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RESUMO
A ordem Hemiptera é uma das maiores dentro da Classe Insecta, exibindo grande
variedade morfologica, de estratégias reprodutivas e habitos alimentares, ocupando os
mais diversos ambientes terrestres e aquéticos. Dentro da subordem Heteroptera, a
infraordem Nepomorpha contém os percevejos verdadeiramente aquaticos, que vivem
em ambientes léticos e Iénticos. Os diferentes nichos ecoldgicos ocupados refletem em
diferentes adaptacdes e estratégias reprodutivas. As variacdes na morfologia dos
sistemas reprodutores podem ocorrem com a presenca ou auséncia de estruturas,
ndmero e posicdo ao longo do trato reprodutivo. Quando as caracteristicas morfologicas
externas ndo séo suficientes para resolucdo de problemas taxondémicos, informacgdes
complementares podem ser obtidas pela andlise morfologica e histolégica dos érgaos
internos. Estas variacdes interespecificas em tais estruturas tém gerado caracteres
capazes de suportar andlises filogenéticas. A inclusdo de novos caracteres, somados
aos caracteres morfoldgicos comumente utilizados, visam contribuir para a sistematica
de vérios grupos de insetos que ainda ndo possuem uma filogenia totalmente aceita.
Além disso, estes estudos auxiliam no entendimento da biologia reprodutiva, como as
diferentes estratégias de coOpula. Nesta dissertacdo, descrevemos a morfologia e
histologia do sistema reprodutor masculino espécies das familias Belostomatidae e
Naucoridae, da ordem Hemiptera. Para isso, utilizamos técnicas de microcopia de luz.
Os resultados demonstram similaridades e diferencas com outros estudos da literatura
e apontam caracteres como: (1) anatomia geral; (2) numero de foliculos por testiculo;
(3) numero de espermatozéides por cisto e (3) histologia do sistema reprodutor;
potenciais para futuras inferéncias na sistematica, enfatizando a necessidade da
descricdo da anatomia e histologia do sistema reprodutor masculino em um maior

namero de espécies.

Palavras-chave: sistema reprodutor masculino, histologia, heterépteros aquaticos



ABSTRACT

The Hemiptera order is one of the largest in the Class Insecta, displaying great
morphological variety of reproductive strategies and eating habits, occupying the most
diverse terrestrial and aquatic environments. Within the Heteroptera suborder, the
infraorder Nepomorpha contains the truly aquatic bugs that live in lotic and lentic
environments. Different occupied ecological niches reflect in different adaptations and
reproductive strategies. Variations in the morphology of reproductive systems can occur
in the presence or absence of structures, humber and position along the reproductive
tract. When the external morphological characteristics are not enough to resolve
taxonomic problems, additional information may be obtained by morphological and
histological analysis of the internal organs. These interspecific variations in such
structures have generated characters able of supporting phylogenetic analyzes. The
inclusion of new characters added to the morphological characters commonly used, are
intended to contribute to the system of various groups of insects that do not have a
phylogeny fully accepted. Furthermore, these studies assist in the understanding of
reproductive biology such as different mating strategies. In this thesis, we describe the
morphology and histology of the male reproductive system in species of Belostomatidae
and Naucoridae families of the order Hemiptera. For this, we used techniques of light
microscopy. The results demonstrate similarities and differences with other studies in the
literature and point characters such as: (1) general anatomy; (2) number of follicles per
testis; (3) the number of cysts by sperm, and (3) histology of the reproductive system;
potential for future inferences in systematic, emphasizing the need for description of the

anatomy and histology of the male reproductive system in a larger number of species.

Keywords: male reproductive system, histology, aquatic heteropteran
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1. INTRODUCAO GERAL

A ordem Hemiptera € uma das maiores dentro da Classe Insecta, exibindo uma
grande variedade morfologica, de estratégias reprodutivas e habitos alimentares,
fazendo com que ocupem os mais diversos tipos de ambientes, terrestres e aquaticos.
Atualmente cerca de 89.000 espécies foram descritas, as quais encontram-se
distribuidas por todo o0 mundo (Weirauch & Schuh, 2011; Grazia et al., 2012). A
caracteristica mais uniforme que permite distinguir os membros de Hemiptera dos
integrantes de outras ordens de insetos consiste nas pecas bucais adaptadas a
perfuragdo e succao (labio inserido a frente do prosterno), alojadas em uma longa
tromba ou bico, tanto na forma adulta como em ninfas (Schuh & Slater, 1995). Além
disso, outra caracteristica diagnostica é o reduzido nimero de veias alares, alguns
representantes adultos ndo possuem asas, enquanto outros podem ter asas reduzidas
(Carver et al., 1991).

Das quatro subordens de Hemiptera (Heteroptera, Sternorrhyncha, Coleorrhyncha,
e Auchenorrhyncha), a subordem Heteroptera apresenta mais de 40.000 espécies
descritas, divididas em 89 familias (Henry, 2009; Weirauch & Schuh, 2011). A maioria
das espécies apresenta habito fitéfago, alimentando-se de seiva e outros sucos
produzidos por plantas e apresentam grande importancia econémica por serem pragas
em diversos tipos de culturas vegetais (atuando inclusive como vetores fitopatogénicos);
ou predadores utilizados para controle biolégico de vetores de doencas humanas; ou
mesmo como proprios vetores, como, por exemplo os reduviideos na transmissao do
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) (Santamarina-Mijares & Gonzéales-Broche, 1985;
Schaefer & Panizzi, 2000; Redak et al., 2004; Ringenberg et al., 2010; Reyes & Estévez,
2006; Zappala, 2013; Zanuncio et al., 2014; Panizzi & Grazia, 2015).

Os heterépteros tem sido amplamente estudados por se tratar de um grupo de
insetos cosmopolitas de grande interesse econémico, ecoldgico e para saude publica

(Damgaard et al., 2005; Papacek & Soldan, 2008; Horton & Lewis, 2011).



