length, being about three times smaller than that previously described. The

head region is formed by acrosome and nucleus. Acrosome is paracrystalline and has a bifurcated
base which was docked in two cavities on one side of the anterior region of the nucleus. The
nucleus measured 1922-9 um in length and, in cross section, showed a half-moon shape with a

thin central projection, but at the extremities it was oval. The flagellum consisted of an axonema
with 9+9+2 microtubules, two symmetrical mitochondrial derivatives, two accessory bodies
associated with a small sub-ellipsoidal structure grénger-flagellar material’. The final portion

of the flagellum of all spermatozoa was branched into three filaments. In the second chapter, we
morphologically characterized the spermatozoa of two Miridae KugdeosaandP. zetterstedti

The spermatozoa @&. oleosaandP. zetterstedtineasured 171.3 um and 276.0 um in length, of

which 24.7 pm and 27.2 um represented the nucleus, respectively. In both species, the head region
presented acrosome and nucleus, and in the flagellum an axoneme of 9+9+2 microtubules and two
symmetrical mitochondrial derivatives. Only @. oleosa not in P. zetterstedtiacrosome is

coated by a thick layer of dense material. In the nucleus-flagellum transition of the two species a



long cylindrical centriole adjunct forming a bridge between the nucleus and flagellar components

was observed, this feature is exclusive to Miridae.



1. Introducao

1.1. A ordem Hemiptera

A ordem Hemiptera compreende um grupo diversificado de insetos os quais variam
consideravelmente em tamanho e forma do corpo, das asas e dasenteciak de vida e no
hébito alimentar. Atualmente séeconhecidas cerca de 89 mil espécies distribuidas por todo o
mundo (Rafael et al., 2012). Os Hemiptera sdo um grupo monofilético que se distingue dos outros
insetos por possuirem pecas bucais adaptadas a perfuracdo e succao, alojadas em uma longa
tromba ou bico (rostrum), tanto na fase de ninfa como na fase adulta (Schuh e Slater, 1995). S&o
reconhecidas quatro subordeHgteroptera, Sternorrhynch@oleorrhyncha Auchenorrhyncha
(Bourgoin et al., 1997; Cryan e Urban, 2012; Grazia et al., 2012). A diversidade da ordem esté
relacionada a radiacdo das angiospermas e a eficiéncia na alimentacdo em plantas se da gracas a

estruturas das pecas bucais, que também possui algumas pré-adaptacfes para a predacao.

1.2.A subordem Auchenorrhyncha

A subordem Auchenorrhyncha possui mais de 25 mil espécies descritas, com a maioria
delas alimentando-se de fluidos de plantas. Os Auchenorrhyncha estdo distribuidas em duas
grandes infraordens: Cicadomorpha (Cercopoidea, Cicadoidea e Membracoidea) e
Fulgoromorpha (Fulgoroidea) (Grimaldi e Angel, 2005; Cryan e Urban, 2012).

A condi¢do monofilética da subordem Auchenorrhyncha tem sido alvo de muita discussao,
por exemplo, Goodchild (1996) a partir de dados morfolégicos do intestino, considera a subordem
parafilética e indica uma relacdo proxima de Fulgoromorpha com Heteroptera. Da mesma forma,
Hamilton (1981), reforga a parafilia de Auchenorryncha. Entretanto, a monofilia dessa subordem
tem sido suportada utilizando dados morfolégicos das antenas (Grimaldi e Angel, 2005) e dados
moleculaes(Cryan e Urban, 2012). Contudo Letsch et al. (2012) julga que essas rela¢cées nao sao

claras e, portanto, ainda sédo alvos de questionamentos.

1.3. A subordem Heteroptera

A subordem Heteroptera foi dividida em sete infraordens: Enicocephalomorpha,
Dipsocoromorpha, Gerromorpha, Nepomorpha, Leptopodomorpha, mPeotatcpha e
Cimicomorpha (Li et al., 2012). Esta subordem, também conhecida como percevejos, representa
o grupo de insetos endopterigotos e ndo holometabolos mais diversificado dentro de Hemiptera,
apresentando mais de 40 mil espécies (Weirauch e Schuh, 2011). A maioria dos Heteroptera

fitéfaga, se alimentando de sewéde outros fluidos produzidos pelas plantas. Entretanto existem



espécies que se alimentam de sangue (hematofagos) ou, ainda, que sdo predadoras de outros
insetos (entoméfagos) (Triplehorn e Jonhson, 2005). A existéncia de espécies que causam danos

as culturas agricolas e espécies que transmitem doencas ao homem e animais domésticos (Rafael
et al., 2012) caracteriza essa subordem de percevejos como de importancia econdmica e de saude

publica.

1.4. A morfologia geral dos espermatozoides em insetos

Os espermatozoides de insetos séo, em geral, muito longos e finos, que podem variar de
1,7 um de comprimento, como eReticulitermes lucifugu@Baccetti et al., 1981), a 58.0Q,
como emDrosophila bifurca(Pitnick et al., 1995). Geralmente é possivel distinguir a regido da
cabeca da regido do flagelo, mesmo elas exibindo aproximadamente o mesmo diametro. A regido
de cabeca compreende geralmente o acrossomo e 0 nucleo, enquanto a regido de flagelo é
constituida por: um axonema, geralmente dois derivados mitocoreddiais corpos acessorios
Na regido de transi¢do nucleo-flagelo em geral € observado um material denso chamado de
adjunto do centriolo.

Segundo Jamieson et al. (1999), os espermatozoides sao certamente o tipo celular com
morfologia mais diversa nos insetos. Por isso, as caracteristicas estruturais e ultraestruturais dessas
células vém sendo amplamente utilizadas em diversos estudos taxondmicos e filogenéticos de
Varios grupos animais, incluindo os insetos (Dallai e Afzelius, 1990, 1995; Jamieson et al., 1999
Lino-Neto e Dolder, 2001; Dallai et al., 2002, 2004; Alves et al., 2006; Mancini et al., 2006, 2009).
Pois os espermatozoides oferecem um conjunto de caracteres nao tradicionais, uma vez que as
pressbes seletivas exercidas sobre eles sdo distintas daquelas que atuam sobre as estruturas
somaticas dos individuos que os produzam.

