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RESUMO

NOVAIS, Ademaria Moreira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2017.
Morfologia do sistema reprodutor masculino e dos espermatozoidegm
Nepomorpha e Cimicomorpha (Heteroptera) Orientador: José Lino Neto.

A caracterizacdo morfologica do sistema reprodutor e dos espermatozoides tem sido
reconhecida como uma fonte de caracteres para analises taxonémicas e filogenéticas.
Tal caracterizagdo tem se mostrado uma importante ferramenta na elucidacdo de
questdes da biologia reprodutiva e sistematica de diversos grupos de insetes. Ness
contexto, descrevemos, usando as microscopias de luz e eletrbnica de transmisséo, a
morfologia do sistema reprodutor e dos espermatozoidedMalgarega bentoi
(Notonectidae) ®©rnithocoris pallidus (Cimicidae), contribuindo com dados relevantes

para a sisteméatica e biologia reprodutiva destas familias, bem como para Heteroptera
em geral. Os testiculos dé. bentoi, possuem dois foliculos espiralados e forma de
caracol. A disposicao lado a lado de cistos com células germinativas nas diferentes fases
da espermatogénese pode ser uma caracteristica do d@dadepega. Cada feixe

contém 64 espermatozoides, medindo aproximadamente 2.800 um. Os espermatozoides
exibem caracteristicas observadas, até 0 momento, apenas nesta espécie: (1) acrossomo
extremamente longo, com duas regides; (2) base do nucleo terminando abruptamente
com duas cavidades onde estdo inseridas os derivados mitocondrgis. O
espermatozoides dd. bentoi possui derivados mitocondriais bastante assimétricos e
exibem duas inclusdes paracristalinas e pontes ligando-os ao axonema. Entre as espécies
de Notonectidae observadas até o momento, algumas caracteristicas parecem ser
exclusivas deM. bentoi, por exemplo, o nimero de espermatozoides por cisto, 0
tamanho do espermatozoide, a assimetria em tamanho e forma dos derivados
mitocondriais e a insercao destes na base do nucleo. No segundo capitulo descrevemos
o sistema reprodutor e espermatozoide®.daallidus. Cada um dos dois testiculos tem

sete foliculos, os quais se esvaziam de espermatozoides apO0s a maturacdo sexual,
quando as vesiculas seminais se tornam totalmente cheias de espermatozoides. Os
espermatozoides d®. pallidus exibem ultraestrutura bastante semelhante aquela de
outras espécies proximamente relacionadas a Cimicidae, nos levando a supor que,
aparentemente, a inseminagao traumatica nao exerceu qualquer pressao seletiva sobre a
morfologia dessas células. Contudo a sua producdo em grande quantidade e restrita a
fase de maturacdo sexual dos machos nos parece ter relacéo a condicdo hematofagica do

cimicideos. Ainda, a uniformidade morfométrica observada nos espermatozoides dessa



espécie pode ser decorrente do alto risco de competicdo espermatica somada as
condic¢Bes inospitas da cavidade hemocélica da fémea. Com base em todos os dados
apresentados, podemos concluir que o sistema reprodutivo masculino e os
espermatozoides dessas duas espécies estudaaddigram caracteristicas comuns aos
demais Heteroptera, outras comuns as espécies mais proximas e, ainda, algumas que, até
entdo, sdo exclusivas a cada uma dessas espécies. Essas informac¢des podem contribuir

para esclarecer questdes da biologia reprodutiva e sistematica desses grupos de insetos.

Vi



ABSTRACT

NOVAIS, Ademéaria Moreira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2017.
Morphology of the male reproductive system and the spermatozaa Nepomorpha
and Cimicomorpha (Heteroptera).Adviser: José Lino Neto.

The morphological characterization of the reproductive system and the spermatozoa has
been recognized as a source to taxonomic and phylogenetic analysis. This
characterization corresponds an important tool in the elucidation of questions of the
reproductive biology and systematic of several groups of insects. In this context, using
light and transmission electron microscopy we described the morphology of the male
reproductive system and the spermatozoaViaftarega bentoi (Notonectidae) and
Ornithocoris pallidus (Cimicidae), contribution in the systematic of these two families
and in general to Heteroptera. The testeMobentoi have two spiral format follicles

and are snail shape. The sleside arrangement of the germinative cells in different
phases of the spermatogenesis may be a characteristic bfatterega genus. Each
bundlecontains 64 sperm, measuring approximately 2,800 um. The spermatozoa exhibit
characteristics observed so far only in this sged) extremely long acrosome with

two regions; 2) base of the nucleus ending abruptly with two cavities where the
mitochondrial derivatives are inserted. The spermatozod.obentoi have rather
asymmetric mitochondrial derivatives and exhibit two paracrystalline inclusions and
bridges linking them to the axoneme. Among the species Notonectidae observed to date,
some characteristics appear to be uniquétadoentoi, for example, the number of
spermatozoa per cyst size of the sperm, the asymmetry in size and shape of
mitochondrial derivatives and their insertion in the base of the nucleus. In the second
chapter we describe the reproductive system and spermatoz0apatlidus. Each
testicle has seven follicles which become empty of reproductive cells after sexual
maturation of the male, and then the vesicles have full of sperm cells. The spermatozoa
of O. pallidus show ultrastructure similar with other related species with Cimicidae,
which leading us to suppose that apparently the traumatic insemination does not
selective pressure in the morphology of these cells. However, the production in big
quantity of spermatozoa and its restriction at the sexual maturation phase seem be
related with the hematophagic condition of the cimicids. Moreover, the morphometric
uniformity of the spermatozoa observed in this species may bedue to the high risk of the
sperm competition, and in addition to the inhospitable condition into the female

hemocellic cavity. In base at the data presented, we can conclude that the male

Vi



reproductive system and the spermatozoa of the four species studied exhibited common
characters with the other Heteroptera, some ones common to the nearest species, and
others ones that until then are unique to each species. This information can contribute to

clarify issues of reproductive biology ans systematics of these groups of insects.
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1. Introducéo Geral
1.1. Ordem Hemiptera (Subordem Heteroptera)

Os Hemiptera sao reconhecidos pela conformacdo do aparelho bucal, que é
representado por um rostriea(stellum), constituido por um labio segmentado, no qual
se alojam as demais pecas bucais (Costa Lima, 1940). Sdo conhecidas cerca de 89 mil
espécies em todo o mundo, agrupadas nas quatro subordens reconhecidas atualmente:
Sternorrhyncha, Auchenorrhyncha, Coleorrhyncha e Heteroptera (Cryan e Urban, 2012;
Grazia et al., 2012).

Os Heteroptera apresentam espécies com habitos terrestres, aquaticos, semi-
aquaticose parasitas de humanos, passaros e morcegos. Em relacdo aos habitos
alimentares sdo muito diversos, podendo ser hematofagas, zoofagas ou fito6fagas
(Grazia et al., 2012; Schuh e Slater, 1995). Heteroptera é composta por sete infraordens:
Enicocephalomorpha, Dipsocoromorpha, Gerromorpha, Nepomorpha,
Leptopodomorpha, Pentatomomorpha e Cimicomorfha € Kerzhner, 1975) e mais
de 40.000 espécies descritas (Weirauch e Schuh, 2011).

A infraordem Nepomorpha é constituida pelos Heteroptera aquaticos (Popov,
1971), que compreendem cerca de 2.000 espécies, distribuidasfemilik (Stys e
Jansson, 1988), entre elas, Notonectidae. Os insetos desta familia sdo comumente
chamados "backswimmers" (nadadores de costas), por nadarem com dorso voltado para
baixo, usando suas longas pernas posteriores como remos para impulsionar-se através
da agua (Bachmann, 1998; Schuh e Slater, 1995). Eles se alimentam de @nsetos
pequenos peixes, inserindo os estiletes nas suas presas e sugando os fluidos do corpo
imobilizado (McCafferty, 1981).

Cimicomorpha compreende mais de 20 mil espécies, distribuidas atualmente em
17 familias (Weirauch e Schuh, 2011). Os membros deste grupo apresentam os mais
variados habitats e habitos alimentares (Schuh e Slater, 1995; Schuh et al., 2008),
incluindo zoofagiae hematofagia em Reduviidae, preferéncia por fitofagia em Miroidea
e ectoparasitismem Polyctenidaee Cimicidae. Os cimicideos sdo conhecidos como
"bed bugs" (percevejos de cama), sdo hematéfagos e parasitam aves, morcegos e
humanos. Todos os membros dessa familia possuem um modo incomum de coOpula, a
inseminacao extragenital traumatica, onde o macho insere o paramero através da parede
abdominal da fémea e alcanca o espermalégio, onde deposita o esperma (Usinger,
1966).



Vérios estudos tentam explicar as relacdes filogenéticas dentro de Heteroptera
utilizando dados moleculares morfologicos (Schuh e Slater, 1995; Forero, 2008;
Weirauch e Schuh, 2011). A partir dessas andlises € possivel verificar que as relacdes
entre as infraordens de Heteroptera ainda ndo estdo bem definidas. Atualmente, ha trés
hipéteses de classificacdo para as infraordens de Heteroptera, baseadas em evidéncias
morfoldgicas e moleculares, que foram propostas por: Wheeler et al (1993) e Xie et al
(2008) onde todas as infraordens sao monofilétecaSherbakov e Popov (2002) e
Mahner (1993) que assumem que Nepomorpha é um taxon irmdo do restante dos
Heteroptera (Ver Fig. 1, Weirauch e Schuh, 2011).

Sendo assim, os dados provenientes de estudos morfoldgicos e anatémicos do
aparelho reprodutor masculino e espermatozoides podem ser Uteis para a compreensao
da filogenia dos Heteroptera em geral, como também possibilitam compreender sobre a

biologia reprodutiva e comportamento dos insetos.

1.2. Sistema reprodutor masculino em Heteroptera

Em geral o sistema reprodutor dos Heteroptera consiste de um par de testiculos
ligados a um par de ductos deferentes associados a glandulas acessérias e um ducto
ejaculatério comum. Cada testiculo é constituido por um namero variavel de foliculos,
que podemserde la7.