Atualmente, estdo distribuidos em sete infra-ordens: Cimicomorpha,
Dipsocoromorpha, Enicocephalomorpha, Pentatomomorpha, Gerromorpha,
Leptopodomorpha e Nepomorpha, sendo que nas trés Gltimas encontramos espécies
associadas a ambiente aquaticos (Wheeler et al., 1993; Schuh & Slater, 1995). Existem
registros fésseis para hemipteros aquaticos datados desde o final do permiano e durante
0 Jurdssico (Nieser & Melo, 1997; Ryzhkova, 2012, 2013; Melo, 2015). Além de
algumas familias extintas, atualmente, séo consideradas validas 26 familias (Panizzi &
Grazia, 2015), cujas espécies ocupam 0s mais diversos nichos em comunidades
aquéticas de ambientes Ibticos e |énticos, em diferentes estados de conservacéo e
assim como os demais insetos, respondem rapidamente a perturbagdes ambientais de
origem antrépica ou ndo (Vianna & Melo, 2003).

As relacOes filogenéticas da infraordem Nepomorpha, assim como de niveis
superiores é ainda confusa. De acordo com o estudo de Hebsgaard et al. (2004),
combinando dados moleculares e morfoldgicos, todas as superfamilias e familias de
Nepomorpha séo consideradas monofiléticas, com exce¢cdo de Naucoroidea, que se
mostrou parafilética. Os dados obtidos ao apontarem uma forte relacdo entre
Potamocoridae e Aphelocheiridae, deram origem a superfamilia Aphelocheiroidea para
alocar essas duas familias e restando Naucoroidea com apenas a familia Naucoridae.
O monofiletismo de Nepomorpha é amplamente aceito (Wheeler et al., 1993; Mahner,
1993; Xie et al., 2008), no entanto, o estudo de Hua et al. (2009), baseado em analises
de genomas mitocondriais, sugere que a infraordem é parafilética e que a familia Pleidae
deve ser elevada ao nivel de infraordem, sendo classificada como grupo irmdo de
Nepomorpha. Além disso, os resultados apontaram novamente Naucoroidea como
sendo monofilética (Aphelocheiridae + Naucoridae). Outra questdo amplamente
discutida é quanto a classificagdo do género Abedus em Belostomatidae, uma vez que
utilizando caracteres obtidos a partir da morfologia externa, alguns autores o colocam

como um subgénero de Belostoma (De Carlo, 1968; Schnack & Estévez, 1990). Devido
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aos poucos taxons examinados e a falta de analises combinadas utilizando caracteres
morfolégicos as duvidas quanto a posi¢cdo dos taxons ainda persistem, incluindo,
Appasus, Benacus, Kirkaldyia e Limnogeton, todos provavelmente oriundos de

Belostomatidae.

1.1. Familia Belostomatidae

A familia Belostomatidae com aproximadamente 160 espécies descritas (Polhemus
& Polhemus, 2008) atualmente apresenta trés subfamilias: Lethocerinae com o género
Lethocerus, Horvathiinae com Horvathinia e Belostomatinae com o0s ¢éneros
Weberiella, Limnogeton, Hydrocyrius, Diplonychus, Belostoma e Abedus (Lauck &
Menke, 1961). Essa subdivisdo foi feita com base em aspectos da morfologia da
genitalia masculina e em uma analise mais critica de outras caracteristicas, tais como a
condicdo dos esternitos abdominais e 0 grau de desenvolvimento das garras tarsais do
primeiro par de pernas (Lauck & Menke, 1961). Somente Lethocerus ocorre nos dois
hemisférios (Ocidental e Oriental). Abedus, Belostoma, Horvathinia e Weberiella séo
géneros americanos, enquanto Limnogeton, Hydrocyrius e Diplonychus sdo géneros do
velho mundo. N&o ha registro para esse grupo na Regido Artica e em grande parte da
Europa e no nordeste da Asia (Lauck & Menke, 1961).

Uma caracteristica marcante para a familia é o cuidado parental. Em Lethocerinae
0s machos sdo encarregados de manter a umidade dos ovos, um vez que as fémeas os
depositam em substratos emersos. O macho mergulha e leva a agua até a postura,
distribuindo-a entre os ovos. Além desse comportamento, 0 macho também defende a
prole contra predadores, permanecendo durante alguns periodos do dia sobre a postura
(Macias-Ordofiez, 2003). Em Belostomatinae as fémeas depositam 0s ovos no dorso
dos machos, que sédo transportados até a eclosdao. Os machos entdo sao responsaveis

por manter a oxigenacdo e protecdo dos ovos, aumentando significativamente o
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sucesso de eclosdo (Crowl & Alexander, 1989). O local de postura dos Horvathiniinae
néo é conhecido.

Os belostomatideos sao conhecidos no Hemisfério Norte como “eletric-light bugs”,
devido ao fato de serem atraidos por luz elétrica (Hungerford, 1919; Nieser, 1975) e em
algumas regides do Brasil conhecidos como "barata d'agua". Sao caracterizadas pelo
corpo achatado, de forma eliptica, oblonga ou oval. Possuem rostro forte triarticulado,
olhos grandes e salientes, com auséncia de ocelos. As pernas anteriores sdo raptoriais,
enguanto as tibias das pernas posteriores sdo achatadas e providas de longas cerdas.
Apresentam também um par de sifdées respiratorios retrateis (Costa Lima, 1940).

As espécies do género Belostoma atuam como controladores bioldgicos, uma vez
gue predam uma grande variedade de invertebrados, entre eles, larvas de dipteros da
familia Culicidae e caramujos do género Biomphalaria, que apresentam grande
importancia médica por estarem associados a doencas com potencial epidemioldgico

(Consoli et al., 1989; Pereira et al., 1993).

1.2 Familia Naucoridae

A familia Naucoridae consiste em cinco subfamilias: Cheirochelinae,
Cryphocricinae, Laccocorinae, Limnocorinae e Naucorinae, com cerca de 400 espécies
descritas, distribuidas em 40 géneros (Schuh & Slater, 1995). Entre os Nepomorpha, os
naucorideos apresentam a maior diversidade morfolégica, sendo conhecidos por serem
0s mais adaptados a viver em ambientes I6ticos (Nieser & Melo, 1997). Os naucorideos
sdo comumente conhecidos por atuarem como controladores bioldgicos naturais de
larvas de dipteros das familias Culicidae e Simuliidae, porém varios trabalhos tem
apontado naucorideos como possiveis vetores da Ulcera de Buruli na Africa Ocidental
(Marsollier et al., 2002; Merritt et al., 2005; Silva et al., 2007; Ebong et al., 2012). Embora

a transmissdo aos seres humanos nao tenha sido demonstrada, os naucorideos
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abrigavam o agente etiologico causador da doenca (Mycobacterium) em suas glandulas

salivares (Marsollier et al., 2002; Merritt et al., 2005; Silva et al., 2007).