Na subordem Auchenorrhyncha, estudos sobre a ultraestrutura dos espermatozoides tém
sido publicados com espécies das familias Cicadellidae (Cruz-Landim e Kitajima, 1972; Zhang e
Dai, 2012; Su et al., 2014; Vitale et al., 2016), Cicadidae (Kubo-Irie et al., 2003; Chawaniji et al.,
2005 e 2006), Aethalionidae (Araujo et al., 2010) e Cercopidae (Hodgson et al., 2016). Ja em
Heteroptera, os trabalhos foram com representantes das familias: Lygaeidae (Barker e Reiss,
1964 Dallai e Afzelius, 1980 ), Gerridae (Tandler e Moriber, 1966), Pentatomidae (Philips, 1970;
Trandaburu, 1973; Fernandes e Bao, 1998; Araujo et al., 2011; Dias et a),,Neftbectidae
(Afzelius et al., 1976; Novais et al., 2017), Nepidea, Coreidae, Lygaeidae, Corixidae, Cimicidae,
Hidrometridae (Dallai e Afzelius, 1980; Lee, 1991; Lee e Lee, 19R8)uviidae, (Bao e
DeSouza, 1994; Dolder, 1998affa et al., 2017)Pyrrhocoridae (Dallai e Afzelius, 198@ercati



et al., 2009,); Largidae (Araujo et al., 2012) e Anthocoridae (Santos e Lino-Neto, 2018). Como
pode observar acima, ainda ndo ha qualquer informacéo sobre a morfologia de espermatozoides
de representantes da familia Miridae.

Considerando exposto acima, o presente estudo teve como objetivo: No capitulo 1
redescrever a estrutura e ultraestrutura dos espermatozoidedDalirilus maidis
(Auchenorrhyncha: Cicadellidae: Deltocephalinae) e, no capitulo 2, fazer a cara@terizac

morfolégica dos espermatozoides de dois individuos representantes da familia Miridae.
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2. Objetivos

Descrever a morfologia dos espermatozoidesDaébulus maidis (Auchenorrhyncha,
Cicadellidae) e de duas espécies de Miridae (Heteroptera, Cimicomorpha), contribuindo com
informacdes que para auxiliar na compreensao da biologia reprodutiva e sistematica destes grupo

de insetos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The corn leathopper, Dalbulus maidis, which is one of the most important vectors of maize diseases, had the
morphology of its spermatozoa described more than 40 years ago. However, the description is imprecise, re-
quiring certain rectifications. Hence, we re-describe the sperm morphology of this species using light microscopy
and transmission electron microscopy. Their spermatozoa measured from 118.1 to 128.5 um in length, this value
being about three times smaller than what was previously described. The head region is formed by a small
acrosome and the nucleus. The acrosome is paracrystalline and has the bifurcated base that is docked in two
cavities on one side of the anterior region of the nucleus. The nucleus, which is linear and thin, measured from
19.3 to 22.9 ym in length, and exhibited homogeneously compact chromatin. In cross-section, it has a thumbtack
shape, except in the anterior and posterior regions, where it is oval. The flagellum consists of an axoneme with
9 + 9 + 2 microtubules, two similar mitochondrial derivatives, two accessory bodies each associated with a
small sub-ellipsoidal structure, and a ‘center-flagellar material’. In all the spermatozoa observed, the final
portion of the flagellum was branched into four filaments. Some of these morphological features are now being
re-described, while others have been observed for the first time in the Cicadellidae family, as the center-flagellar
material.

Keywords:

Corn leafhopper
Sperm ultrastructure
Membracoidea
Cicadomorpha

1. Introduction

Cicadellidae is one of five families of Membracoidea, which together
with Cercopoidea and Cicadoidea constitute the infraorder
Cicadomorpha, and this, together with the Fulgoromorpha, form the
suborder Auchenorrhyncha.

The cicadellids, the largest family of hemimetabolous insects, are
economically important because they are plant-sucking insects. This
family is composed of approximately 25,000 species in more than 3200
genera that are distributed worldwide (Dietrich, 2005). The corn leaf-
hopper, Dalbulus maidis (Delong and Wolcott), is the vector of patho-
gens of major importance in many tropical regions of Latin America,
generating several phytosanitary problems (Nault and Rodriguez, 1985;
Hruska and Peralta, 1997; Krinsky, 2002). Considering this spittlebug
to be one of the major vectors of corn disease, Cruz-Landim and
Kitajima (1972) described the morphology of their sperm more than 40
years ago. Recently, while observing the morphology of these cells, we
noticed some features not yet described, and some others very dis-
cordant to those described by those authors.

There are still a few Auchenorrhyncha species with the sperm
morphology described so far. However, it is already observed that in
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this suborder of Hemiptera, the sperm cells exhibit unique character-
istics such as the existence of branches at the flagellum tip, and the
acrosome with the bifurcate base. Zhang and Dai (2012), Su et al.
(2014), and Vitale et al. (2016), described the sperm morphology of
some species of Deltocephalinae, including: Cicadella viridis (Linnaeus),
Psammotettix striatus (Linnaeus), Exitianus nanus (Distant), and Balclutha
brevis (Lindberg), where comparisons were made with other Cica-
dellidae, as well as with other Auchenorrhyncha. However, the general
knowledge of this cellular type for this group still remains little ex-
plored. In this work we re-describe the sperm morphology of D. maidis,
adding information to the description made by Cruz-Landim and
Kitajima (1972), with the intention of contributing to future taxonomic
and phylogenetic studies of this suborder of Hemiptera insects.

2. Materials and methods
2.1. Obtaining insects
Adult males of D. maidis were collected in the experimental corn

field of Universidade Federal de Vicosa, in the municipality of Vicosa,
Minas Gerais State, Southwestern Brazil (20°46704.2”S 42°51°20.8”W).

Dias), linoneto@ufv.br (J. Lino-Neto).
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Six voucher specimens were deposited in the entomological collection
of the Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ,
Brazil.

2.2. Light microscopy (LM)

For obtain the histological sections, seminal vesicles were dissected
and fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer at pH 7.2
and post-fixed in 1% osmium tetroxide in the same buffer, for 2 h. They
were then dehydrated in increasing alcohol series and embedded in
Historesin (GMA, Leica). Semithin sections (2um) were stained with
Harris haematoxylin for 15 min, washed in running water for 10 min,
stained with eosin for 1 min, rapidly rinsed in tap water and mounted in
Entelan (Merck). The analysis and photographs were made with an
Olympus BX-60 microscope. For the morphometric description, sper-
matozoa extracted from the seminal vesicles of five individuals were
spread on histological slides in the presence 0.1 M sodium phosphate
buffer, pH 7.2, and fixed with 4% paraformaldehyde for 15-20 min at
room temperature. The slides were then washed in running water,
distilled water, and dried at room temperature. To measure total sperm
size, some slides were stained with Giemsa for 15 min, then washed in
running water and dried at room temperature. The analysis and the
photographs were made using an Olympus BX-60 microscope with
Olympus Q-Color 3 digital camera attached. To measure the length of
the nuclei, two preparations from each individual were stained with
DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole) 0,2pg/ml in sodium phosphate
buffer for 20 min, then washed in running water and set up with 50%
sucrose. These spermatozoa were photographed with an epi-
fluorescence microscope (Olympus, BX-60) equipped with BP360-
370 nm filter. All measurements were taken using the image analysis
program, Image Pro-Plus, totalling 50 sperm and 50 nuclei measured.