Em NepomorphaBuenoa amnigenus e B. tarsalis apresentam 2 foliculos
(Observacao pessoal), assim coMartarega sp. (Notonectidae)elastocoris flavus
flavus e G. angulatus (Gelastocoridae). J&8elostoma anurum e B. micantulum
(Belostomatidae) possuem testiculos com 5 foliculos (Pereira et al., 2015). Em
Gerromorpha, todas as espécies estudadas até o momento tem 2 faliocwagonus
aduncus e Rheumatobates crassifemur crassifemur (Gerridae, Castanhole et al., 2008
Pereira et al., 201% Rhagovelia triangula (Veliidae) (Observacédo pessoal), no entanto
Pereira (2015) descrev&magovelia tenuipes e R. zela, com apenas 1 foliculo.

Em Pentatomomorpha, ha espécies da mesma familia com numero de foliculos
diferentes, como em Pentatomidddormidae v-luteum com 3 foliculos eOebalus
poecilus e O. ypisilongriseus com 4 foliculos (Souza et al., 2008)Aatitheuchus
tripterus (Souza et al., 2007a) com seis foliculos em cada testiculo. Em Cokatae,
annulata e Chariesterus armatus tem 4 foliculos eAnasa bellator, Athaumastus

haematicus, Dallacoris obscura, D. pictus, Leptoglossus gonagra, L. zonatus,


https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=1018726

Shictyrtus fasciatus e Coreus marginatus tem 7 foliculos (Souza et al., 2007b;
Karakaya et al., 2012). Em Lygaeidddysius californicus (Souza et al., 2007c),
apresenta 7 foliculos.

Em CimicomorphaCimex lectularius (Cimicidae) possui 7 foliculos (Davis,
1956), enquantd’sallus sp. (Miridae) (Mroz, 2012) possui 3 foliculos. Os géneros
Panstrongylus, Triatoma e Rhodnius da familia Reduviidae possuem 7 foliculos por
testiculo (Gongalves et al., 1987).

Em relacdo a morfologia testicular podem apresentar forma de leque, oval,
circular, arredondado ou alongadOs testiculos estdo envoltos por uma céapsula
conjuntiva cuja coloragcdo pode ser incolor ou colorido: amarelo, alaranjado, vermelho
ou verde (Gomes et al., 2013; Pereira et al., 2015).

Muitos Heteroptera possuem vesiculas seminais, a qual abrange quase
inteiramente o ducto deferente ou se restringe a apenas uma porcao dilatada do mesmo
(Jamieson et al., 1999). Em geral, os espermatozoéides saem dos testiculos em direcdo as
vesiculas seminais onde ficam armazenados até a cépula.

As glandulas acessorias, assim como os demais 6rgados do aparelho reprodutor,
dispdem de consideravel diversidade morfolégica. Por fim, os ductos ejaculatorios
compreendem canais de comprimentos variados pelos quais ocorre a conducao dos

espermatozoides a genitalia masculina durante a copula.

1.3. Estrutura e ultraestrutura dos espermatozoides

Espermatozoides de insetos sdo células especializadas e diversificadas e
apresentam caracteristicas morfolégicas e estruturais que tem contribuido para
distinguir, até mesmo, espécies e inferir sobre as relacdes filogenéticas (Jamieson, 1987
Jamieson et al., 1999; Lino-Neto et al., 2008; Barcellos et al.).2015

Entre os Heteroptera, a ultraestrutura de espermatozoides foi descrita em

espécies de Leptopodomorpha (Afzelius et al., 1985), Gerromorpha (TaMteiber,
1966; Dallai e Afzelius, 1980; Lee, 1985), Nepomorpha (Afzelius et al., 1976; Lee e
Lee, 1992), Pentatomomorpha (Bao e Souza, 1994; Trandaburu, 1973; Araujo et al.,
2011) e Cimicomorpha (Dolder, 1988; Baffa et al., 2017).

Os espermatozoides dos Heteroptera podem chegar a grandes tamanhos como

em Notonecta glauca (Notonectidae) (Lee e Lee, 1992), que atinge500 pum de



comprimento. Quanto a ultraestrutura, os espermatozoides apresentam cabeca contendo
acrossomo e nucleo, um adjunto do centriolo que liga os elementos da cabeca ao
flagelo. O adjunto do centriolo pode estar reduzido ou bem desenvolvido, podendo ser
anico ou bifurcado. O flagelo, por sua vez é composto pelo axonema com padrédo 9 + 9

+ 2, que encontra-se ligado aos dois derivados mitocondriais por duas pontes. Os
derivados mitocondriais podem ser simétricos ou assimeétricos, envolver parcialmente
ou totalmente o axonema e apresentam de duas a trés inclusdes paracristalinas. Ainda
podemos citar a auséncia de corpos acessorios. Todas essas caracteristicas sao
consideradas sinapomorfias para os Heteroptera (Dallai e Afzelius, 1980; Jamieson et
al., 1999).

Em Pentatmomorpha o polimorfismo entre os espermatozoides ocorre em
Pentatomidae, Largidae e Pyrrhocoridae (Bowen, 1920; Schrader e Leuchtenberger,
1950; Araujo et al., 2011; 2012), porém ainda néo foi relatado para outras infraordens
de Heteroptera.

O numero de espermatozoides por cisto indica quantas divisbes celulares
ocorreram durante a espermatogénese e € espécie-especifico. Por essa razdo tem sido
usado como informacéo adicional na sistematica de insetos (Schiff et al., 2001; Lino-
Neto et al., 2008). Em Heteroptera pode variar de 16 espermatozoides por cisto em
Gerridae (observacédo pessoal) a 1024 em Belostomatidae (Lee e L§e, 1992
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2. Objetivo

Descrever a morfologia do sistema reprodutor e espermatozoides de duas
espécies de Nepomorpha e Cimicomorpha (Heteroptera), contribuindo com
informacfes que para auxiliar na compreensao da biologia reprodutiva e sistematica

deste grupo de insetos.
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The testicular, spermatogenesis and sperm morphology of the backswimmer Martarega bentoi was
described using light and transmission electron microscopy. In this species, a pair of testes, two deferent
ducts, two different pairs of accessory glands, and an ejaculatory duct form the male reproductive sys-
tem. Each testis consists of two testicular follicles, which are arranged side by side in snail shape. The
follicles are filled with cysts at different stages of spermatogenesis, but in the same cyst the germ cells

':y words: (up to 64) are in the same stage. At the end of spermatogenesis, the sperm cells are very long, with the
N:E;E:Z;;ha flagellum measuring approximately 2500 um in length, the nucleus only 19 um, and the acrosome, with

two distinct regions, 300 pm. The flagellum is composed of an axoneme, with a 9 + 9 + 2 microtubular
pattern, and 2 asymmetric mitochondrial derivatives (MDs). These have the anterior ends inserted into
two cavities at the nucleus base, exhibit two paracrystalline inclusions, and have bridges linking them to
the axoneme. Few spermatozoa per cyst, asymmetry in size and shape of the MDs, as well as their
insertion at the nuclear base are characteristics considered derived, and that differentiate the sperm of
M. bentoi from those of the Nepomorpha, Belostomatidae and Nepidae.

Backswimmer
Sperm ultrastructure

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The Hemiptera, with approximately 89,000 species known
worldwide, are distributed in the four suborders currently recog-
nized: Sternorrhyncha, Auchenorrhyncha, Coleorrhyncha and Het-
eroptera (Cryan and Urban, 2012; Grazia et al, 2012). In the
Heteroptera suborder occur species with terrestrial, aquatic and
semiaquatic habits (Grazia et al., 2012). According to Stys and
Kerzhner (1975), this suborder is composed of seven infraorders:
Enicocephalomorpha, Dipsocoromorpha, Gerromorpha, Nepomor-
pha, Leptopodomorpha, Pentatomomorpha and Cimicomorpha
(Fig. 1 in Wheeler et al., 1993). Nepomorpha is composed of aquatic
heteropterans (Popov, 1971), comprising about 2000 species,
distributed among 11 families (Stys and Jansson, 1988), among
them the Notonectidae. The species of this family are commonly
known as backswimmers for swimming with their backs facing
down, using their long posterior legs as oars to propel themselves
through the water.

* Corresponding author.
E-mail address: jslinoneto@gmail.com (J. Lino-Neto).

http://dx.doi.org/10.1016/j.asd.2017.04.002
1467-8039/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

In the Heteroptera in general, the male reproductive system is
formed by one pair of testes, two deferent ducts, an ejaculatory
duct and accessory glands. Each testis consists of testicular follicles
ranging in shape and numbering from one to seven pairs
(Gongalves et al., 1987; Gomes et al., 2013). In the adult males, the
follicles are commonly filled with cysts in the different phases of
spermatogenesis, indicating that sperm production continues into
adulthood in these insects. The sperm morphology has been
studied in several groups (Jamieson et al., 1999). In the sperm of
these insects, the flagellum region is characterized by only one
axoneme, with a9 + 9 + 2 microtubular pattern, and connected by
bridges to the two mitochondrial derivatives (MD) (Mercati et al.,
2009). In general, the MDs are similar and exhibit two or more
paracrystalline regions (Afzelius et al., 1976; Baccetti et al., 1977;
Dallai, 2014). In the nucleus-flagellum transition region, these
sperm exhibit a centriole adjunct, in which the anterior tips of the
MD are inserted (Dias et al., 2016). In the head region, they exhibit a
simple acrosome, without perforatorium, and a nucleus uniformly
filled by very electron-dense chromatin. Several studies have
shown that the bridges connecting the axoneme to MD, more than
one paracrystalline material in the MD, and absence of accessory
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bodies between the axonema and the MD are synapomorphic
characteristics for Heteroptera.

Although the male reproductive system and the spermatozoa of
Heteroptera show the number of components more or less con-
stant, the shape and size of each of these components, as well as the
arrangement between them, can vary markedly even among
related species. Considering that these traits may configure addi-
tional characters for taxonomic analysis and understanding the
relationships between the various heteropteran groups, in this
work we describe the morphology of the male reproductive system
and spermatozoa of the Nepomorpha M. bentoi, and compare it
with that observed in other Heteroptera, especially Pentatomo-
morpha, highlighting those traits not yet described in any other
specie of these insects.