1.3 Sistema reprodutor de Insetos

A grande abundéncia dos insetos e 0 sucesso em ocupar 0s mais diversos
ambientes estdo intimamente associados a alta capacidade reprodutiva, as estruturas
associadas a reproducdo e a diversidade nos comportamentos de cOpula. Por
apresentarem geralmente um curto periodo de vida, o comportamento, a reproducédo e
histéria de vida devem ser sincronizados, permitindo um maior éxito e menores perdas
dos descendentes (Chapmam, 1998; Gillot, 2005; Triplehorn & Johnson, 2011). Sendo
assim, podem ocorrer variagdes nos sistemas reprodutores como a presenca ou
auséncia de estruturas, tamanho, nimero e posicdo das mesmas ao longo do trato
reprodutivo (Rawat, 1939; Grassé, 1982; Papacek & Soldan, 1987, 1992, 1996, 2008;
Chapman, 1998).

Morfologicamente, o sistema reprodutor dos machos consiste de, em geral, um par
de testiculos, vasos deferentes, vesiculas seminais, glandulas acessoérias e ducto
gjaculatério (Chapman, 1998; Ozyurt et al., 2013). Cada testiculo contém uma série de
tubos testiculares ou foliculos, onde ocorre o processo espermatogénico, € o numero
destes pode variar entre as espécies, constituindo uma caracteristica que pode ser
utilizada na sistematica (Glowacka et al., 1995; Ferreira et al., 2004; Freitas et al., 2008).

As vesiculas seminais séo, na grande maioria dos insetos, regides dilatadas e
modificadas, onde os espermatozoides ficam estocados até serem transferidos para as
fémeas. As glandulas acessoérias podem ser classificadas em dois tipos de acordo com
a sua derivagdo, mesodérmica ou ectodérmica. Quase todos os estudos demonstram
origem mesodérmica, enquanto pouco se sabe sobre aqueles que tém uma origem

ectodérmica (Ozyurt et al., 2013). Suas secrecdes estdo associadas a diversas fungdes,
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como, por exemplo, a maturacédo e ativacao dos espermatozoides, inducéo e aceleracao
da oviposicdo nas fémeas e a formacdo do espermatéforo (Chen, 1984; Gillot, 1988;
Raina et al., 1994; Gillot, 2003).

Nos casos em que somente as caracteristicas morfologicas externas ndo séo
suficientes para resolucédo dos problemas taxonémicos, informac¢des complementares
podem ser obtidas pela analise morfoldgica e histolégica dos 6rgaos internos. Existem
varios estudos enfocando a anatomia do sistema reprodutor masculino para diferentes
familias terrestres de heteropteros, tais como Miridae (Akingbohungbe, 1983; Leston,
1961), Nabidae (Woodward, 1949), Psylloidea (Glowacka, 1995), Anthocoridae (Horton
& Lewis, 2011) e Reduviidae (Louis & Kumar, 1973; Freitas et al., 2008; Chiang et al.,
2012). Outros descreveram a histologia do sistema reprodutor masculino para as
familias Pentatomidae (Lemos et al., 2011; Ozyurt et al., 2013, 2014, 2015); Coreidae
(Karakaya et al., 2012); Miridae (Mr6z, 2007; Uceli et al., 2011); Reduviidae (Freitas et
al., 2010); Aphididae (Wieczorek, 2008, 2009). Entretanto, para os heterOpteros
aguaticos poucos foram os estudos abordando a anatomia do sistema reprodutor
masculino, entre eles, para a familia Belostomatidae (Montgomery, 1900; Bhargava,
1967; Grozeva et al.,, 2013), Naucoridae, Aphelocheiridae, Notonectidae e Veliidae
(Pendergrast, 1957; Papacek & Gelbi¢, 1989 apud Papacek & Soldan, 2008; Papacek
& Soldan, 1992 apud Papacek & Soldan, 2008). Ao compararem a morfologia dos
testiculos em espécies de heterdpteros (Belostomatidae, Gerridae, Notonectidae e
Veliidae), Pereira et al. (2015) verificaram que em Belostomatidae os testiculos sédo
enovelados na regido distal do ducto ejaculatério e alongados na regido proximal, de
modo diferente, em Gelastocoridae, eles se apresentam alongados e espiralados na
extremidade distal. Em Notonectidae, além de alongados, os testiculos podem se
apresentar em espiralados ou enovelados e, em Gerridae e Veliidae, enovelados.

Além dos estudos morfolégicos, os aspectos histolégicos do sistema reprodutor

masculino de heterdpteros aquaticos, foram relatados, até o momento apenas para as
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familias Hebridae (Battum & Heming, 1989) e Aphelocheiridae (Papacek & Soldan,
2008).

As relacoes filogenéticas de Heteroptera ainda permanecem controversas, mesmo
havendo trabalhos utilizando caracteres morfolégicos externos (Li et al., 2005; Brozek,
2014), moleculares (Hua et al., 2009; Li et al., 2012) e ambos (Damgaard et al., 2005;
Guilbert et al., 2014). As davidas persistem quanto a posicdo de alguns taxons e a
monofilia e posicdo de Heteroptera dentro de Hemiptera (Weirauch & Schuh, 2011).

Neste sentido, a busca por novos caracteres oriundos do estudo histolégico
descritivo da morfologia do sistema reprodutor masculino torna-se relevante para
auxiliar no conhecimento da historia evolutiva e comportamento reprodutivo da

subordem Heteroptera e dos hemipteros em geral.



2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo ampliar o conhecimento sobre a morfologia
do sistema reprodutor masculino em espécies de Belostomatidae e Naucoridae, uma
vez que a morfologia destas células tem se mostrado bastante variada e, portanto,

relevantes em estudos comportamentais e filogenéticos de insetos.

Os objetivos especificos foram:

e Estudar morfologicamente por andlise histoldégica, o sistema reprodutor
masculino de trés espécies de Belostoma,;
e Estudar comparativamente e morfologicamente, o sistema reprodutor masculino

das espécies Limnocoris porphyros e Pelocoris subflavus da familia Naucoridae;



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de insetos

Coletas sisteméticas de insetos aquaticos pertencentes as familias
Belostomatidae e Naucoridae foram realizadas entre maio de 2015 e junho de 2016,
com auxilio de rede entomoldgica em forma de D (puc¢d), confeccionada com nylon (50
cm de largura, 40 cm de altura e 30 cm de abertura) adaptada a um cabo de aluminio.