2.3. Transmission electron microscopy (TEM)

For the ultrastructural description of the sperm, seminal vesicles of
five adult males of D. maidis were dissected 0.1 M sodium phosphate
buffer, pH 7.2, and fixed for 24 h in 2.5% glutaraldehyde solution, 0.2%
picric acid, 2% sucrose and 5mM CaCl, in 0.1 M sodium cacodylate
buffer. Then the material was washed with the same buffer, post-fixed
in 1% osmium tetroxide solution for 2 h, dehydrated in increasing series
of acetone, infiltrated and included in epoxy resin (Epon 812). Ultrathin
sections (~70nm) were routinely contrasted with uranyl acetate and
lead citrate. All images were taken in a TEM Zeiss EM109, operating at
80 kV, at the Center for Microscopy and Microanalysis at UFV.

3. Results

The D. maidis sperm were slender and long, with an overall length of
121.90 + 2.32 (118.13-127.45) ym (n = 50; Fig. 1A). In the seminal
vesicles, they were observed in bundles joined at the head region by an
amorphous extracellular matrix (Figs. 1D,E and 2A ). Each spermato-
zoon comprised a head region formed by the acrosome and nucleus, and
a flagellar region (Fig. 1B-D), which in its final portion, branches into
four filaments with about 10 um in length each (Fig. 1D). The acrosome,
with about 2 pm in length, was paracrystalline and exhibited a small
sub-acrosomal space filled with lower density amorphous material
(Fig. 2B-C). Its base was bifurcated with the two projections inserted
into two lateral grooves along the anterior end of the nucleus
(Fig. 2B,D). The nucleus was also slender, linear and measured
21.16 *+ 0.65 (19.63-22.89) um in length (n = 50; Fig. 1A-E). It was
entirely filled by dense chromatin (Fig. 2D-J) and, in cross-section,
exhibited the thumbtack shape (Fig. 2A,F), except in the anterior re-
gions (Fig. 2D,E) and posterior (Fig. 2H), where it was oval. At the later
end, it was bevelled, where the anterior tips of the two mitochondrial
derivatives (MDs) were juxtaposed (Fig. 2G,J). The centriole adjunct
was very discrete, beginning just above the MDs, and extending, like a
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thin blade, between the nucleus and the tip of the MDs, up to the be-
ginning of the axoneme (Fig. 2G-J).

The flagellum, with 100.94 + 2.53 (96.41-106.67) um in length,
consisted of an axoneme with a microtubular arrangement of
9 + 9 + 2, two symmetrical MDs, two accessory bodies and a ‘center-
flagellar material’ between the MDs and axoneme (Fig. 2L). In addition,
two discrete and sub-ellipsoidal structures, each located between an
accessory body, the axoneme and a MD were observed (Fig. 2L). The
axoneme arose from the basal body, which was associated, and in line,
with the nuclear base (Fig. 2G). The MDs, in cross-section, exhibited an
amorphous region, close to the accessory bodies, and another larger
with paracrystalline material (Fig. 2L). The accessory bodies showed
the shape ranging from half moon to triangular, and were quite dense,
except in the periphery facing the axoneme (Fig. 2L). They extended up
until the flagellum end, finishing immediately before the MDs
(Fig. 2M). At the flagellum end, the axoneme was the last to terminate,
but before that, its microtubules disorganise and form, in different
numbers, the flagellar branches (Fig. 2M).

4. Discussion

The length that we observed for the D. maidis sperm differs mark-
edly from that described by Cruz-Landim and Kitajima (1972) for this
same species. These authors reported that the sperm measured 300 pm
in length, of which 50 pm corresponded to the nucleus. However, of the
50 sperm that we measured, none showed a length smaller than 118 pm
and greater than 127.5pm. Therefore, these were about three times
smaller than the previously described length. Similarly, we observed
the nuclear length ranging from 19 um to 23 um, therefore, these were
less than half of those reported by Cruz-Landim and Kitajima (1972). It
has been observed in several animal groups that even in species that
produce a single sperm morphotype, these cells exhibit some variation
in length (De Souza et al., 2018). However, this variation is relatively
small, even in species with little or no sperm competition (Immler et al.,
2001; Baer et al., 2003). On the other hand, a species that produces
more than one sperm morphotype (heteromorphism), the average
lengths may be quite different between the morphotypes (e.g., Cica-
didae, Chawanji et al., 2006). However, in D. maidis, we can claim that
they produce only one sperm class. Moreover, with a coefficient of
variation (CV = SD/M X 100 = 1.9%) of very low value, this indicates
a great uniformity in sperm morphometry. Low values like this have
been translated as one of the indications of high quality ejaculate, a
characteristic commonly observed in species exhibiting sperm compe-
tition (e.g. Fitzpatrick and Baer, 2011). Only one class of sperm was
also observed in three other species of Cicadellidae (Zhang and Dai,
2012; Su et al., 2014; Vitale et al., 2016), in Aethalionidae (Aratjo
et al., 2010) and in the Cercopidae Locris transversa (Cercopoidea,
Hodgson et al.,, 2016). On the other hand, polymorphic sperm (poly-
morphism) were observed in all species of Cicadidae studied (Cica-
doidea, Kubo-Irie et al., 2003; Chawanji et al., 2005, 2006). In the
suborder Heteroptera, sperm polymorphism is a relatively common
occurrence, having already been observed in Pentatomidae, Largidae,
and Pirrocorydae (Bowen, 1920; Schrader and Leuchtenberger, 1950;
Aratjo et al., 2011, 2012; Mercati and Dallai, 2016).

The measures described by Cruz-Landim and Kitajima (1972) cer-
tainly do not correspond to the total and nuclear length of the sper-
matozoa of D. maidis that we analysed in this paper. According to Dr
Luci B.N. Coelho (personal information), in Brazil, no other species of
Dalbulus that can be confused with D. maidis occurs. Thus, these dis-
crepancies in the measurements are possibly due to methodological
errors, however, the authors do not inform us in the work how sperm
measurements were taken. Further, we found that the length of the
spermatozoa of D. maidis is within the range observed for other Del-
tocephalinae, ranging from 121 um to 270 pm (Su et al., 2014; Vitale
et al., 2016).