2. Material and methods

Eighteen sexually mature males of M. bentoi were collected in
ponds on the campus at the Federal University of Vigosa, Vicosa
(20° 45’ 14" S, 42° 52’ 55” W 648 m), Minas Gerais, Brazil.

2.1. Light microscopy of testes and spermatozoa

To carry out morpho-anatomy of the testes, the reproductive
systems of three adult males were dissected and photographed
with a stereoscopic microscope (Discovery V-20 Zeiss) coupled
with an AxioCam MRc Zeiss camera. To obtain the histological
sections, the testes of four individuals were dissected and fixed for
24 h in 2.5% glutaraldehyde solution in 0.1 M phosphate buffer, pH
7.2. The material was washed for 2 h in the same buffer, post-fixed
in 1% osmium tetroxide for 2 h, and dehydrated in alcohol solutions
of increasing concentrations: 30, 50, 70, 90 and 100%. For inclusion,
the testes were immersed in historesin, and semi-thin sections
(1 pm thick) were obtained with a microtome Leica RM 2255 (Leica
Corporation, Wetzlar, Germany) with glass knives. These were
transferred to histological slides stained with Harris hematoxylin
(Merck, Darmstadt, Germany) for 15 min, washed in running water
for 10 min, stained with eosin (Sigma—Aldrich, USA) for 1 min, and
rapidly rinsed in tap water; and some slides were additionally
stained with toluidine blue for 30 s and rapidly rinsed in tap water.

To determine the size of the sperm bundle, the testes of five
individuals were dissected in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2. The
bundles were spread on histological slides, fixed in 4%

500 ym

paraformaldehyde for 15 min, washed in distilled water and dried
at room temperature. To perform the measurements of the nucleus
and acrosome of the sperm, the deferent ducts of these five in-
dividuals were dissected and the spermatozoa were spread on
histological slides. These were stained for 20 min with 0.2 mg/ml
DAPI (4.6-diamino-2-phenylindole), washed in distilled water and
mounted with 50% sucrose.

All observations and light photographs were made using an
Olympus BX-60 microscope with Olympus Q-Color 3 digital camera
attached. The slides stained with DAPI were photographed under
epifluorescent illumination in this same microscope equipped with
a BP360-370 nm excitation filter. All the measurements were
realized using the Image-Pro Plus software (Media Cybernetics). For
the histological image of the testis (Fig. 2), 98 frames were captured
in the 40 x objective and later mounted in a panoramic image using
the Photomerge command of Adobe Photoshop CS5 software.

2.2. Transmission electron microscopy (TEM)

The testes and deferent ducts of six specimens were dissected in
0.1 M sodium cacodylate buffer, pH 7.2, and fixed in a 2.5% glutar-
aldehyde solution containing 2% sucrose and 5 mM CaCl; in this
same buffer. The material was post-fixed in a 1% osmium tetroxide
solution for 1 h, dehydrated in an increasing alcohol series (30%,
50%, 70%, 90% and 100%), infiltrated, and finally embedded in epoxy
resin (Epon 812). Ultrathin sections (~70 nm) were contrasted with
solutions of 3% uranyl acetate and 0.2% lead citrate. All samples
were observed and photographed using a transmission electron
microscope (Zeiss EM109), operating at 80 kV, at the Center for
Microscopy and Microanalysis at UFV.

3. Results
3.1. Male reproductive system

The male reproductive system of M. bentoi consists of a pair of
testes measuring about 3 mm in length (Fig. 1A). Each testis consists
of two follicles of whitish color arranged side by side in snail shape,
and coated with a clear conjunctive capsule (Fig. 3A). From the
proximal end of each follicle emerges an efferent duct (Fig. 2) that
then later join together, forming a long and thin deferent duct
(Fig. 1A and B). The deferent ducts, where the spermatozoa remain
until copulation, flow into the ejaculatory duct. Two different pairs

250 ym

Fig. 1. Photomicrograph of the male reproductive system of M. bentoi. A) Total assembly of the reproductive system showing the pair of testes (t), deferent duct (dd) and a pair of
accessory glands linear (lag), the other pair enovelled (eag). B) A testis with two follicles (fl) side by side and in snail shape and part of the deferent duct (dd).
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Fig. 2. Testis in longitudinal section showing cysts containing cells at different stages of spermatogenesis (¢), efferent ducts (de), septal between follicles (s), and flagella (f). Detail

showing two cysts in advanced stages of spermiogenesis. Nucleus (n), acrosome (a).

of tubular accessory glands (Fig. 1A) are associated with the ejac-
ulatory duct: a pair is linear and located side-by-side to the deferent
ducts, the other pair is enovelled together with the ejaculatory
duct. The follicles are completely filled with cysts containing germ
cells at different stages of spermatogenesis, in an orderly manner,
from the distal to the proximal end (Fig. 2). However, these cysts are
observed mainly in the concave face of the follicles since the convex

face is used to accommodate the long flagella (2.5 mm) of the
spermatids in the final stages of spermiogenesis (Figs. 2, 3A).

3.2. Spermiogenesis and sperm

In the initial spermatids (Fig. 3B), numerous vesicles are
observed, which merge to form the acrosomal vesicle in the
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Fig. 3. Testis in cross section (A) and cysts at different stages of spermiogenesis (B—G). Note the septum (arrow) between the two follicles, which are filled by cysts (c) with 64
spermatozoa each (detail). The details in the figures D—G show nuclei (n) in respective phases of spermiogenesis stained with DAPI. Conjunctive capsule (cc), nebenkern (nb),
vesicles (v), acrosomal vesicles (a), flagellum (f), region 1 of the acrosomal vesicle (a;), region 2 of the acrosomal vesicle (a;).

spermiogenesis stages (Fig. 3C—G) and, finally, the spermatozoal
acrosome (Fig. 4). Throughout the spermiogenesis the acrosomal
vesicles get modified and two regions are observed: the anterior
with affinity for the basic dye hematoxylin, and the posterior, in
contact with the nucleus, with affinity for the acid dye eosin
(Fig. 3D—G). These two regions refer, respectively, to a; and az in
both the spermatids (Figs. 3D—G, 5A and B) and mature sperma-
tozoa (Figs. 4A, C and D, 6A—G, 7).

The nucleus also assumes different shapes as it lengthens during
spermiogenesis, varying from spherical in young spermatids
(Fig. 3B and C), through a half-moon shape (Fig. 3D—F), to cylin-
drical in the late spermatids (Fig. 3G). The mitochondria fuse in the
still-young spermatids forming the nebenkern (Fig. 3B), which
separates into two mitochondrial complexes during spermiogen-
esis and, in the end, will give rise to the two MDs in the sperm cell
(Figs. 5D and F, 7).

15



v

AM. Novais et al. / Arthropod Structure & Development xxx (2017) 1-9

A 20 ym
Fig. 4. Light microscopy of sperm and sperm bundles. A) Sperm anterior region showing the two acrosomal regions (a; and ay), the nuclear region (n) and the beginning of the
slightly spiraled flagellum (f). B) Sperm anterior region stained with DAPI showing the nucleus, the two acrosomal regions and, in detail, the bifurcated nuclear base (arrow). C)
Sperm bundle showing the acrosomal (a) and flagellar (f) regions. D) The anterior region of a sperm bundle stained with DAPI showing the sperm nuclei, the cystic cell nuclei (c)

conventional light microscope it is not possible to distinguish the
nucleus from the flagellar region as well as from the acrosome

and the two acrosomal regions.
In M. bentoi, we observe only one sperm morphotype, kept in
(Fig. 4A). However, we solved this difficulty using the DNA-specific

fluorescent dye DAPI (Fig. 4C and D).

bundles in the deferent ducts as a result of cystic spermiogenesis
3A). Each bundle contains up to 64 sperm (Fig. 3A detail),
. 4B). Under the

(Figs. 2, 3A).
measuring approximately 2800 pm in length (Fig
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Fig. 5. TEM of spermatids and sperm in longitudinal (A—E) and cross sections (F). A, B) Spermatids showing nucleus (n) and the acrosomal region (a;). Flagellum (f), centriole
adjunct (ca). €) Nuclear region showing the acrosome-nucleus (arrow) and nucleus-flagellum transitions. D, E) Nucleus-flagellum transition showing the insertion of the two
mitochondrial derivatives (dm, and dm;) at the nuclear base. F) Cross section of a flagellum showing the asymmetric mitochondrial derivatives with two paracrystalline areas
(asterisks) and fully surrounded the axoneme (ax). The arrows show the bridges between the derivatives and axonema. Amorphous region (diamond). Detail: Flagella in semithin
section showing that the irregular shape of the mitochondrial derivatives is also observed under the light microscope.

In mature sperm, the acrosome is very long, measuring piriform (Fig. 6A), except in the circular tip (Fig. 6A detail), and has
approximately 300 um, with each of the two regions measuring two paracrystalline areas with different patterns and densities
150 pm. The anterior region is thinner and spiraled (Fig. 4A and C). (Figs. 6A, 7). Already, the posterior region, which is juxtaposed to
When observed in cross-section under a TEM, this region is the nucleus, is smooth (Fig. 4A), has a circular shape and a constant
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Fig. 6. TEM of sperm in cross sections. A) Acrosomal anterior region (a;) showing the two paracrystalline areas (asterisks). The detail shows the tip of this region. B) Acrosomal
posterior region (a,) with only one paracristalino (detail). C—F) Acrosome-nucleus transition region, showing the concave base of the acrosome, where the anterior end of nucleus

(n) is inserted, with several invaginations (arrows). G) Nuclear median region. H—I) Nucl

inserted in the nuclear base.

diameter, equal to that of the nucleus (+0.5 yum). It is formed by only
a paracrystalline area with pattern and density equal to the less
dense area of the anterior region (Figs. 6C, 7). The base of this re-
gion is asymmetric and concave, where the anterior tip of the nu-
cleus is inserted, with several small invaginations (Figs. 5A—C,
6D~G, 7). The nucleus has compact chromatin, and is electron-
dense (Figs. 5D, 6F—]). It measures only about 19 pm in length,
exhibits a constant diameter, with the anterior tip tapered and
housed in the acrosome base (Figs. 4C, 5A, 6E and F, 7). The nuclear
base exhibits two cavities, approximately 2 um deep, in which the
anterior ends of the two MDs are inserted (Figs. 4C detail, 5D and E,
6l and ], 7).