Coletou-se em uma lagoa artificial (19°12'22.4"S, 46°07'51.2"W) situada no
Campus Rio Paranaiba, da Universidade Federal de Vigosa, municipio de Rio
Paranaiba, e em cérregos as margens da rodovia, préximos ao municipio de Curvelo
(18°44°22"S, 44°26'37"W) e Serra do Cipd (19°12’S, 43°30'W), Minas Gerais, Brasil. Em
todos os pontos as coletas foram realizadas ao longo da orla, as margens, coluna d’agua
e junto ao sedimento do leito.

O material coletado foi transferido para uma cuba pléstica, os espécimes foram
separados dos detritos, acondicionados em recipientes de vidro contendo agua,

etiquetados e transportados para o laboratério.
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3.2 Manutencéo dos insetos em laboratério

Os espécimes, apOs separacdo por familia ou género, foram mantidos
individualmente em recipientes plasticos (copos plasticos descartaveis com capacidade
para 200ml) contendo &gua desclorada e alimentados com larvas de Culicidae,
coledpteros aquaticos, moluscos (planorbideos e tiarideos) e ou pequenos peixes
(poecilideos) até o momento de sua utilizagdo. Alguns heterdpteros, objeto do presente
estudo, foram transferidos para tubos contendo alcool a 70° GL, para posterior

identificacdo especifica.
3.3 Identificacao e depdsito

Os exemplares de heterépteros foram identificados segundo critérios morfoldgicos
do inseto adulto com o auxilio de chaves de identificacdo propostas por Nieser & Melo
(1997) e Nieser & Chen (2002). Em seguida, alguns exemplares de cada espécie foram
depositados na cole¢do do Laboratério de Taxonomia e Biologia de Invertebrados da

Universidade Federal de Minas Gerais (DPIC).

3.4 Morfologia do sistema reprodutor

Dos exemplares obtidos, dez machos adultos de Belostoma plebejum (Stal, 1858),
cinco de Belostoma stollii (Amyot & Serville, 1843), cinco de Belostoma testaceopallidum
Latreille, 1807, dez de Pelocoris subflavus Montandon, 1898 e seis de Limnocoris
porphyros Nieser & Lopez Ruf, 2001, foram dissecados e os sistemas reprodutores
extraidos e transferidos para recipientes contendo solucdo fixadora de Zamboni
(Paraformaldeido, tampéo fosfato Sorensen e solucédo saturada de acido picrico) 2.5%
0.1 M, pH 7 (Stefanini & Martino, 1967), onde permaneceram por um periodo de 4 a 6
horas. Apoés o periodo de fixagdo, o material foi lavado em agua destilada por trés vezes
a cada quinze minutos e em seguida desidratado em série alcodlica crescente (50° GL,

70° GL, 90° GL e absoluto) por quinze minutos cada etapa. Posteriormente o material
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foi embebido e incluido em resina glicol-metacrilato (Historesin, Leica, Alemanha).
Cortes semifinos de 2 pum de espessura foram obtidos utilizando micrétomo
automatizado (Leica RM2265, Alemanha) corados com azul de Toluidina 0,05% por 25
segundos e fotografados em microscépio (Olympus BX-60, Japdo). Apés a montagem
permanente em laminas de vidro utlizando Entellan, os cortes foram analisados com
auxilio de microscopia de luz acoplada a um sistema de analise de imagem (Microscépio
Olympus BX-60, Japéo)

Para andlise anatémica, logo apdés a fixacdo, alguns sistemas reprodutores foram
fotografados em microscopio de luz (Olympus BX-60, Japéo) e em seguida, produzidas

ilustragbes esquematicas em nanquim.
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4. RESULTADOS

| Capitulo 1

Morfologia do sistema reprodutor masculino em trés espécies do género

Belostoma (Heteroptera: Belostomatidae)
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1. Introducéo

A classe Insecta compreende atualmente os organismos mais diversificados, com
uma ampla gama de exploracdo de habitats e recursos. Dentre os hemimetabolos, a
ordem Hemiptera é a mais diversa, com uma historia evolutiva que envolve a invasao e
distribuicdo nos ambientes terrestres e de agua doce (Rafael et al. 2012). Os diferentes
nichos ecoldgicos ocupados refletem em diferentes adaptacbes e estratégias
reprodutivas (Gullan & Cranston, 2010).

Os representantes de Belostomatidae desempenham um papel importante como
agentes bioldgicos em ambientes aquéticos por serem predadores de uma grande
diversidade de organismos invertebrados e vertebrados (Menke, 1979; Smith, 1997;
Reyes & Estévez, 2006). A familia apresenta distribuicAo cosmopolita, com
representantes em todas as regides biogeograficas, com exce¢do das polares
(Polhemus & Polhemus, 2008). Na América do Sul, o género Belostoma Latreille, 1807
€ 0 mais diverso, incluindo mais de 70 espécies distribuidas na regido Neotropical, com
cerca de 50 registradas no Brasil (Ribeiro, 2007). A partir de uma avaliacdo de
similaridade morfolégica geral entre esses taxons, Belostoma foi organizado em 16
grupos de espécies (Lauck, 1961). No entanto, a sistematica do género Belostoma ainda
permanece confusa devido a similaridade morfoldgica entre as espécies e a escassez
de estudos realizados.

O sistema reprodutor masculino dos insetos geralmente é formado por um par de
testiculos, ductos deferentes, vesiculas seminais, glandulas acessoérias e ducto
gjaculatério (Chapman, 1998; Ozyurt et al., 2013). Alguns autores descreveram a
morfologia do sistema reprodutor para varias espécies de hemipteros de familias
terrestres: Psyllidae (Glowacka et al., 1995), Aphididae (Wieczorek, 2008), Reduviidae
(Freitas et al., 2010; Chiang et al., 2012), Coreidae (Karakaya et al., 2012), Miridae (Mréz
& Wojciechowski, 2011; Uceli et al., 2011) e Pentatomidae (Adams, 2001, Aradijo et al.,

2011, Ozyurt et al., 2014, 2015); e aquéticas: Hebridae (Battum & Heming 1989),



Aphelocheiridae (P4pacek & Soldan, 2008), Naucoridae (Papacek & Gelbic, 1989 apud
Papacek & Soldan, 2008), Gelastocoridae (Alevi et al., 2015), Notonectidae (Papacek &
Soldan, 1992 apud Papacek & Soldan, 2008) e Belostomatidae (Bhargava, 1967; Jawale
& Ranade, 1990). Tais estudos demonstraram que as variacdes na morfologia do
sistema reprodutor poderiam fornecer novos caracteres capazes de auxiliar no
entendimento do comportamento reprodutivo e em analises sistematicas.