Flagella with branches in the final portion, as in this species, were
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Fig. 1. D. maidis sperm from seminal vesicles under LM. (A-B) Sperm stained with Giemsa showing the acrosome (a), the nucleus (n) and flagellum (f). (C) Nucleus stained with DAPL (D)
A fragment of a sperm bundle stained with Giemsa. The inset of the upper left corner shows a sperm bundles in longitudinal section stained with HE, and the inset of the lower right
corner, the branched flagellar tips. am, amorphous extracellular matrix; N, nuclei; f, flagella. (E) Nuclei (n) of a sperm bundle stained with DAPIL. Scale bars: A,D.,E = 10; B,C = 2um.

also observed in another Deltocephalinae (B. brevis, Vitale et al., 2016),
as well as in five other species distributed in four genera of Membra-
cidae (Phillips, 1969). However, no flagellar branching was observed in
the Aethalionidae Aethalion reticulatum (Aratijo et al., 2010), indicating
that this feature may be common only to Cicadellidae and Membra-
cidae. Nevertheless, information is still needed about the spermatozoa
of representatives of Melizoderidae and Myerslopiidae. However, these
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ramifications appear to be restricted to Membracoidea, since they have
not been observed either in Cercopoidea (Hodgson et al., 2016), or in
Cicadoidea (Chawaniji et al., 2005, 2006).

Spermatozoa in bundles in the seminal vesicles, maintained by the
head anterior region inserted in an extracellular matrix, were observed
in all Cicadomorpha studied. As observed by Hodgson et al. (2016), the
disposition of the spermatozoa in the bundle in Cercopoidea

11



M. Silva Barcellos et al. Tissue and Cell 51 (2018) 56-61

(caption on next page)

(Cercopidae) and Membracoidea (Aethalionidae, Aratijo et al., 2010; 2003; Chawanji et al., 2005, 2006). In the latter, the images show the
Cicadellidae, Su et al., 2014; Vitale et al., 2016; this study) is quite sperm heads attached to a dense rod-like structure (spermatostyle).
different from that observed in Cicadoidea (Cicadidae, Kubo-Irie et al., Some studies have shown that sperm bundles with sperm heads
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Fig. 2. D. maidis sperm from seminal vesicles under TEM. (A) Cross-sections of a sperm bundle showing the different nuclear shapes. (B) Longitudinal section of the transition region
between acrosome (a) and nucleus (N). Note the subacrosomal space (asterisks) and the two acrosomal projections (ap). (C) Cross-section of the acrosome (a). The asterisk indicates the
subacrosomal space. (D-F) Cross-sections in the transition between acrosome (a) and nucleus (N), and in the nuclear median region. Note that the nucleus is ovoid near to the acrosome

(in E), however in the median region it has the half moon shape with a thin median projection (arrow in F). (G-K) Longitudinal (G) and cross (H-K)

of the nucl

transition region. Note the centriole adjunct material (ca) in front of the mitochondrial derivatives (md) and between these and the nucleus (N). bb, basal body; ax, axoneme. (L) Cross-
section of a flagellum. Note the regions of paracrystalline (pc) and amorphous (ar) materials in the mitochondrial derivatives (md), and the center-flagellar material (arrowhead). ax,
axoneme; ab, accessory bodies with their sub-ellipsoidal structures (arrows). (M) Cross-section of several ramifications of flagellar ends (asterisks) with microtubules (arrows). Scale bars:

A = 0.5um; B-M = 0.1 ym.

attached to a spermatostyle are formed secondarily (secondary con-
jugation) in the vasa deferentia (e.g. Hodgson et al., 2013; Salazar et al.,
unpublished). This type of conjugation may have spermatozoa origi-
nating from different spermatogonia (post-spermatogenic mechanisms,
Higginson and Pitnick, 2011). The term spermatodesm (-a, -ata plural)
has been suggested for those bundles whose spermatozoa originate from
the same spermatogonium (primary conjugation), and therefore, they
are already formed in the testes (Birkhead et al., 2009; Higginson and
Pitnick, 2011). The spermatodesma have spermatozoa attached by the
head anterior region in an approximately globular material (see
Moreira et al., 2004; Lino-Neto et al., 2008). Although the origins of the
sperm bundles have not been reported, it is possible to suppose that in
Cicadoidea they are secondary conjugation (with spermatostyle),
whereas in Cercopoidea and Membracoidea, they are primary con-
jugation (spermatodesma).

The general ultrastructure of D. maidis sperm is very similar to those
of other Cicadomorpha studied so far (Folliot and Maillet, 1970; Cruz-
Landim and Kitajima, 1972; Kubo-Irie et al., 2003; Chawanji et al.,
2005, 2006; Aratjo et al., 2010; Zhang and Dai, 2012; Su et al., 2014;
Vitale et al., 2016; Zhang et al., 2016). They contain: (1) a para-
crystalline conical acrosome without perforatorium; (2) a slender nu-
cleus, usually oval, with the posterior extremity flattened laterally to
accommodate the centriole adjunct and the tips of the two MDs; (3) The
flagellum with an axoneme of 9 + 9 + 2 microtubules, two MDs and, in
some species, two well developed accessory bodies. However, observing
in detail the spermatozoa of the Cicadomorpha studied so far, it is
possible to characterise them by family, genus and even by species. The
acrosome with a bifurcated base and the two projections inserted in two
lateral grooves to the anterior extremity of the nucleus is a character-
istic observed in the three superfamilies of Cicadomorpha: Cercopoidea
(Cercopidae, Hodgson et al., 2016), Cicadoidea (Cicadidae, Chawanji
et al., 2005, 2006) and Membracoidea (Cicadellidae, Zhang and Dai,
2012; Su et al., 2014; Vitale et al., 2016; Zhang et al., 2016; Membra-
cidae, this study). In practically all species of Cicadomorpha, the two
grooves, where the acrosome projections fit, are located on the same
face of the nucleus that is oval. So far, only in the Cicadellidae P.
striatus, each groove lies on one of the two faces of the nucleus (Su et al.,
2014).