The flagellum is slightly spiraled (Fig. 4A) and consists of a
9 +9 + 2 axoneme, with 9 accessory microtubules, 9 doublets and 2
central microtubules, and 2 MDs, but without accessory bodies
(Figs. 5F, 7). The MDs, in cross-section, are quite asymmetrical in
area and especially in shape, and they totally encircle the axoneme.
Each mitochondrial derivative has two paracrystalline inclusions,
an amorphous region, and bridges linking them to the axoneme
(Figs. 5F, 7). The centriole adjunct was easily observed in the
spermatids (Fig. 5A and B), but in the mature sperm it was either
very discrete or non-existent (Fig. 5D).

4. Discussion

Testes with two follicles, such as those that occur in M. bentoi,
were observed in another notonectid Buenoa amnigenus. Although
Pereira et al. (2015) stated that each testis of this species had only
one follicle, when these testes were disassembled using acetic acid
at 45%, we could easily observe the two follicles per testicle. This
same number of follicles per testis occur also in Gelastocoridae;
however, in Belostomatidae (all Nepomorpha) was observed five

tr ing the tips of the mitochondrial derivatives (dm; and dm;)

follicles per testis were observed (Pereira et al., 2015). It is inter-
esting to note that all phylogenetic proposals put Belostomatidae
and Nepidae as the most basal among Nepomorpha families. If so, it
is possible to suppose that, at least in this infraorder, the most
derivate, or most specialized families, tend to have fewer numbers
of follicles per testis. The reduced number of follicles per testis
certainly leads to a reduction in the sperm production, and this
probably is related to the reproductive strategies of the species of
these families.

The arrangement of the long flagella (2.8 mm) of late spermatids
and spermatozoa side by side with the cysts in anterior stages of
spermatogenesis observed in this species, allows housing the
bundles of these cells in relatively short testes (3.0 mm). Thus, the
testicular follicles may be thicker and possibly produce more
spermatozoa, which would compensate, at least in part, for the
lower production of these cells due to reduced numbers of follicles
per testis.

Observing Fig. 1E of the work of Pereira et al. (2015), we note
that the testes of M. membranacea are very similar to those of the
species M. bentoi studied here. However, in B. amnigenus, the
testicular follicles are very long and thin, resulting in highly spi-
raled testis (personal observation). There are still very few Noto-
nectidae studied, but this information may indicate that the
testicular characteristics observed in M. bentoi can be restricted to
the Martarega genus.

The size of the spermatozoa in Nepomorpha can range from
210 pm (Diplonychus esakii, Belostomatidae) to 16,500 pum (Notonecta
glauca, Notonectidae) (Lee and Lee, 1992). However, the longer
spermatozoa were observed in Notonectidae family: M. bentoi with
2800 pm and N. glauca with 16,500 um (Pitnick et al., 2009). Very
long sperm are common in insects; however, the Notonectidae
sperm can be considered unusually giant, since according to Pitnick
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Fig. 7. Schematic drawing of the sperm anterior portion from longitudinal and cross
sections, showing the anterior (a;) and posterior (a;) regions of the acrosome, nucleus
(n), invaginations (in), mitochondrial derivatives (dm, and dm;) and axoneme (ax).
Schemes are not to scale.

et al. (2009) sperm larger than 1000 um are in this category. The
reason why some insects produce giant sperm has not yet been well
understood, and there are several hypotheses that try to explain how
selective pressure is responsible for the evolution of the sperm
increasing its length (Dallai et al., 2008).

The number of cell divisions from specific spermatogonia during
spermatogenesis is species-specific. In M. bentoi there occur six
cycles of divisions, four being mitotic cycles and two meiotic,
resulting in 64 sperm per cyst. We did not observe variation in this
number in any of the 20 analyzed cysts, which shows a great effi-
ciency of the spermatogenesis in this species, since there is no
sperm loss during this process. In other Nepomorpha, the sperm
number per cyst is much higher: 512 in Laccotrephes japonensis
(Nepidae) and 1024 in Muljarus japonicus (Belostomatidae) (Lee
and Lee, 1992). However, in these families, the sperm are much
smaller (260 pum for M. japonicus and 370 pm for L. japonensis) than
those of Notonectidae. This suggests that the energetic investment
necessary for the production of large sperm leads to a reduction in
quantity, as suggested by Pitnick (1996). According to Virkki (1969)
and Lachaise and Joly (1991), the advanced groups usually tend to
have fewer spermatozoa per cyst, which would agree with the
phylogenetic hypotheses proposed for Nepomorpha (Hua et al.,
2009).

Sperm polymorphisms commonly occur in some orders of in-
sects (Swallow and Wilkinson, 2002). In Hemiptera have already
been observed in the suborders Auchenorrhyncha (Chawanji et al.,
2006) and Heteroptera. In this suborder the polymorphism occurs
in some of pentatomomorphan families (Bowen, 1920; Schrader
and Leuchtenberger, 1950; Aradjo et al., 2011, 2012; Mercati and
Dallai, 2016). However, in Nepomorpha (Belostomatidae and
Nepidae (g.v.), and in the notonectid studied here) only one sperm
morphotype was observed.

As expected, M. bentoi sperm showed the three ultrastructural
features considered synapomorphies for Heteroptera: bridges
connecting the axoneme to MDs, more than one paracrystalline
material in the MDs, and the absence of accessory bodies along
with the flagellum (Dallai et al., 2016). However, these sperm
exhibit characteristics observed only in Notonectidae, and still
others have not yet been described for any Hemiptera.

Mitochondrial derivatives quite asymmetric in area and shape,
and totally involving the axoneme, were also observed in N. glauca
(Afzelius et al., 1976). However, in other Heteroptera MDs sym-
metrical in area and shape have been observed, and partially
involving the axoneme (Dallai and Afzelius, 1980). The anterior tips
of the MDs inserted into cavities at the nuclear base had not yet
been observed in any other Heteroptera, not even in Nepomorpha.
For example, in Nepidae and Belostomatidae, the tips of the MDs
are inserted into structures known as centriole adjunct (Lee and
Lee, 1992). In that same way, it occurs in Pentatomomorpha (Pen-
tatomidae, Aratjo et al., 2011; Largidae, Aradjo et al., 2012; Pla-
taspidae, Dias et al,, 2016), and Cimicomorpha (Reduviidae, Maia,
2009).

About the acrosome, assuming that at 100 um it is already
considered long (Dallai et al., 2014), it is possible to say that the
acrosome of M. bentoi sperm, measuring 300 pum, is an unusually
long structure. Although it seems that a very long acrosome is a
characteristic of many aquatic and semi-aquatic Heteroptera, for
instance, in Gerris remigis sperm (Gerromorpha: Gerridae), the
acrosome measured 2500 pum in length (Tandler and Moriber,
1966). On the other hand, an acrosome with two regions, with
the concave base overlapping the nucleus tip, and also with small
invaginations at its base, are characteristics that can be typical of
this species, since in the notonectid N. glauca the acrosome is
parallel to the nucleus (Afzelius et al., 1976). Interestingly, the main
features observed only in M. bentoi sperm can be easily observed
using only light microscopy, for example, the two acrosomal re-
gions, the bifurcated nuclear base, and the asymmetry of the MDs
(Figs. 4, 5F). This makes it very easy to observe the occurrence or
not of these characteristics in other Nepomorpha.
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In conclusion, the number of spermatozoa per cyst, the sperm
and acrosome sizes, as well as the acrosome formed by two regions,
the asymmetry in size and shape of MDs, and the insertion of these
at the nuclear base, are characteristics considered derivate, and
differentiate the M. bentoi sperm from those of Belostomatidae and
Nepidae, thus supporting the most derived condition proposed for
Notonectidae in the Nepomorpha infraorder.
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3.2. Capitulo 2.

Morfologia do sistema reprodutor masculino e espermatozoides de
Ornithocoris pallidus (Heteroptera: Cimicidae) com inferénciasa
biologia reprodutiva
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Resumo

Os Cimicidae (Hemiptera: Heteroptera) sdo ectoparasitas de varios animais, incluindo
humanos, se alimentando exclusivamente de sangue e todos eles possuem o modo de
inseminacdo traumatica. Neste trabalho descrevemos a morfologia e ultraestrutura do
sistema reprodutor masculino e dos espermatozoideOraethocoris pallidus,

utilizando técnicas de microscopia de luz e eletrbnica de transmissdo. O sistema
reprodutor dessa espécie consiste de um par de testiculos com sete foliculos, dois ductos
deferentes bastante dilatados quando preenchidos por espermatozoides maduros
constituindo as vesiculas seminais, um bulbo ejaculatério, um par de glandulas
acessorias, um ducto ejaculatério e o edeago. Nos individuos sexualmente maduros os
testiculos estdo vazios e as vesiculas seminais bastante dilatadas e totalmente
preenchidas por espermatozoides. Os espermatozoides séo finos (~ 200 nm) e longos (~
450 um), com a regido de cabeca composta pelo nticleo € o acrossomo que tem sua base

apoiada lateralmente a ponta nuclear e quase a metade posterior do nucleo é bastante
delgada (~ 45 nm) a qual é totalmente circundada pelo adjunto do centriolo. O flagelo
consiste de um axonema com 9 + 9 + 2 microtubulos e dois derivados mitocondriais
simétricos. Embora nos cimicideos o modo de inseminacao extragenital seja peculiar, 0s
espermatozoides d®. pallidus ndo exibiram qualquer caracteristica morfolégica que
possa ser associada a esta peculiaridade. Por outro lado, a producéo de espermatozoides
restrita a fase de maturacédo sexual do macho possivelmente esta associada ao modo de
reproducao das fémeas que € dependente do repasto sanguineo.
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Abstract