Segundo Mréz & Wojciechowski (2011), os resultados obtidos confirmaram a
utilidade da investigacdo anatdmica na sistematica, sendo que a variacdo no niumero de
foliculos entre as espécies da familia Miridae era suficiente para confirmar o
monofiletismo da tribo Stenodemini e corroborar a hipétese de mudangas na
classificacdo de algumas espécies. Além disso, outras informacdes como as
caracteristicas durante o processo de espermatogénese, 0 numero de espermatozoides
por cisto e o tamanho e posicdo das estruturas do trato reprodutivo também podem
contribuir para o entendimento das relagdes entre os grupos (Aradjo et al., 2010; 2011;
Alevi et al., 2015). Entretanto, devido a grande diversidade da ordem Hemiptera ainda
sdo escassos tais estudos e para a familia Belostomatidae, existindo poucos sobre a
anatomia do sistema reprodutor masculino (Montgomery, 1900, Pendergrast, 1957,
Bhargava, 1967; Grozeva et al., 2013; Pereira et al., 2015), até o presente, nenhum
estudo histolégico mais aprofundado e apenas um sobre a morfologia dos
espermatozoides (Lee & Lee, 1992).

A morfologia dos testiculos nos Heteroptera aquaticos € bastante variavel e tem
apresentado diferengas entre os taxons analisados, com um a sete foliculos por
testiculo, organizados de forma arredondada, espiral ou alongada. Estas variagdes no
namero de foliculos e morfologia dos testiculos, quando relacionados a filogenia de
Heteroptera, se tornam potenciais para propor uma hipotese filogenética para explicar
as diferencas entre as espécies terrestres, aquaticas e semi-aquaticas, abrindo novos

caminhos e perspectivas para o uso da morfologia reprodutiva (Pereira et al., 2015). No
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presente estudo, € descrita a morfologia do sistema reprodutor masculino em trés
espécies do género Belostoma, com o objetivo de aumentar o conhecimento sobre a
biologia reprodutiva e fornecer dados que possam futuramente ser utilizados na

sistematica.

2. Material e Métodos

Foram utilizados dez machos adultos de Belostoma plebejum (Stal, 1858),
coletados em uma lagoa artificial (19°12'22.4"S 46°07'51.2"W) situada no Campus Rio
Paranaiba, Universidade Federal de Vigosa, municipio de Rio Paranaiba, cinco machos
de B. stollii (Amyot & Serville, 1843) coletados em um corpo d'agua (18°44°22”S
44°26°37”0) as margens da rodovia no municipio de Curvelo e cinco machos de B.
testaceopallidum Latreille, 1807 coletados em um cérrego (19°12’ S, 43°30° W) as
margens da rodovia na Serra do Cipd, Minas Gerais, Brasil. As coletas foram realizadas

com auxilio de redes entomoldgicas.

Microscopia de luz: Os sistemas reprodutores de cada espécie foram fixados em
solucdo de Zamboni (Paraformaldeido, Tampao fosfato de Sorensen e solugéo saturada
de acido picrico) 2.5%, 0.1 M, pH 7 (Stefanini & Martino, 1967) por um periodo de 4 a 6
horas. Apés a fixac@o, o material foi desidratado em série alcodlica crescente (50° GL,
70° GL, 90° GL e absoluto) e incluido em resina glicol-metacrilato (Historesin, Leica,
Alemanha). Cortes de 2 um foram corados pelo azul de Toluidina 0,05 %, montados em
laminas e, posteriormente fotografados em microscépio de luz (Olympus BX-60, Japéao).
Para andlise anatbémica, logo apds a fixagdo, alguns sistemas reprodutores foram
fotografados em microscépio de luz (Olympus BX-60, Japao) e em seguida, foram

obtidas as ilustra¢des esquematicas.
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3. Resultados

A anatomia do sistema reprodutor em machos sexualmente maduros das espécies
Belostoma plebejum, B. stollii e B. testaceopallidum compreende um par de testiculos,
ductos deferentes, vesiculas seminais e um ducto ejaculatorio. Os testiculos séo
divididos em duas regides e envolvidos por uma capsula conjuntiva transparente (Fig. 1
A-B e 2A). Cada testiculo possui cinco foliculos que sédo enovelados na regido distal e
individualizados na regido proximal do ducto ejaculatério (Fig. 2B). Na regido distal e
enovelada os foliculos apresentam células em diferentes fases da espermatogénese
(Fig. 2A). Dentro dos foliculos, os espermatozoides se desenvolvem sincronicamente
em cistos mantidos pela célula cistica. Esta célula é responséavel pela secre¢édo do
envelope para formacéo do cisto. Em cada cisto foram encontrados em média para B.
plebejum 348 espermatozoides (Fig. 2C), para B. stollii 359 espermatozoides (Fig. 2D)
e para Belostoma testaceopallidum, 485 espermatozoides (Fig. 2E).

Os espermatozoides migram para a regido testicular proximal aos ductos e neste
local os espermatozoides permanecem em feixes, diferenciando esta por¢do dos
foliculos, que apresenta-se com aspecto mais denso (Fig. 1B e 2G). Em seguida os
feixes sdo desfeitos, percorrem os foliculos até alcancar os ductos deferentes e, entéo,
alcancam uma regido dilatada, as vesiculas seminais, onde ficam armazenados até o
momento da copula (Fig. 3A). As regides do foliculo que se aproximam dos ductos
deferentes apresentam epitélio simples, formado por células cubicas com nulcleos
esféricos e medianos (Fig. 2F). Os ductos deferentes apresentam epitélio simples,
cubico com nucleos centrais e o lumen repleto de espermatozoides (Fig. 3B).

As vesiculas seminais sdo formadas por um epitélio simples, composto por células
cubicas com nucleos esféricos e basais (Fig. 3C) e desembocam no ducto ejaculatério
anico (Fig 1B).