As in C. viridis (Zhang and Dai, 2012), the nuclear form of the D.
maidis sperm, in cross-section, was named deltoid (roughly triangular)
by Cruz-Landim and Kitajima. In C. viridis and in A. reticulatum (Aratjo
et al., 2010), the sperm nucleus is, in fact, roughly triangular, but in D.
maidis, it exhibits the half moon shape with a thin median projection
(so-called thumbtack shape by Su et al., 2014), except at both ends
where it is ovoid (see Fig. 2E). A nucleus with this same shape was also
observed in the spermatozoa of Deltocephalinae E. nanus (Su et al.,
2014) and B. brevis (Vitale et al., 2016), and in the Cicadellinae Kolla
paulula (Zhang et al., 2016). In the other Cicadomorpha studied, the
nucleus varies from deltoid to ovoid.

An axoneme with 9 + 9 + 2 microtubules, two similar mitochon-
drial derivatives and two accessory bodies also occur in the other
Cicadellidae studied (Cicadellinae, Zhang and Dai, 2012; Zhang et al.,
2016; Deltocephalinae, Su et al., 2014; Vitale et al., 2016; this study).
However the two small sub-ellipsoidal structures (e.g., Vitale et al.,
2016) and the ‘center-flagellar material’ (this study) were observed only
in the Deltocephalinae. A material between the main flagellar structures
also occurs in other insect groups, for example Hymenoptera (Zama
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et al., 2001; Lino-Neto et al., 2008) and Zoraptera (Dallai et al., 2012).
As observed by other authors, the presence of accessory bodies is the
main difference among the Cicadomorpha, which are present only in
the Membracoidea. In addition, these structures exhibit differences
even in the Cicadellidae: while in Deltocephalinae they are triangular
and long, ending near the flagellum end (Su et al., 2014; Vitale et al.,
2016; this study), in Cicadellinae they are ovoid and short, being ob-
served only in the flagellum initial region (Zhang and Dai, 2012; Zhang
et al., 2016).

Considering the information till now available, it is possible to infer
that the acrosome with that paracrystalline pattern and with two pro-
jections that fit into nuclear grooves, as well as the nuclear base flat-
tened laterally and in parallel with the centriolar adjunct material and
the anterior ends of the two MDs, are synapomorphies for
Cicadomorpha, supporting the monophyletic condition for this infra-
order of Hemiptera (e.g., Song et al., 2017).
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3.2. Capitulo 2.

Estrutura e ultraestrutura dos Espermatozoides de duas espécies de percevejos da familia
Miridae (Heteroptera, Cimicomorpha)
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Resumo

A morfologia dos espermatozoides de duas espécies de percevejos da familia Nolidaie,
oleosa(Stenodemini) ePrepops zettersted{Resthenin), foi descrita pela primeira vez nesse
trabalho utilizando as microscopias de luz e eletronica de transmisséo. Os espermatozoides dessas
duas espécies sdo longos e filiformes, @noleosaeles mediram de comprimento 171,25 um
(ndcleo 24,72 um) e em. zetterstedtR76,01 um e nucleo 27,22 um. Em ambas espécies, 0s
espermatozoides apresentaram uma regido de cabeca, formada por um acrossomo e o nucleo, e
uma regiao de flagelo com um axonema de 9+9+2 microtubulos e dois derivados mitocondriais
simétricos, circundando quase que totalmente 0 axonema principalmenteoéensa. Nesta

espécie, diferente de@. zetterstedtio acrossomo se mostrou revestido por uma espessa camada

de material denso. Nas duas espécies, na regiao de transicdo nucleo-flagelo foi observado um
adjunto do centriolo muito longo (10 pm &@roleosae 30 um enP. zettersted}i Ele apresentou

a forma de um bastdo macico separando a base do nucleo dos componentes flagelares. Adjunto
do centriolo com esta caracteristica ndo foi observado em nenhum outro inseto, sendo, até o
momento exclusivo para Miridae. O comprimento dos espermatozoides, bem como de suas partes,

e o revestimento acrossomal énpleosadistinguem facilmente uma espécie da outra.
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1. Introducao

Os Miridae sdo uma das 16 familias que compdem a infraordem Cimicomorpha e, como
aproximadamente 11 mil espécies descritas, constituem a maior familia de Heteroptera
(Hemiptera). Eles estéo distribuidos em oito subfamilias (Bryocorinae, Cylapinae, Deraeocorinae,
Isometopinae, Mirinae, Orthotylinae, Phylinae, Psallopies®9 tribes, formando um dos mais
importantes grupos de insetos dentro da ordem Heteroptera. Pois, além da grande diversidade de
espécies, exibem ampla distribuicdo geogréafica e sdo muito importantes nos sistemas naturais e
agroecossistemas atuando como herbivoras ou como predadores (Wheeler, 2001).

O géneroCollaria pertence a tribo Stenodemini (Mirinae) e tem cerca de 15 espécies
reconhecidas (Morales et al., 2016). Essas espécies por serem filofagas sédo relevantes para a
producdo agricola. Elas podem esté associadas a vérias culturas, como arroz, trigo, aveia, cevada
e gramineas forrageiras em diferentes estadios de desenvolvimento (Da Silva et al., 1994; Carlessi
et al., 1999; Ferreira et al., 2001; Goellner e Floss, 2001). O geregopspertencente a tribo
Resthenini (Mirinae) possui cerca de 197 espécies descritas com distribuicdo restrita ao continente
americano (Schuh, 2013). As espécies desse género podem causar danos em cultivares de feijao e
batata na américa central, bem como em planta¢des de uva no estado Flérida nos Estados Unidos
(Saunders et al, 1988; King e Saunders, 1984; Wheeler 2001).

Nos Cimicomorpha, como nos Heteroptera em geral, as relacdes filogenéticas em nivel de
familia ou inferior ainda é objeto de discussdo (Schuh e Stys, 1991, Tian at al., 2008). Nesse
sentido, o conhecimento sobre a morfologia dos espermatozoides pode contribuir para a
sistemética desses insetos como tem feito para varios outros grupos de insetos (Dallai e Afzelius,
1980; Jamieson et al., 1999; Birkhead et al., 2009; Dallai et al., 2016; Gottardo et al., 2016).
Considerando a quantidade de espécies, o numero de trabalhos sobre a ultraestrutura de
espermatozoides em Cimicomorpha ainda € muito escasso. Na literatura consta trabalhos com
representantes de apenas duas familias: Reduviidae (Dallai e Afzelius 1980; Dolder, 1988; Bao e
Souza 1994; Baffa et al. 2017) e Anthocoridae (Santos e Lino-Neto 2018). Como pode ser
observado, ndo existe qualquer descricdo sobre os espermatozoides dos Miridae, por iSso neste
trabalho nés descrevemos a morfologia dos espermatozoid€s dkeosae P. zettertedti

representando duas tribos desses percevejos.
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2. Material e Métodos

2.1. Insetos

Machos adultos d€. oleosae P. zetterstedfioram coletados ncampusda Universidade Federal
de Vicosa, Vigosa (20° 45’14 S, 42°52°55” W 648 m).