Cimicidae (Hemiptera: Heteroptera) are ectoparasites of various animals, including
humans, feeding exclusively on blood and all of them have the mode of traumatic
insemination. In this work we describe the morphology and ultrastructure of the male
reproductive system and the spermatozoa Qvhithocoris pallidus using light
microscopy and transmission electron microscopy techniques. The reproductive system
of this species consists of a pair of testicles with seven follicles, two very dilated vas
deferens when filled by mature sperm constituting the seminal vesicles, an ejaculatory
bulb, a pair of accessory glands, an ejaculatory duct, and the edeagus. In adult sexually
mature individuals the testare empty and the seminal vesicles quite dilated and fully
filled by spermatozoa. The spermatozoa are thin (~ 200 nmlpagd~ 450 pum), with

the head region composed of the nucleus and the acrosome having its base supported
laterally to the nuclear tip and nearly the posterior half of the nucleus is quite thin (~ 45
Nm) which is completely surrounded by the adjuvant of the centriole. The flagellum
consists of an axoneme with 9 + 9 + 2 microtubules and two symmetrical mitochondrial
derivatives. Although in the cimicides the mode of extragenital insemination is peculiar,
the spermatozoa @. pallidus did not exhibit any morphological characteristic that can

be associated with this peculiarity. On the other hand, the production of spermatozoa
restricted to the stage of sexual maturation of the male is possibly associated with the

mode of reproduction of the females that is dependent on the blood supply.
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Introducao

Os cimicideos sao insetos hematéfagos e ectoparasitas de seres humanos, aves e
morcegos (Reinhardt e Siva-Jothy, 2007). Na biologia de cimicideos ocorrem duas
adaptacdes importantes: a hematofagia obrigatéria e a inseminacdo trauméatica
(extragenital). O repasto sanguineo é um pré-requisito para, além da producdo de ovos,
a copula, tendo sido observado que macho®raehoris toledoi e Cimex lectularius
dirigem seu interesse sexual para fémeas recém-alimentadas (Cragg, 1920; Snipes et al.,
1940). Na inseminacao traumatica, também observada em outros hemipteros (Forattini,
1990), o macho, em vez de usar a abertura genital da fémea, perfura a parede bbdomina
com seu 6rgdo copulador e insere uma grande quantidade de espermatozoides
diretamente na hemocele da fémea. Esta por sua vez, possui um conjunto de adaptacoes
para esse tipo de inseminacdo, conhecido como sistema paragenital (Usinger, 1966;
Forattini, 1990; Reinhardt e Siva-Jothy, 2007). O sistema paragenital possui um
importante 6rgdo conhecido como 6rgao de Berlese ou Ribaga (espermalégi®), que
observado externamente formando um sulco dorso-ventral no abdome, chamado seio
paragenital. Através desse sulco, o0 macho insemina a fémea, perfurando a membrana
pleural e acessando a sua hemocele, onde sdo lancados os espermatozoides (Usinger,
1966).

Em sua revisdo, Reinhardt et al. (2015) discutem que o fenétipo dos
espermatozoides podem ser influenciados pelo gendtipo diploide do macho, o genétipo
mitocondrial, 0 meio ambiente e suas interagdes. Segundo esses autores, entre os fatores
ambientais estdo a dieta, o estilo de vida do macho e o trato genital da fémea. Dessa
forma, considerando que os cimicideos sdo hematéfagos obrigatérios (machos e fémeas)
e possuem inseminacdo traumatica, neste trabalho nds descrevemos morfologia dos
sistema reprodutor masculino e dos espermatozoid€srithocoris pallidus afim de
realizar inferéncias a respeito da biologia reprodutiva desta espécie e possivelmente da

familia Cimicidae.

Material e métodos

Todos os individuos d®. pallidus foram coletados em ninhos da andorinha
migratoriaPygochelidon cyanoleuca (Vieillot, 1817) no s6tdo de uma casa na zona rural
do municipio de Paula Candido (20°50'29.2"S 42°54'16.7"W), Minas Gerais, Brasil.
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Microscopia de luz (ML)

Para a morfologia do sistema reprodutivo masculino (SRM), dez individuos
machos sexualmente maduros foram dissecados em tampé&o fosfato de sodio 0,1 M, pH
7,2, e fixados por 4 h em solucdo de glutaraldeido a 2,5% no mesmo tampéao fosfato.
Em seguida, as amostras foram lavadas com o0 mesmo tampéao, pos-fixadas em solucao
de tetroxido de 6ésmio a 1%, por 2 h, desidratadas em série crescente de etanol (30%,
50%, 70%, 90% e 99%), infiltradas e incluidas em historesina Leica. Cortes semifinos
(1 um) foram feitos em um micrétomo automatico (RM 2255 Leica) com navalha de
vidro e montados em laminas histoldgicas e corados com hematoxilina, eosina e/ou azul
de toluidina.

Para as medidas dos espermatozoides e de suas respectivas regides, vesiculas
seminais de trés machos foram dissecadas em tampéao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2, e
0s espermatozoides foram espalhados sobre laminas histoldgicas e fixados em solucéo
de 4% de paraformaldeido, por 15 minutos. Em seguida as laminas foram lavadas em
agua destilada, secas em temperatura ambiente e, entdo, coradas com Giemsa e
fotografados e um fotomicroscépio BX-60 da Olympus. Para medir os nlcleos algumas
laminas foram coradas com 0,2 g/ml 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI), por 20
minutos, lavadas em agua corrente, montadas com laminulas usando sacarose 50%.

A imagem do testiculo inteiro foi obtida com uma camera digital Panasonic
(DMC-LX3) acoplada ao microscépio CX-31 da Olympus. As demais imagens foram
obtidas com camera digital Q-Color 3 acoplada ao microscopio BX-60, ambos da
Olympus, e, para as laminas coradas com DAPI, equipado com um filtro de excitacdo
BP 360-370 nm. A imagem histologica de um testiculo e vesicula seminal foi obtida
pela montagem de 59 quadrdsafnes), capturados com a objetiva de 20x, usando o
comanddPhotomerge do software Adobe Photoshop CS5.

As médias de comprimento dos espermatozoides e de suas respectivas partes

foram obtidas analisando, com o softwdreage-J (http://rsbweb.nih.gov/i), 10

imagens espermatozoides para cada individuo, totalizando 30 células.

Microscopia eletrdnica de transmissao (MET)
Testiculos e vesiculas seminais de 10 individuos foram dissecados em tampao
cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2 e fixados em uma solugédo de glutaraldeido a 2,5%

neste mesmo tampéo, acrescido de 3% de sacarose, por aproximadamente 24 horas.
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material apds lavado em tampéo foi pos-fixado em tetréxido de 6ésmio no mesmo
tampéo por 1 hora, a temperatura ambiente. Em seguida as arfovatradesidratadas

em solucdes crescentes de alcool (30%, 50%, 70%, 90% e 99%), em acetona 99% e, em
seguida, infiltradas e incluidas em Resina Epoxi (Epon 812). Os cortes ultrafinos (~
60nm) foram feitos em ultramicrétomo automatico Sorval MT2-B com navalha de
diamante, coletados em telas de cobre e contrastados com acetato de uranila aquosa a
3% e citrato de chumbo a 0,2%. Os registros fotograficos foram feitos em microscépio

eletrénico de transmissao (Zeiss EM 109), operando a 80 kV.

Resultados

O sistema reprodutor masculino @e pallidus é constituido por um par de
testiculos, dois ductos deferentes que desembocam em um bulbo ejaculatério, um ducto
ejaculatério e um par de glandulas acessorias (Fig. 1A e 1B). Cada testiculo é formado
por sete foliculos que, nos insetos jovens, sao preenchidos por cistos nas diferentes fases
da espermatogénese, mas no mesmo cisto todas as células germinativas seagncontra
na mesma fase da espermatogénese. JA nos individuos sexualmente maduros os
foliculos tornam-se totalmente vazios de células germinativas, mas mantendo a mesma
anatomia e, praticamente, o tamanho (Fig. 1C), e os ductos deferentes muito dilatados,
exceto na extremidade proxima ao testiculo, e totalmente preenchido por
espermatozoides, constituindo as vesiculas seminais (VS) (Fig. 1B). Nestas os
espermatozoides estavam individualizados, ndo em feixes, mas com suas cabecas
regularmente associadas as microvilosidades do epitélio vesicular (Fig. 1D). O epitélio é
delgado e formado por uma Unica camada de células achatadas e apoiadas na camada
muscular (Fig. 1D). Ainda nos individuos sexualmente maduros, o bulbo ejacufatorio
densamente preenchido por espermatozoides dispostos aleatoriamente, ndo associados
ao epitélio como nas vesiculas seminais (Fig. 1E, F). No bulbo ejaculatério o epitélio
também é formado por uma Unica camada de células, contudo a espessura € mais
regular do que na VS e nado se observou microvilosidades. Ainda a camada muscular

gue a circunda é bem mais espessa do que aquela observada na VS (Fig. 1F).

Os espermatozoides de. pallidus se mostraram finos e longos (Fig. 2),
medindo 450,60 + 5,06 (440,81-458,90) um de comprimento, com um coeficiente de
variacao (CV) igual &,12%. O seu nucleo também se mostrou longo (26384 um)

e delgado (~ 200 nm) (Fig. 2A). Contudo quando corado com DAPI (Fig. 2B, C), ele

26



mostrou uma caracteristica muito peculiar quanto ao diametro: um pouco mais de sua
metade anterior (~ 54 um de comprimento) exibiu didmetro préximo aquele do flagelo,
contudo o restante posterior, por volta de 43 um, € bem mais fino, medindo apenas por
volta de 45 nm (Fig. 2 e 3A). Quando observado ao MET, foi possivel notar que toda
esta porcdo delgada é totalmente circundada pelo adjunto do centriolo (Fig. 3A, G, H).
A MET também mostrou que o nicleo tem cromatina eletrondensa e compacta, contudo
proxima a regido mediana (em corte transversal) foi observado em praticamente todos
eles um estreito “canal” eletronlucente ao longo de quase todo seu comprimento (Fig.
3A, E-G).