O ducto ejaculatério possui epitélio simples, prismatico com nucleos em alturas

variadas (Fig. 4A). Esta regido € caracterizada por muitas camadas de musculatura
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circular e longitudinal (Fig. 4A). A porcao terminal do ducto ejaculatério é esclerotizada

formando o edeago (Fig. 4B).

4. Discusséao

A anatomia geral dos sistemas reprodutores de Belostoma plebejum, B. stolli e B.
testaceopallidum se assemelha ao de outras familias de heterdpteros aquaticos, como
Gerridae e Veliidae, pela forma como os foliculos testiculares se enovelam na regiao de
espermatogénese (Pereira et al.,, 2015). Em outras familias a morfologia testicular
apresenta diferencas, como testiculos alongados e espirais na extremidade distal para
Gelastocoridae e alongados, espirais ou enovelados para Notonectidae (Pereira et al.,
2015). Assim como Belostomatidae, as familias Hebridae, Hydrometridae e Veliidae nao
apresentam glandulas acessorias (Pendergrast, 1957).

O numero de foliculos varia amplamente entre as espécies de Heteroptera (Freitas
et al., 2010; Karakaya et al., 2012; Ozyurt et al., 2013). Em Nepomorpha de modo geral
o numero de foliculos mais comumente encontrados sdo de 5 ou 7 por testiculo
(Papacek & Soldan, 2008). Em algumas outras espécies de heterdpteros como
Rheumatobates crassifemur Esaki, 1926 (Gerridae), Gelastocoris (=Montandonius)
angulatus Melin, 1929 (Gelastocoridae), Martarega membranacea White, 1879 e M.
brasiliensis Truxal, 1949 (Notonectidae) os testiculos consistem de 2 foliculos (Pereira
et al., 2015). Em Aphelocheirus aestivalis (Fabricius, 1794) (Aphelocheiridae) 4 foliculos
sdo observados (Papacek & Soldan, 2008).

As trés espécies aqui estudadas apresentam cinco foliculos enrolados na regido
anterior e induvidualizados na regido posterior, similar ao descrito recentemente para B.
anurum (Herrich-Schaffer, 1848), B. micantulum (Stal, 1858) (Pereira et al. 2015) e

também para Lethocerus indicus (Lepeletier & Serville, 1825) (Bhargava, 1967), porém
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diferente de L. patruelis (Stal, 1854) que apresenta um Unico foliculo enrolado e
arredondado (Grozeva et al., 2013).

Os foliculos testiculares contendo células em diferentes fases da espermatogénese,
demonstram que estes insetos possuem producdo continua de espermatozoides,
permitindo multiplas cépulas na fase adulta (Buschini, 2007; Moreira et al., 2008).

Nos foliculos testiculares, a organizacao das células germinativas em cistos € uma
caracteristica comum para 0s insetos e 0 nimero de espermatozoides nos feixes
representa o numero final de células que se desenvolveram em sincronia dentro dos
cistos, a partir de uma Unica espermatogonia (Lino-Neto et al., 2008).

Em abelhas o niumero de ciclos mitéticos tem sido uma caracteristica apontada para
uso em analises sisteméaticas. No estudo de Araujo et al., (2012), foi demonstrado que
a quantidade de espermatozoides por cistos em adi¢cdo a outros caracteres contribuiu
para as analises filogenéticas da familia Crabronidae. No entanto, até o presente, para
os hemipteros em geral, ndo ha estudos determinando o numero de espermatozoides
por cisto.

No presente estudo, foi observado que nas espécies Belostoma plebejum, B. stollii
e B. testaceopallidum a quantidade de espermatozoides nos cistos indica a ocorréncia
de 8 ciclos mitéticos.

Ainda, neste sentido, para um melhor conhecimento da biologia reprodutiva
masculina de Belostoma e dos possiveis caracteres que podem ser (teis para estudos
futuros na sisteméatica de Heteroptera, estudos histolégicos envolvendo novas espécies

devem ser realizados para se obter uma melhor comparagéo de tais caracteres.
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B Fig. 4B kY —

Fig 1. Anatomia do sistema reprodutor masculino de Belostoma plebejum. A-
Testiculo (T) dividido em duas regides: a — Foliculos enovelados e b — foliculos
individualizados, ductos deferentes (dd), vesiculas seminais (vs) e ducto
ejaculatério (ej). B- Desenho esquematico do sistema reprodutor de
Belostoma plebejum apontando o local das secdes relativas aos cortes
histol6gicos das figuras 2, 3 e 4 para B. plebejum, B. stolli e B.
testaceopallidum. Barra: 40 mm.
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Fig 2. Histologia do sistema reprodutor masculino de Belostoma plebejum, Belostoma
stollii e Belostoma testaceopallidum. A- Secéo longitudinal do testiculo de B. plebejum
mostrando os foliculos (f). Os asteriscos indicam a presenca de diferentes fases da
espermatogénese e a seta a capsula conjuntiva que envolve os testiculos. B- Secéo
longitudinal do testiculo de B. stollii demonstrando as duas regides do testiculo, foliculos
(f) alongados (a) e foliculos enovelados (b). C- Cisto de B. plebejum contendo 348
espermatozoides. D- Cisto de B. stollii contendo 359 espermatozoides. E- Cisto de B.
testaceopallidum contendo aproximadamente 485 espermatozoides F- Secédo
longitudinal da regido posterior dos foliculos (f) e inicio do ducto deferente (dd). A seta
indica epitélio cubico com nucleos medianos.. G- Secao transversal da regido anterior
dos foliculos demonstrando a presenca dos espermatozoides em feixes (spz). A seta
indica indica o epitélio cibico com ndcleos centrais. H- Secdo transversal da regido
posterior de um foliculo demonstrando o lumen repleto de espermatozoides (spz) e o

epitélio cubico com nucleos centrais (ep). Barras = 200 um.
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Fig 3. Histologia do sistema reprodutor masculino de Belostoma plebejum, Belostoma stollii e
Belostoma testaceopallidum. A- Secéo longitudinal da porcdo final do ducto deferente (dd),
vesicula seminal (vs) e a camada muscular (m) de B. plebejum. B- Sec¢é&o longitudinal do ducto
deferente (dd) de B. stolli demonstrando o epitélio o epitélio simples, cubico com nucleos
centrais (seta), a grande camada muscular (asterisco) e o limen repleto de espermatozoides
(spz). C- Secdo transversal da vesicula seminal demonstrando o epitélio simples, pavimentoso
com nucleos esféricos e basais (seta), a camada muscular (m) e os espermatozoides (spz).
Barras = 150 pm.
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Fig 4. Histologia do sistema reprodutor masculino de Belostoma plebejum, Belostoma stollii e
Belostoma testaceopallidum. A- Sec¢é&o transversal do ducto ejaculatério (ej) de B. plebejum. O
asterisco indica a ampla camada muscular: a — Camada circular e b — Camada longitudinal e a
seta indica o epitélio simples pseudoestratificado. B- Se¢&o longitudinal do ducto ejaculatério
(ej) de B. plebejum que termina em um edeago escletorizado (aed). Barras = 120 pm.
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Capitulo 2