2.2. Microscopia de luz (ML)

Espermatozoides extraidos das vesiculas seminais de cinco individuos de cada espécie, foram
espalhados sobre laminas histolégicas em presenca de tampéao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2 e
fixadas com paraformaldeido a 4% por 15-20 min a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas
foram lavadas em agua corrente e destilada e secas a temperatura ambiente. Paanmaetio o
total dos espermatozoides, algumas laminas foram coradas com Giemsa por 15 min, em seguida
lavadas em agua corrente e secas a temperatura ambiente. A andlise e fotodocumentacdo dos
espermatozoides foram feitas em um fotomicroscopio Olympus BX-60. Para medir o
comprimento dos nucleos, algumas preparacdes foram coradas com DAPI (4,6-diamino-2-
phenylindole) 0,2 ng/ml em tamp&ofosfato-salino®BS, por 20 minutos, em seguida lavadas em
agua corrente e as laminulas montadas com sacarose 50%. Estas laminas foram examinadas em
microscopio de epifluorescéncia (Olympus, BX-60), equipado com filtro BP360-370 nm. Todas
as medidas foram feitas utilizando o programa de analise de inhagg® Pro-Plustotalizando

30 espermatozoides e 30 nucleos medidos para cada espécie

2.3. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Para a descricdo ultraestrutural dos espermatozoides, vesiculas seminais de cinco machos adultos
de C. oleosae P. zettertedtforam dissecadas em tampao cacodilato de sddio 0,1 M, pH 7,2, e
fixadas em solucéo de glutaraldeido a 2,5%, acido picrico 0,2%, sacarose 3% & @&Cho

tampédo cacodilato de sédio. Apos 24 horas, o material foi lavado com o mesmo tampao, pos-
fixado em solucao de tetréxido de é6smio a 1%, por 2 h, desidratado em série crescente de acetona,
infiltrado e incluido em resina Epoxi (Epon 812). Os cortes ultrafinos foram feitos em
ultramicrétomo automatico Sorval MT2-B com navalha de diamante, coletados em telas de cobre

e contrastados com acetato de uranila a 3% e citrato de chumbo a 2%. As analises B8s regist
fotograficos foram feitos em microscépio eletrénico de transmissédo (Zeiss EM 109), do Nucleo

de Microscopia e Microanélise da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

18



3. Resultados

Os espermatozoides @e oleosee P. zetterstedtsdo longos e filiformes, mediram 171,25
+ 5.85 um e 276,01 + 5,85 um de comprimento, respectivamente (Figs 1A,C) e nas vesiculas
seminais das duas espécies foram observados individualizados. Nas duas espécies observou-se
apenas um morfotipo de espermatozoides e cada espermatozoide exibiu uma regido de cabeca,
formada por um acrossomo e um nucleo, e uma regiao flagelar (Figs 1A-D). O acrossomo, em
seccao transversal, mostrou o formato de gota e totalmente preenchido por material paracristalino
(Figs 2B-C;3A). A sua base afilada assimetricamente estava apoiada lateralmente a extremidade
anterior do nucleo por aproximadamente 3 um (Figs 1B;2D-F;3C-D)C.Eieosadiferente de
P. zetterstedtio acrossomo se mostrou espiralado e envolvido por uma camada espessa de
material denso que se estende até a regido da sobreposicdo dele com o nacleo (Figss3B-F). Na
duas espécies o nucleo dos espermatozoides também se mostrou filiforme e mediram 24,72 £ 1,43
pum (C. oleosae 27,22 + 1,02 unP( zetterstedtide comprimento (Figs 1A-D).

Em MET, o nucleo se apresentou totalmente preenchido por cromatina homogénea e
densa, e com formato circular nos cortes transversais (Figs 2G, H;3E,F). A sua extremidade final
tornou-se abruptamente afilada (~3 um, Figs 1B,D) e assimetricamente encaixado na extremidade
anterior do adjunto do centriolo (Figs 21,J; 3G,H). Em ambas as espécies, entre a base nuclear e
as extremidades anteriores dos componentes do flagelo observou-se uma estrutura cilindrica e
densa denominada de adjunto do centriolo. Essa estrutura mediu cerca de 1Cuoteesse
30 um enP. zetterstedifFigs 1A,C;2I-M;3G-J), comprimentos estes considerados muito longos,
especialmente na ultima espécie, onde ele € mais longo do que o ndcleo (Fig. 1C). Em sua porcao
anterior, o adjunto circundava a regiao posterior afilada do nucleo (Figs 2G, 1,J;3G,H), Em seguida
ele assumiu a forma de um longo bastéo (10 ur@eateosae 30 um enk. zetterstedfiquase
totalmente macico com apenas uma pequena regido clara em forma de trevo (Figs 2G,K;3E,l). Ja
a sua extremidade posterior circundou inicialmente as pontas anteriores dos dois derivados
mitocondriais e, em seguida, a ponta do axonema (centriolo ou corpo basal) (Figs 2L,M;3J). O
flagelo apresentou um axonema como padréo microtubular 9+9+2, sendo nove microtubulos
acessorios mais externos, seguidos de nove duplas e um par central (Figs 2N;3K).

Nas duas espécies os derivados mitocondriais foram muito similares: em seccao
transversal eles foram simétricos, cada um com &rea aproximadamente igual a do axonema e
formato aproximadamente de lua crescente (Figs 2N;3K). Eles circundavam quase que totalmente
0 axonema especialmente €@noleosapor apresentarem uma das extremidades mais alongada
(Fig. 3N, setas). Além disso, observou-se pontes ligando axonema aos derivados mitocondriais
(Fig. 3N).
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Fig. 1. Espermatozoides de. oleosaA e B) e P. zettertedt{(C e D) sobre microscopia de luz.