O acrossomo, situado anteriormente ao nucleo, mediu 4 pm de comprimento
(Fig. 2C)e é constituido por uma Unica estrutraonocamada) de densidade um pouco
menor do que aquela do nucleo (Fig. 3A-D). Ele possui, como o nucleo, um estreito
“canal” eletronlucente (Fig. 3D). Sua base [,2 um em comprimento) ¢ assimétrica ¢
apoiada lateralmente a extremidade anterior do nucleo (Fig. 3E). O adjunto do centriolo,
na regiao de transicdo nucleo-flagelo, assemelha-se a um bastao incomumente longo (~
45 uym em comprimento) que abraca assimetricamente toda a porcdo delgada posterior
do nucleo (Fig. 2C, 3A, G, H). Ele néo é totalmente ocluido, assim exibe uma estreita
fenda, justaposta ao nucleo, ao longo de todo o seu comprimento (cabeca de setas nas
Fig. 3A, H). A sua extremidade posterior circunda, além do ndcleo, as pontas anteriores
dos derivados mitocondriais (DMs) (Fig. 3l) e, imediatamente abaixo do ndcleo, a
extremidade anterior do axonema (centriolo modificado), além das pontas dos DMs
(Fig. 3J).

O flagelo consiste de dois DMs e um axonema tipico com nove tubulos
acessorios (9 + 9 + 2 microtubulos) e materiais intertubular (Fig. 3K). Os DMs séo
simétricos e circundam pouco mais da metade da circunferéncia do axonema. Em corte
transversal, cada DM possui area proxima aquela do axonema (quase toda preenchida
por materiais paracristalinos) e exibe uma ponte que o conecta ao axonema por meio do

material intertubular.
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: —————— 4 =
Fig. 1. Sistema reprodutor masculino @rnithocoris pallidus. A) Fotomicrografia do testiculo (t),

mostrando os sete foliculos e vesicula seminal ByviCorte longitudinal do testiculo (t), mostrando os
sete foliculos (fo), o ducto deferente pré-vesicular (pedy vesicula seminal (sv) repleta de
espermatozoides (spJ) Detalhe do testiculo mostrando que 0 mesmo encontra-se praticamente vazio.
D) Detalhe da vesicula seminal mostrando os espermatozoides com os nijiclellados para a camada
epitelial (ec) com vilosidades (v). Flagelos (f), camada muscular Ex)&ulbo ejaculatério repleto de
espermatozoides (sg) Detalhe do bulbo ejaculatério com espermatozoides (sp) e camada epitelial (ec)

e muscular (mc)Escalas: A, B=0.1 mm; C, E =20 pm; D = 80 um.
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Fig. 2: Microscopia de luz do espermatozoide, &Evidenciando o nucleo (n) e o flagelo (f),
emB) corado em DAPI, evidenciando o adjunto do centriolo €aMaior detalhe da regido
nuclear extra-adjunto e regido nuclear intra-adjunto. Seta indica onde dn@ijunto do
centriolo, cabeca de seta mostra a regido de transicao filagkto- Escalas: A, B = 25 um; C
=5 pum.
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Flg 3: Mlcroscopla eletronlca de transmlss@q Corte transversal dos espermatozmdes na
vesicula seminal, com os acrossomos (a) e nucleos (n) mais proximos das vilosidddes (v)
parede epitelial. Mais internamente vimos a transicdo nucleo-adjunto do cefuaijoB-D)
Acrossomo.E) Transicdo nucleo-acrossomb) Nucleo. G-J) Transicdo nucleo-adjunto do
centriolo, 1) inicio dos derivados mitocondriais e J) axonenkd. Flagelo, com os dois
derivados mitocondriais (m) e 0 axonema. Seta branca indica a regido eletronlucented€abeca
seta preta indica a fenda do adjunto do centriolo. Asteriscos indicam as poplesroéticas

entre oslerivados e o0 axonema. Escalas: A = 0.5 um; B-K =0.1 um.
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Discussao

Anatomicamente, o sistema reprodutor masculino (SRM)Odeithocoris
pallidus é semelhante aquele @&mex lectularius, tanto em namero de foliculos como
na forma dos testiculos e demais constituintes (Cragg, 1920; Davis, USiB6er,

1966), de modo que, observando imagens e esquemas feitos por esses autores, nao
conseguimos notar qualquer detalhe que possa distinguir um do outro. Contudo,
nenhum desses autores mencionou seCelactularius, os foliculos testiculares (sete

por testiculo) tornam-se vazios de espermatozoides ap0s a maturacdo sexual, como
observamos en®. pallidus. Em um trabalho sobr€. lectularius, Reinhardt et al.

(2009) mencionam que “sperm is constantly produced by the testes and sperm
accumulates and is stored in the seminal vesicles”. Contudo ndo é claro se
‘constantemente’ significa ao longo de toda a vida adulta do individuo ou durante a
maturacdo sexual. Até porque Reinhardt e $aly (2007) escrevem “These
observations coupled with that by Cragg (1923) suggest males can sometimes be sperm

limited and so need to be prudent with their mating efforts.”

De qualquer forma, considerando a total semelhanga na morfologia do SRM,
bem como no comportamento reprodutivo e alimentar dessas espécies, € possivel que
nos cimicideos em geral a producdo de espermatozoides ocorre em adultos jovens
durante apenas a maturidade sexual, 0 que € uma caracteristica incomum a maioria dos
Heteroptera (Souza et al., 20Khrakaya et al., 2012; Ozyurt et al., 2D13

N6s temos observado SRM em varias espécies de Miridae e Anthocoridae,
familias proximamente relacionadas a Cimicidae, onde os foliculos testiculares se
mostraram cheios de cistos nas diferentes fases da espermatogénese, indicando
producdo continua de espermatozoides ao longo de toda a vida adulta
(sinspermatogénicos), como também tem sido observado em Pentatomomorpha (Pires,
et al., 2007 Rodrigues, et al., 20081r6z e Wojciechowski, 2011; Mréz, 2012; Ozyurt
et al., 2015). Por outro lado, a producdo de espermatozoides restrita a fase de
maturidade sexual tem sido comumente observada algumas espécies de
Hymenoptera (Allard et al., 2010; Araujo et al., 2010) e Ephemeroptera (Brito et al.,
2011). Em Ephemeroptera e Hymenoptera (Chalcidoidea) (Damiens e Boivip, 2005
producdo de espermatozoides inicia na thskarva ou de pupa (Fiorillo et al., 2008),
assim quando os adultos emergem ja estdo aptos a copularem e, em geral, morrem em

seguida (De Souza et al., 2011). Nestes insetos, no término da maturidade sexual as
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vesiculas seminais se encontram totalmente cheias de espermatozoides e os testiculos
totalmente atrofiados e histoanatomicamente desorganizados (Damiens e Boivin, 2005
Fiorillo et al., 2003. Portanto diferente do observado & pallidus, no qual os
testiculos se tornam depletadde células germinativas, mas mantém toda a sua
anatomia e, praticamente, tamanho (ver Fig. 1A-C).

As vesiculas seminais @ pallidus e também d&. lectularius (Davis, 1956;

Usinger, 1966), sdo muito grandes quando comparadas, p.ex., aquelas do mirideo
fitofago Collaria oleosa (Mréz e Wojciechowski, 2011; Mr6z, 2012), mostrando
comparativamente o grande potencial de armazenamento espermatico nos cimicideos
machos. Todo esse potencial certamente é uma adaptacdo a producdo de todos os
espermatozoides em uma Unica etapa. Essa caracteristica da a esses insetos uma pronta
disponibilidade de uma grande quantidade de espermatozoides. Por sua vez, € possivel
gue toda essa disponibilidade tenha relacdo com o comportamento reprodutivo desses
insetos, o qual esta diretamente relacionado a atividade hematofagica de machos e,
especialmente, fémeas. Pois, como mencionado anteriorment&rmthocoris e

Cimex (e provavelmente em outros cimicideos) tanto a producédo de ovos pelas fémeas
como a coépula dependem do repasto sanguineo (Cragg, 1920; Snipes et al., 1940;
Kaldun e Otti, 2016). Na hematofagia, diferente de, p.ex., a fitofagia, a disponibilidade
de alimento € em geral descontinua e, por isso, quando hd uma presa os hematoéfagos,
geralmente em grande numero, ingerem grande quantidade de sangue e, portanto,
tornando muitas fémeas aptas a copularem ao mesmo tempo. Dessa forma, os machos
terem disponivel grande quantidade de espermatozoides maduros em suas VS é uma
adaptacao a esta condicao.

Uma questéo interessante € por que em cimicideos os testiculos ndo se tornam
atrofiados ao pararem de produzir espermatozoides? Embora a resposta para esta
questao necessita de outros estudos, algumas consideracfes podem ser feitas. Esta bem
documentado que em Cimicidade os machos tém vida adulta longa, podendo sobreviver
por mais de um ano mesmo com um Unico repasto sanguineo (Omori, 1941; Linford e
Currie, 2006. Dessa forma é importante que esses individuos possam manter seus
espermatozoides viaveis (nutridos e protegidos de substancias nocivas) em suas VS por
longo periodo, como as fémeas os mantem em sua espermateca (Pascini e Martins,
2017). Para algumas espécies de insetos a importancia de ecdisteroides na reproducéo
masculina € bem conhecida e que, nos machos adultos, a producdo desses hormdnios

ocorre nos testiculos, mais precisamente em células da capsula testicular (ver Nijhout,
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1994). Levando isso em consideracao, € possivel supor que nos cimicideos os testiculos,
mesmo apoés a producao e transferéncia dos espermatozoides para as VS, continuariam
produzindo hormdnios para manter, por exemplo, as glandula acessorias funcionais e os
proprios individuos aptos a copularem. Se assim for, a total regresséo testicular e
Ephemeroptera e nos Hymenoptera ndo sinspermatogénicos se explicaria pela curta fase
de vida dos machos adultos, pois logo apés a maturacéo sexual eles copulam com uma
ou mais fémeas e, em seguida, morrem (De Souza et al., 2011). Assim ndo havendo
necessidade de testiculos funcionais para manter os espermatozoides nas VS por um
longo periodo de tempo.

A presenca de um bulbo ejaculatério mostra a intima relagdo entre a morfologia
do SRM com o comportamento reprodutivo de cimicideos. Aparentemente essa bomba
tem a funcéo de regular a quantidade de espermatozoides liberada pelo macho em cada
copula (Davis, 1956). Se de fato for essa a funcdo, a sua presenca s6 faz sentido
naquelas espécies em que os machos armazenam grande quantidade de espermatozoides
e que existam muitas fémeas a serem fertilizadas seguidamente. Como discutido acima,
essas sdo duas caracteristicas que estdo presentes em cimicideos e, provavelmente, sdo
adaptacBes a sua condicdo hematofaga.