Morfologia do sistema reprodutor masculino em duas espécies da familia

Naucoridae (Hemiptera: Heteroptera)
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1. Introducéo

A grande variedade morfologica e os diversos ambientes ocupados por insetos da
ordem Hemiptera, resultaram em diferentes estratégias e adaptacdes para a reproducao
(Gullan & Cranston, 2010). A subordem Heteroptera, é dividida em sete infraordens
(Schuh, 1979), sendo que a infraordem Nepomorpha contém o0s percevejos
verdadeiramente aquaticos, que vivem em ambientes I6ticos e Iénticos, compreendendo
mais de 2.400 espécies com ampla distribuicdo, exceto na Antartida (Polhemus &
Polhemus, 2008).

No geral, o sistema reprodutor masculino nos insetos € formado por um par de
testiculos, ductos deferentes, vesiculas seminais, glandulas acessorias e ducto
ejaculatério (Chapman, 1998). Alguns autores descreveram a morfologia do sistema
reprodutor para espécies das familias Reduviidae (Freitas et al., 2010; Chiang et al.,
2012), Coreidae (Karakaya et al., 2012), Miridae (Mréz & Wojciechowski, 2011; Uceli et
al., 2011), Pentatomidae (Aradjo et al., 2011; Ozyurt et al., 2015), Pyrrhocoridae
(Sharma & Livingstone, 1978), Thaumastocoridae (Souza et al.,, 2014), Hebridae
(Battum & Heming, 1989), Naucoridae (Papacek & Gelbic, 1989 apud Papadek &
Soldan, 2008), Gelastocoridae (Alevi et al., 2015), Notonectidae (Papacek & Soldan,
1992 apud Papadek & Soldan, 2008) e Belostomatidae (Bhargava, 1967; Jawale &
Ranade, 1990).

As variacdes na morfologia do sistema reprodutor masculino, como o niumero de
foliculos por tesitculo, a presenca ou auséncia de glandulas acessorias e diferencas
anatomia em geral, tem gerado caracteres para estudos filogenéticos e contribuem para
aumentar o conhecimento da biologia reprodutiva das espécies. (Moreira et al., 2008;
Araujo et al., 2010; Karakaya et al., 2012).

A familia Naucoridae é a segunda mais diversa de Nepomorpha em termos de
géneros Neotropicais e a primeira em namero de espécies, com mais de 180 taxons

validos (Polhemus & Polhemus, 2008). Os naucorideos sdo conhecidos por serem



adaptados a vida em &guas correntes, mas incluem também um grande ndmero de
espécies que vivem em aguas estagnadas ou com pouco fluxo (Nieser & Melo, 1997).
As caracteristicas morfolégicas externas entre os haucorideos sdo de dificil
diagnostico taxonémico, o que tem dificultado analises filogenéticas da familia. Desta
forma, torna-se importante a busca por novos caracteres que possam contribuir para o
entendimento das relacdes evolutivas entre os representantes de Naucoridae. Neste
sentido, o presente estudo teve como objetivo, ao descrever a anatomia e histologia do
sistema reprodutor masculino em duas espécies de Naucoridae, com o auxilio de
microscopia de luz, contribuir para o conhecimento da biologia reprodutiva e fornecer

caracteres que possam ser utilizados na sistematica.

2. Material e Métodos

Foram utilizados dez machos adultos de Pelocoris subflavus Montandon, 1898
coletados em uma lagoa artificial (19°12'22.4"S 46°07'51.2"W) situada no Campus Rio
Paranaiba, Universidade Federal de Vigosa, municipio de Rio Paranaiba e seis machos
de Limnocoris porphyros Nieser & Chen, 2001 coletados em um riacho (19°12’ S, 43°30’
W) as margens da rodovia na Serra do Cipé, Minas Gerais, Brasil. As coletas foram

realizadas com o auxilio de redes entomoldgicas.

Microscopia de luz: Os sistemas reprodutores de cada espécie foram fixados em
solucdo de Zamboni (Paraformaldeido, Tampao fosfato de Sorensen e solugéo saturada
de acido picrico) 2.5%, 0.1 M, pH 7 (Stefanini & Martino, 1967) por um periodo de 4 a 6
horas. Apés a fixacdo, o material foi desidratado em série alcodlica crescente (50° GL,
70° GL, 90° GL e absoluto) e incluido em resina glicol-metacrilato (Historesin, Leica,
Alemanha). Cortes de 2 um foram corados pelo azul de Toluidina 0,05%, montados em
laminas e, posteriormente fotografados em microscépio de luz (Olympus BX-60, Japéo).

Para analise anatdbmica, logo apos a fixacdo, alguns sistemas reprodutores também
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foram fotografados em microscopia de Luz (Olympus BX-60, Japdo) e em seguida,

foram obtidas as ilustracdes esquemaéticas.

3. Resultados

A anatomia do sistema reprodutor em machos sexualmente maduros das espécies
Pelocoris subflavus e Limnocoris porphyros compreende um par de testiculos, ductos
deferentes, vesiculas seminais, glandulas acessorias e um ducto ejaculatério (Fig. 1 A-
D). Em ambas as espécies cada testiculo possui sete foliculos (Fig. 2 A-B). Em P.
subflavus os foliculos apresentam células em diferentes fases da espermatogénese
(Fig. 2C), ao contrério de L. porphyros, no qual o testiculo esta em processo de reducao,
apresentando apenas espermatozoides ja diferenciados e em cistos (Fig. 2D).