(A e C) Espermatozoides corados com Giemsa mostrando nucleo (n) e flagelo (f). Note o nucleo
(n) e logo em seguida o adjunto do centriolo (ca) bastante extenso, principalmén®lesarve

ainda, nessas mesmas figuras, os nucleos dos mesmos espermatozoides que foram corados com
Giemsa, corados com DAPNhé&e). (B e D) Espermatozoides corados com DAPI mostrando a
regido de sobreposicdo acrossomo-nucleo (sedaegido de sobreposicdo nucleo-adjunto do

centriolo (cabeca de seta). Barras = 10um.
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Fig. 2. Espermatozoides dé. oleosasobre microscopia eletronica de transmissédo (TEM) em
seccdo longitudinalA) e transversal(B-N). (A-C) Regido do acrossomo (a) totalmente
preenchido com material paracristalino. Note, a camada espessa de material denso que reveste
externamente o acrossomo (asteris¢DyF) Regido de transicdo acrossomo (a) nucleo (n).
Observe que a camada espessa de material denso (asterisco) persiste até o final dessa regido de
transicdo(G-M) Regido de transicdo nucleo-flagelo mostrando o nacleo (n) com formatarcircul

e 0 adjunto do centtim (ca)com uma pequena regido periférica em forma de “trevo” (setas). Note

o adjunto do centriolo (ca), er®,(1 e J), envolvendo a ponta posteror do nucleo (n) glem

M), abracando a ponta anterior dos dois derivados mitocondriais (md) e do axonema (ax)
(centriolo (c)){(N) Regiéo do flagelo mostrandaaxonema (ax) e os dois derivados mitocondriais

(md) simétricos. Setas mostrando uma das extremidades mais alongada dos derivados
mitocondriais (md) e cabecas de setas indicando as pontes que ligam o axonema aos derivados
mitocondriais. Barras: G = 0,2 um; A-F e H-N= 0,1 pum.
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Fig. 3.Espermatozoides d& zettertedtsobre MET em seccdao transvergal). (A e B) Regido

do acrossomo (a) totalmente preenchido com material paracrist@lied) Regido de transicao
acrossomo (a) nucleo (r(g-I) Regido de transi¢cao nucleo-flagelo mostrando o nucleo (n) com
formato cricular e o adjunto do centriolo (ca) com uma pequena regidao periférica em forma de
“trevo” (setas). Note o adjunto do centriolo (ca), €M@ e H), abracando a ponta posterior do
nacleo e enfJ) envolvendo a ponta anterior dos dois derivados mitocondriais (dm) e do axonema
(ax) (centriolo (c)) (K) Regidao do flagelo mostrando o axonema (ax) e os dois derivados
mitocondriais (dm) simétricos. Observe a regido de material paracristalino nos derivados

mitocondriais (asterisco). Barras: E = 0,2 um; A-D e F-K=0,1 um.
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4. Discusséao

Essa é o primeiro trabalho sobre a caracterizacdo estrutural e ultraestrutural dos
espermatozoides de percevejos respresentantes duas tribos da familia Miridae, Cimicomorpha, e,
sendo assim, ja podemos observar que nessa infraordem, assim como nos insetos em geral, 0
comprimento total dos espermatozoides, bem como de suas partes pr{ncigais e flagelo),
pode variar bastante entre espécies, até mesmo proximamente relacionadas. Eng@anto em
oleosae P. zetterstedtos espermatozoides exibiragspectivament&?71 (nacleo 25um e 276
(ntcleo 27) um de comprimento, nos Anthocoridagmphiareus constrictug Blaptostethus
pallescensles mediram 216 (nucleo 37) um e 181 (ntcleo 12) um, respectivamente (Santos e
Lino-Neto, 2017). Jao CimicidaeOrnithocoris pallidusessas células mediram 450 (nucleo 97)
um (Novais, 2017). E interessante notar que o comprimento nuclear e 0 comprimento total dos
espermatozoides nao tém qualquer relacao. Por exemplo, ao dividir comprimento do nucleo por
aguele dos espermatozoides tem-se faraleosa~0,15; P. zetterstedti~0,10; A. constrictus
~0,17; B. pallescens-0,07; O. pallidus~0,22. Isso aumenta o potencial de utilizacdo de todos
esses valores para discriminar espécies muito proxikoas foi feito para ‘vespas do figo’
(Chalcidoidea, Pereira et al., 2008).

A producédo de apenas uma classe de espermatozoides (monomoérficos), como observado
nas duas espécies desse trabalho, foi também reportada em Anthocaridaestrictuse B.
pallescens Santos e Lino-Neto, 2017) e Cimicidd@. (pallidus Novais, 2017), duas familias
consideradas mais derivadas entr€msicomorpha (Schuh e Stys, 1991). A produgio de apenas
um morfotipo de espermatozoides parece seraondicdo comum entre os Hemiptera, pois tem
sido observada em Sternorrhyncha (Psylloidea, Barcellos et al., 2017; Aleyrodoidea, Bao et al.,
1997; Coccoidea, Paoli et al.,, 2015 e Aphidoidea, Mazzini, 1970), em Auchenorrhyncha
(Membracoidea, Araujo et al., 2010; Vitale et al., 2016, Cercopoidea Hodgson et al., 2016) e, em
Heteroptera, Pentatomida&urydema ventralisTrandaburu, 1973Acrosternum aseadura
Nezara viridula Fernandes e B&o, 1998pptosoma scutellatundias et al., 2016), Reduviidae
(Rhodnius prolixusBao, 1994), Belostomatida®gljarus japonicse Diplonychus esakiLee e
Lee, 1988 e 1992), Notonectidddgrtarega bentqgiNovais et al., 2017). Entretanto, a presenca
de mais de um tipo de espermatozoide em uma mesma espécie (polimorfismo) ja foi observada
em Auchenorrhyncha (apenas Cicadidae, Kulmoet al., 2003; Chawanji et al., 2005, 2006) e
nos Heteroptera: Pentatomidae (Bowen, 1920; Schrader e Leuchtenberger, 1950; Aradjo et al.,
2011; Mercati e Dallai, 2016), Largidae (Araujo et al., 2012), e Reduviidae (Baffa et al., 2017).
Esta ultima é a unica familia da infraordem Cimicomorpha na qual foi, até agora, observado

polimorfismo espermatico. Considerando a proposta de Schuh e Stys (1991), que Reduviidae tem
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uma condicdo mais basal dento da infraordem, € possivel supor que o polimorfismo espermatico
€ uma caracteristicas que foi perdida ao longo da historia evolutiva dos Cimicomorpha.