A cabeca de um ou outro espermatozoide inserida no epitélio da vesicula
seminal é frequentemente observada (Dias et al., 2017). Contudo a associacdo de
praticamente todos os espermatozoides ao epitélio vesicular pelas cabecas, como
observada er®. pallidus e C. lectularius (Davis, 1956), € um tipo de organizacéo ainda
nao relatado em outros insetos. Nos insetos em geral o mais observado sdo os
espermatozoides dispostos nas vesiculas seminais aleatoriamente isolados ou em feixes
(Lino-Neto et al., 2008; Higginsoa Pitnick, 2011; Dallai, 2014). Propor qualquer
funcdo dessa associacdo pela simples observacdo histolégica seria puramente
especulativo. Contudo € possivel que ela seja importante para, de alguma forma, manter
a viabilidade dos espermatozoides por longos periodos de tempo na vesicula e/ou,
talvez, regular a transferéncia dessas células das vesiculas para o bulbo ejaculatério, ja
gue elas estéo fisicamente associadas ao epitélio vesicular.

A Dbaixa variagdo de 1,1%, indica homogeneidade no tamanho dos
espermatozoides. A competicdo espermatica pode desempenhar um papel importante na
variacdo do comprimento dos espermatozoides em diferentes grupos animais (Pitnick et
al., 2009). Por exemplo, foi observado em péassaros (Calhim et al., 2007) e em

Hymenoptera (Fitzpatrick e Baer, 2011) que o coeficiente de variacdo foi notadamente
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maior em espeécies com menor risco de competicdo espermatica. A explicacdo dada é
que, quando o risco de competicdo é alto a selecao favorecera um rigoroso controle de
qualidade do ejaculado, o que resultard em maior uniformidade dos espermatozoides,
inclusive em comprimento. Pois pensa-se que quanto maior a taxa de erro (ou variacao)
na producao dos espermatozoides, mais dessas células serdo necessarias para assegurar
0 sucesso da fertilizacdo (Cohen, 1973, 1975), o que elevarid o j4 alto custo dessa
producdo. Fitzpatrick e Baer (2011) observaram que em machos de trés espécies de
Bombus (fémeas acasalam com um UGnico macho = monandricas) os CV dos
comprimentos dos espermatozoides foram por volta de 3,5%, ja em quatro espécies de
Apis (fémeas poliandricas, logo com alto risco de competicdo espermética) foram por
volta de 2%. Dessa forma, o CV p&apallidus, por volta de 1% pode indicar um alto
risco de competicdo espermatica nesta espécie, bem como em outros cimicideos, pois
Stutt e Siva-Jothy (2001) encontraram @udectularius pode copular com até cinco
machos.

Embora ainda sem consenso, tem sido proposto que o trato reprodutivo feminino
pode também, influenciar a morfometria dos espermatozoides no sentido de otimizar o
ejaculado (Pitnick et al., 2009). A falta de consenso sobre essa suposicdo seja, talvez,
porque tem-se tentado averigua-la analisando a morfometria espermatica em animais de
inseminacao via genital (grilos, trutas, coelhos e humanos). Considerando que a
presenca no trato genital feminino de ‘apenas’ espermatozoides de machos diferentes
exerce papel significativo na otimizacao do ejaculado, o que se dizer dessa presenca na
cavidade hemocélica? Nesse ambiente muito provavelmente terdo, além de
espermatozoides rivais, as células de defesa da fémea e o proprio trajeto incomum até o
sitio de fertilizacdo, pressionando para selecionar machos que produzam ejaculados de
O0tima qualidade através de, por exemplo, maior uniformidade morfométrica dos
espermatozoides. Se assim for, isso explica o baixo CV de comprimento dos
espermatozoides d®. pallidus, o que também seria esperado para os cimicideos em
geral.

Cragg (1920) afirmou que os espermatozoideSigex sao longos medindo por
volta de 80Qum de comprimento. Ao fazer essa afirmacgéo o autor ndo deu o nome da
espécie, contudo a figura mostrada é de um espermatozoi@e l@etularius. Ja
Abraham (1934), em seu trabalho soBréectularius, afirmou que os espermatozoides
mediram 4-5 um de diametro e 400-30® comprimento, com uma regido mais rigida

de aproximadamente 85 pm, a qual foi interpretada como sendo a cabeca. Ainda,
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Reinhardt e Siva-Jothy (2007), citando os dois autores acima, afirmaram que o0s
espermatozoides déimex variam de 400 um a 800 pum de comprimento. Dessa forma,
nos parece que essas medidas, com toda essa variagcdo, estdo sendo atribuidas aos
espermatozoides d€. lectularius. Contudo, considerando toda a discussao anterior
sobre a uniformidade morfométrica dos espermatozoid€s gdallidus, e que ele €.
lectularius exibem o mesmo comportamento reprodutivo, é possivel supor que ha erro
em alguns desses valores. Até porque foi um autor que encontrou 400-500 um e j& outro
~ 800 um. Além do mais, € facil perceber que ha erro de, pelo menos, 10 x no valor
citado para o diametro dessas células, pois 4-5 um € aproximadamente o diametro de
um nucleo esférico de uma espermatide que apresenta cromatina descondensada.
Como descreveu Abraham (1934) p@rdectularius, os espermatozoides @e
pallidus quando corados com Giemsa, mostraram que quase um quarto do seu
comprimento total era rigido/linear @6 um) e levemente mais delgado do que o
restante ondulado. Assim como aquele autor, ndés consideramos que esse regiao
representava a cabeca (especialmente nucleo), o que foi confirmado quando usamos o
corante DAPI para DNA. Contudo, a maior surpresa foi quando o DAPI nos mostrou
gue quase a metade posterior do nucleo exibia um didmetro uniformemente mais fino do
que o por¢cao anterior; uma caracteristica até entdo observada apenas nos Cimicomorpha
Blaptostethus pallescens e, principalmente Amphiareus constrictus (Anthocoridae)
(Santos e Lino-Neto, 2017, dados nao publicados). Contudo, nos espermatozoides
dessas duas espécies essa regido era comparativamente cuftac@estrictus ~ 5
pum), de modo a correspondéncia dessa caracteristica@npalidus e esses dois
anthocorideos sé foi confirmada a MET. A qual mostrou que, nas trés espécies, essa
porcao fina posterior do ndcleo dos espermatozoides era completamente circundada
pelo adjunto do centriolo. E interessante perceber que o compartilhamento dessa
caracteristica vai de encontro a maioria das anadlises filogenéticas que mostram
Anthocoridae e Cimicidae como as duas familias de Cimicomorpha mais proximamente
relacionadasSchuh e Stys, 1991). Mesmo assim, o comprimento dessa regido nuclear
e, por conseguinte, do adjunto do centriolo diferenciam os espermatozoides de
pallidus daqueles dos dois anthocorideos. Ainda, o fato do nlacleo dos espermatozoides
de outros cimicideos exibir duas regides, como supomos, aumenta a possibilidade do
uso da morfometria espermatica para descriminar espécies desse percevejo de
taxonomia ainda intricada até do mesmo género. Pois, enquanto o numero de

7

componentes que formam o0s espermatozoides € bastante preservado nos taxons

35



superiores (p.ex., subordem), os comprimentos de espermatozoides e de suas partes
(acrossomo, nucleo e flagelo) séo independentes entre si e bastante variaveis até mesmo
entre espécies muito proximas (Fitzpatrick e Baer, RBdr exemplo, a MET mostrou

que emO. pallidus os espermatozoides sdo formados pelos mesmos componentes
encontrados nos espermatozoides dos demais Heteroptera, que Sdo: um acrossomo e um
ndcleo na regido da cabeca, no flagelo apenas um axonema com 9 + 9 + 2 microtibulos
e dois DMs e, na regido de transi¢cdo nucleo-flagelo, um adjunto do centriolo. Ainda
como nos demais Heteroptera, no flagelo ndo h& corpos acessorios e cada DM esta
ligado ao material intertubular do axonema por uma ponte (Dallai, 2014; Dallai e
Afzelius, 1980; Mercati et al., 2009; Dias et al., 2017). Contudo as dimensdes e arranjo
entre os componentes, assim com a morfometria dos espermatozoides e de suas
diferentes regifes, certamente tornam essas células distintas de qualquer outra ja
observada.

Ainda sobre o adjunto do centriolo, € interessante observar que, enquanto em
cimicideos e anthocorideos ele circunda completamente a por¢cédo longa e afilada do
nacleo, no também Cimicomorpha Reduviidae essa estrutura € disposta lateralmente a
base chanfrado do nucleo, exatamente como ocorre nos Pentatomomorpha (Dias et al.,
2016). O que nos parece indicar uma condigdoReduviidae similar ao ancestral
como proposto pdschuh e Stys (1991).

Dentre todos os espermatozoides de Heteroptera com estrutura e ultraestrutura
conhecidas, aqueles que mais se semelham a0s ilidus sdo os espermatozoides
de Anthocoridae K. pallescens e A. constrictus, Santos e Lino-Neto, dados néo
publicados), familia mais proximamente relacionada a Cimicidae. Contudo os DMs dos
espermatozoides desses dois anthocorideos sdo assimétricos, enqua@topadidas
e C. lectularius sédo simétricos, como observado na maioria dos Heteroptera (Dallai e
Afzelius, 1980.

Com base no acima exposto, ndés supomos que 0S espermatozoides de
cimicideos, ao compararmos com aqueles dos demais Heteroptera, ndo exibem qualquer
elemento estrutural, ou alteragdo em qualquer um daqueles existentes, que possa ser
atribuida a pressoes seletivas decorrente do seu modo extragenital de inseminacédo. Por
outro lado, a uniformidade na morfometria dessas células, como observada. em
pallidus, pode ser decorrente do alto risco de competicdo espermatica somado as
condi¢des inOspitas para eles da cavidade hemocélica da fémea onde sdo lancados pelo

macho durante a cOpula. Provavelmente, a produgcdo de espermatozoides, e em grande
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quantidade, restrita ao periodo de maturacdo sexual e a ndo atrofia testicular, mesmo
esvaziado de células germinativas, podem ser adaptacbes ao comportamento
reprodutivo da espécie (e possivelmente da familia), que por sua vez é consequéncia do

habito deste alimentaede sangue.