Espermatozoides livres na vesicula seminal, como observado nas duas espécies desse
estudo, é uma caracteristica reportada para todas as espécies ja estudadas de Hgtejpptera (
Sternorrhyncha (Vitale et al., 2011; Barcellos et al., 2017) e no Auchenorrhiecegrinus
maidis (Fulgoromorpha, Barcellos et al., dados ndo publicados). Entretanto, em todos os
Cicadomorpha (Auchenorrhyncha) estudados os espermatozoides sdo mantidos em feixe nas
vesiculas seminais (Kubo-lIrie et al., 2003; Chawaniji et al., 2005, 2006; Araujo et al.SaGet0
al., 2014; Vitale et al.,, 2016; Hodgson et al., 20Bércellos et al., 2018), indicando que
possivelmente, esta deve ser uma condi¢do derivada para Hemiptera.

A MET mostrou que os espermatozoide€deleoseae P. zettertedts&o similares aqueles
descritos para toda a subordem Heteroptera, isto €: um acrossomo sem perforatorium e um nucleo
na regido de cabeca e, especialmente a regido flagelar, com apenas um axone#i& de 9+
microtubulos e dois derivados mitocondriais. Portanto, sem nenhuma das duas estruturas ditas
corpos acessorios, observadas na maioria dos insetos. Ainda como nos Heteroptera em geral, 0s
derivados mitocondriais exibem duas areas de material paracristalino e pontes ligando eles ao
axonema e, na transicao nucleo-flagelo, um material relativamente denso denominado adjunto do
centriolo. As caracteristicas observadas na regido flagelar podem ser consideradas sinapomorficas
para a subordem Heteroptera.

Apesar dos espermatozoides dessas duas espécies exibirem as mesmas estruturas que sao
observadas nos Heteroptera em geral, quando consideramos comprimentos (discutidos acima),
formatos e arranjos entre as estruturas € possivel distinguir facilmente uma espécie de outra, bem
como as duas dos demais Heteroptera. Por exemplo, espermatozoides com acrossomo revestido
externamente por uma espessa camada de material denso, com&ooteosa ainda néo foi
observado em qualquer outro Hemiptera, incluiRrdaetterstedtiAssim, é possivel que essa
condicdo seja Unica pafa oleosaou talvez para o génef@ollaria. Acrossomo igualmente
revestido também ocorre em alguns Coleoptera, por exemplo, Coccinellidae (Dallai et al., 2017).
Contudo neste ultimo grupo de insetos 0 acrossomo exibe perforatorium, como em muitos outros
insetos, e é incomumente posicionado a frente do axonema.

O arranjo entre nucleo, adjunto do centriolo e os componentes flagelares, na regido de
transicdo nucleo-flagelo, por enquanto é Unico para Miridae. Em Anthocoridae (Santos e Lino-
Neto, 2017) e Cimicidae (Novais, 2017) o adjunto do centriolo € também cilindrico e envolve a
porcao final do nucleo e as extremidades anteriores dos derivados mitocondriais e do axonema.

Contudo nessa duas familias essa porcao final do nucleo € bastante delgada e, as vezes, muito
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longa (~ 45 um er®. pallidug e, diferente das duas espécies desse estudo, a ponta dessa por¢cao
nuclear sobrepdem lateralmente as extremidades anteriores dos derivados mitocondriais e estad em
linha com o axonema. Assim, pode-se dizer que em Anthocoridae e Cimicidae o adjunto do
centriolo reveste o final do nucleo e as pontas dos derivados mitocondriais e axonema, ja em
Miridae ele literalmente constituiu uma ponte entre estas estruturas. Em Reduviidae o adjunto do
centriolo é curto, bifurcado e paralelo a base do nucleo (Maia, 2009; Baffa et al., 2017). Como
essas mesmas caracteristicas sdo observadas nos espermatozoides dos Pentatomomorpha em gere
(ver Dias et al., 2016), elas apoiam a condi¢cdo basal dos Reduviidae dentro de Cimicomorpha,
como proposto por Schuh e Stys (1991) e difere da hipétese de Kerzhner (1981).

No nucleo dos espermatozoides de ambas espécies desse estudo a cromatina se mostrou
completamente compactada e ndo observamos qualquer particula densa semelhantgwsvirus (
like) entre ela, como foi observado por Santos e Lino-Neto (2017) nas duas espécies de
Anthocoridae, por Bao et al. (1997) &amisia tabac{Sternorrhyncha) e por Aradjo et al. (2010)
no Auchenorrhynchaethalion reticulatum O ndcleo dos espermatozoides do Cimiciae
pallidus (Novais, 2017) também difere do nucleo dos espermatozoides das duas espécies desse
estudo por aprestar um estreitocanal’ eletronlucente.

A simetria nos dois derivados mitocondriais flagelares, quando em corte transversal, € uma
caracteristica observada na maioria dos Heteroptera (ver Dallai e Afzelius, 1980). Incluindo as
duas espécies de Miridae estudados nesse trab@hpadlidus,Cimicidae (Novais et al, 2017).
Contudo nas duas Unicas espécies de Anthocoridae j& estudadas eles sao assimétricos (Santos e
Lino-Neto, 2017). Essas caracteristicas s&o interessantes e podem ser Uteis em estudos
filogenéticos dentro de Cimicomorpha, pois de acordo com Gottardo et al (2016) a assimetria nos
derivados mitocondriais de espermatozoides de insetos, € considerada uma condi¢éo derivada.

Em concluséao, nos espermatozoideCd®leosae P. zetterstedta auséncia de corpos
acessorios, a presenca pontes ligando os derivados mitocondriais ao axonema, duas regides de
material paracristalino nos derivados mitocondriais e acrossomo sem perforatorium s&o
caracteristicas compartilhadas com os demais Heteroptera; o adjunto do centriolo como um bastéao
longo e cilindrico é caracteristico de Miridae, Cimicidae e Anthocoridae; o adjunto do centriolo
formando uma ponte entre a base nuclear e os componentes do flagelo até agora é caracteristico
de Miridae e Finalmente o acrossomo revestido por uma camada espessa de material denso é uma

caracteristica que, por hora, distinglieoleosadeP. zetterstedti
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4.Conclusdes gerais

A ultraestrutura dos espermatozoide®denaidis(Cicadellidae)Collarea oleosa Prepops
zettertedti(Miridae) demonstraram varios caracteres comuns aos Auchenorryncha e Heteroptera
em geral. Entretanto, ha outros caracteres que sdo compartilhados somente com as familias a qual
pertencem, e ainda, alguns caracteres foram exclusivos da espécies ou, possivelmeramdos gé
Dessa forma, caracteristicas derivadas da ultraestrutura dos espermatozoides constituem uma
fonte de informagBes promissoras para estudos de sistematica dentro da ordem Hemiptera em
geral bom como nas subordens Auchenorryncha e Heteroptera.
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