Referéncias Bibliograficas

Allard, D., Ito, F., Aikawa, Y., Gotoh, A. Billen, J., 2010. Testes degeneration in ants: a
histological study oGnamptogenys bicolor. Acta Zool-Stockholm 92, 37376.

Araujo, V.A., Freitas, F.V., Moreira, J., Neves, C.A., Lino-Neto, J., 2010. Morphology
of male reproductive system of two solitary bee species (Hymenoptera:
Apidae). Neotrop. Entomol. 39, 59500.

Brito, P., Salles, F.F., Dolder, H., 2011. Characteristics of the male reproductive system
and spermatozoa of Leptophlebiidae (Ephemeroptera). Neotrop. Entomol. 40, 103
107.

Calhim, S., Immler, S., Birkhead, T.R., 2007. Postcopulatory sexual selection is

associated with reduced variation in sperm morphology. PLoS One. 2(5): e413.

Cragg, F.W., 1920. Further observations on the reproductive syst&imex, with

special reference to the behavior of spermatozoa. Indian J. Med. Res/®, 32

Cragg, F.W., 1923. Observations on the bionomics of the bedmgx lectularius L.,

with special reference to the relations of the sexes. Indian J. Med. Res. 1473149

Cohen, J., 1973. Gametic diversity within an ejaculate. In: The functional anatomy of
the spermatozoon. (Ed. by Afzelius, B.A.) Oxford, Pergamon Press3329

Cohen, J., 1975. Gametedundancy - wastage or selection? In: Gamete competition in
plants and animals. (Ed. MuloghD.L.) Amsterdan: North Holland Publ. Co. 99
114.

Dallai, R., Afzelius, B.A., 1980. Characteristics of the sperm structure in Heteroptera
(Hemiptera, Insecta). J. Morphol. 164, 3609.

37


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Immler%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17476335
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Birkhead%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17476335
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17476335

Dallai, R., 2014. Overview on spermatogenesis and sperm structure of Hexapoda.
Arthropod Struct. Dev. 43, 25290.

Damiens, D. Boivin, G., 2005. Male reproductive strategy Tinchogramma
evanescens. sperm production and allocation to females. Physiol. Enta30pl241
247.

Davis, N.T., 1956. The morphology and functional anatomy of the male and female
reproductive systems o€Cimex lectularius L. (Heteroptera, Cimicidae). Ann.
Entomol. Soc. Am49, 466-93.

De Souza, D.J., Ribeiro, M.M.R., Mello, A., Lino-Neth, Dangelo, R.A.C., Lucia, T.
M.C.D., 2011. A laboratory observation of nuptial flight and mating behaviour of the
parasite anfcromyrmex ameliae (Hymenoptera: Formicidae). Ital. J. Zool. 78, 405
408.

Dias, G., Lino-Neto J., Mercati D., Dallai, R., 2016. The sperm structure and
spermiogenesis of the heteropte@optosoma scutellatum (Geoffroy) with emphasis

on the developmentof the centriole adjunct. Micron 82483

Dias, G., Dallai, R., Carapelli, A., Almeida, J.P.P., Campos, L.A.O., Faroni, L.R.A.,
Lino-Neto, J., 2017. First record of gregarines (Apicomplexa) in seminal vesicle of
insect. Sci. Rep. 7, 175.

Fiorillo, B.S., Lino-Neto, J., Bao, S.N., 2008. Structural and ultrastructural
characterization of male reproductive tracts and spermatozoa in fig wasps of the

genusPegoscapus (Hymenoptera, Chalcidoidea). Micron 39, 127280.

Fitzpatrick, J.., Baer, B., 2011. Polyandry reduces sperm length variation in social
insects. Evolution 65, 3008012.

Forattini, O.P., 1990. The Cimicidae and their importance in public health (Hemiptera-
Heteroptera: Cimicidae). Revista de Saude Publica (Supl). 1

Higginson, D.M., Pitnick, S., 2011. Evolution of intra-ejaculate sperm interactions: do
sperm cooperate? Biol. Rev. 86, 22%0.

38



Kaldun, B., Otti, O., 2016. Condition-dependent ejaculate production affects male
mating behavior in the common bedbGgmex lectularius. Ecol Evol. 14, 2548
2558.

Karakaya, G., Ozyurt, N., Candan, S., Suludere, Z., 2012. Structure of the male
reproductive system irCoreus marginatus (L.) (Hemiptera: Coreidae) Turk.
Entomol. Derg. 36, 19204.

Linford, M.R., Currie,W., 2006. Bedbugs put the bite on hotel business. Atlanta: Asian

American Hotel Owners Association Lodging Business.

Lino-Neto, J., Dolder, H., Mancini, K., Mercati, D., Dallai, R., 2008. The short
spermatodesm @&rge pagana (Hymenoptera: Symphyta). Tissue Cell 40,-18%3.

Mroz, E., 2012. The structure of the male reproductive system of the Gealliss
Fieber (Hemiptera: Heteroptera: Mirigdeol. Pismo Entomol. 81, 10718.

Mroz, E., WojciechowskiW., 2011. The systematic position of the tribe Stenodemini
(Heteroptera: Cimicomorpha: Miridae: Mirinae) in the light of the male internal
reproductive systend. Nat. Hist. 45, 15631588.

Nijhout, HF., 1994. Insect Hormones. Princeton, Princeton University Press.

Omori, N., 1941. Comparative studies on the ecology and physiology of common and
tropical bedbugs, with special references to the reactions to temperature and
moisture. J. Med. Assoc. Taiwan 60, 5339.

Ozyurt, N., Candan, S., Suludere, Z., Amutkan, D., 2013. Morphology and histology of
the male reproductive system@naphosoma lineatum (Heteroptera: Pentatomidae)
based on optical and scanning electron microscopy. J. Entomol. Zool. Stud. 1, 40
46.

Ozyurt, N., Candan, S., Suludere, Z., 2015. Ultrastructure of male reproductive system

of Eurydema ventrale Kolenati 1846 (Heteroptera: Pentatomidae). Microsc. Res.
Tech. 78, 643653.

Pascini, T.V., Martins, @., 2017. The insect spermatheca: an overview. Zoology 121,
56-71.

39


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaldun%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27066237
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Otti%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27066237

Pires, EM., Ferreira, P.S.F., Guedes, R.N.C., Serrdo, J.E., 2007. Morphology of the
phytophagous budplatyscytus decempunctatus (Carvalho) (Heteroptera: Miridae)
Neotrop. Entomol. 36, 51813.

Pitnick, S., Hosken, D.J., Birkhead, T., 2009. Sperm morphological diversity. In:
Birkhead, T., Hosken, D.J., Pitnick, S. (Eds.), Sperm biology: an evolutionary
perspective. Academic Press, Oxford, pp-168.

Reinhardt, K., Siva-Jothy, M.T., 2007. Biology of the bed bugs (Cimicidae). Ann. Reuv.
Entomol. 52, 351374.

Reinhardt, K., Wong, C., Georgiou, A., 2009. Detection of seminal fluid proteins in the
bed bugCimex lectularius, using two-dimensional gel electrophoresis and mass
spectrometry. Parasitology 136, 2292.

Reinhardt, K., Dobler R., Abbott J., 2015. An ecology of sperm: sperm diversification
by natural selection. Annu. Rev. Ecol. Evol. Syst. 46;-4885.

Rodrigues, A.R.S., Serrédo, J.E., Teixeira, V.W., Torres, J.B., Teixeira, A.A., 2008.
Spermatogenesis, changes in reproductive structures, and time constraint associated
with insemination irPodisus nigrispinus. J. Insect Physiol. 54, 154B551.

Ryckman, R.E., Bentley, D.G., Archbold, E.F., 1981. The Cimicidae of the Americas
and Oceanic Islands, a checklist and bibliography. Bull. Soc. Vector Ecol-B42A3

Schuh, R.T., Stys, P., 1991. Phylogenetic analysis of cimicomorphan family
relationships (Heteroptera). J. New York Entomol. Soc. 99, 28R

Schuh, R.T., Slater, J.A., 1995. True bugs of the world (Heteroptera: Hemiptera). New
York Entomological Society, New York, p. 336.

Schuh, R.T., Weirauch, C., Wheeler, W.C., 2009. Phylogenetic relationships within the
Cimicomorpha (Hemiptera: Heteroptera): a total-evidence analysis. Syst. Entomol.
34, 1548.

Snipes, B.T., Carvalho, J.C.M., Tauber, O.E., 1940. Biological studi@snthocoris
toledoi Pinto, the Brazilian chicken bedbug. lowa State Coll. J. Sci. 13&27

40



Souza, H.V., Murakami, A.S, Moura, J., Almeida, E.C, Marques, |.F.G, Itoyama, M.M.,
2011. Comparative analysis of the testes and spermatogenesis in species of the
family Pentatomidae (Heteroptera). Eur. J. Entomol. 108,383

Usinger, R.L., 1966. Monograph of Cimicidae (Hemiptera-Heteroptera). College Park,

Md., Entomological Society of America.

41



4. Conclusdes Gerais

O sistema reprodutor ddartarega bentoi (Notonectidae) apresenta morfologia
caracteristica do género.

O sistema reprodutor dernithocoris pallidus (Cimicidae) apresenta morfologia
caracteristica da familia.

A ultraestrutura dos espermatozoidesWiebentoi e O. pallidus, demonstraram

varios caracteres comuns aos Heteroptera em geral. Entretanto, ha outros
caracteres que sdao compartilhados somente com as familias a qual pertencem, e
ainda, alguns caracteres foram exclusivos da espécie ou, possivelmente do
género. Dessa forma, caracteristicas derivadas da ultraestrutura dos
espermatozoides constituem fonte de informac¢des promissoras para estudos de
sisteméatica dos Heteroptera.

O sistema reprodutor d®@. pallidus possui caracteristicas peculiares que nos
permitiram realizar inferéncias a respeito do comportamento reprodutivo dessa

espécie.
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