Os espermatozoides em ambas as espécies saem dos testiculos em feixes e
alcangcam os ductos deferentes, que sdo longos, finos e apresentam uma grande
camada muscular (Fig. 2 E-F). Os espermatozoides percorrem os ductos deferentes
(Fig. 2G) até alcancarem uma regido mais dilatada dos ductos, as vesiculas seminais
(Fig. 3E, 4D).

As vesiculas seminais, em P. subflavus sé@o longas e enoveladas junto as glandulas
acessorias (Fig. 1 A-B, 3A) e em L. porphyros longas e espiraladas (Fig.1 C-D e 4A). O
epitélio das vesiculas seminais é simples, composto por células cubicas, nucleos
achatados apicais (P. subflavus) e basais (L. porphyros) (Fig. 3E, 4D).

As duas espécies possuem dois tipos de glandulas acessorias (Fig. 3A e 4B), uma
com secrecdo translicida (tipo 1) (Fig. 3C e 4C) e outra com secrecao transparente (tipo
II) (Fig. 3D e 4B). Em P. subflavus a glandula do tipo | apresenta duas estruturas
ovaladas adjacentes compostas por diversos l6bulos onde as secrecfes sao produzidas
e despejadas em um canal coletor comum (Fig. 3B). A partir dessas duas estruturas

ovaladas se projetam os ductos que se enovelam junto as glandulas do tipo Il e vesiculas
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seminais (Fig. 3 A-B). Em L. porphyros as glandulas acessorias dos dois tipos sdo
alogadas e enoveladas, adjacentes as vesiculas seminais (Fig. 1 C-D)

As vesiculas seminais, local de armazenamento dos espermatozoides,
desembocam no ducto ejaculatério Unico, apresentando em ambas as espécies epitélio
simples, clubico com nucleos esféricos e medianos (Fig. 5A). O ducto ejaculatério é
revestido por uma fina cuticula, apresenta muitas camadas de musculatura circular e

longitudinal e encerra-se em um edeago esclerotizado (Figura 5B).

4. Discusséao

A anatomia geral dos sistemas reprodutores de Pelocoris subflavus e Limnocoris
porphyros é similar ao descrito para outros Heteroptera, apresentando dois testiculos,
ductos deferentes, vesicula seminal, dois pares de glandulas acessérias e um ducto
ejaculatério.

O numero de foliculos varia amplamente entre as espécies de Heteroptera e € uma
caracteristica que pode ser usada na sistematica (Akingbohungbe, 1983; Glowacka et
al., 1995; Freitas et al., 2008). As duas espécies estudadas apresentam sete foliculos,
mesmo numero encontrado em outras espécies pertencentes a mesma familia,
Naucoris cimicoides e llyiocoris cimicoides (Rawat, 1939; Papacek & Gelbi¢, 1989 apud
Papacek & Soldan, 2008). Em muitas familias de Heteroptera foram observados
testiculos consistindo de sete foliculos, sendo esta uma caracteristica considerada
plesiomorfica para o grupo (Akingbohungbe, 1983). No entanto, o nimero de foliculos
diverge entre as familias de Heteroptera aquaticos e mesmo entre as espécies, sendo
descrito para Belostomatidae testiculos contendo cinco foliculos em Belostoma anurum
e B. micantulum (Pereira et al., 2015) e um foliculo em Lethocerus patruelis (Grozeva et

al., 2013).
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Para as espécies Belostoma plebejum, B. stolli e B. testaceopallidum
(Belostomatidae) recentemente foi verificado testiculos contendo cinco foliculos (Dados
ndo publicados, Capitulo 1). JA para as espécies Montandonius angulatus
(Gelastocoridae), Rheumatobates crassifemur (Gerridae), Martarega membranacea e
M. brasiliensis (Notonectidae) (Pereira et al., 2015). Ja em Aphelocheirus aestivalis
(Aphelocheiridae) quatro foliculos foram observados (Papacek & Soldan, 2008).

A producéo dos espermatozoides, que ocorre nos foliculos, s6 é observada ao
longo do primeiro més da fase adulta e a partir do segundo ao sexto més, meses em
que os machos copulam, os testiculos entram em processo de redugado (Papacek &
Gelbi¢, 1989 apud Papacek & Soldan, 2008). Este mesmo processo obersavado em
Limnocoris porphyros, foi descrito para as espécies Naucoris cimicoides (Rawat, 1939),
llyiocoris cimicoides (Naucoridae) (Papacek & Soldan, 1989 apud Papacek & Soldan,
2008), Notonecta glauca (Notonectidae) (Papacek & Soldan, 1992 apud Papacek &
Soldan, 2008), Micronecta scholtzi, M. griseola e M. poweri (Micronectidae) (Grozeva et
al., 2008), sendo esta caracteristica considerada como apormorfia em Nepomorpha
(Papacek, 1990; Grozeva et al., 2008).

Em uma classificacdo mais aceita antigamente de Nepomorpha, a superfamilia
Naucoroidea consistia das familias Naucoridae, Aphelocheiridae e Potamocoridae (Stys
& Jansson, 1988). Posteriormente Mahner (1993) utilizando o método cladistico
tradicional encontrou Naucoridae e Aphelocheiridae como grupos irmaos, na
superfamilia Naucoroidea e discute a incerta posicao da familia Pomatocoridae. O
estudo de Hebsgaard et al. (2004), ultilizando caracteres gerados a partir de dados
moleculares e morfoldgicos, obteve como resultado Naucoroidea como monofilética,
somente com a familia Naucoridae e a criacdo da superfamilia Aphelocheiroidae que
reune agora Aphelocheiridae e Pomatocoridae.

Sendo assim, ao comparar a producao continua de espermatozoides que ocorre na

familia Aphelocheiridae (Papacek & Soldan, 2008), com o processo de reducao dos
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testiculos descrito anteriormente e no presente estudo para Naucoridae, a hipétese de
Hebsgaard et al. (2004) é sustentada, com a monofilia de Naucoridae e a formacao da
superfamilia Aphelocheiroidae (Aphelocheiridae + Potamocoridae).

Em Belostomatidae, Gerridae, Hydrometridae, Veliidae e Mesoveliidae, as
vesiculas seminais ndo apresentam enovelamento (Pendergrast, 1957, Bhargava, 1967;
Grozeva et al., 2013). No entanto, no presente estudo verificou-se que as vesiculas
seminais longas e enoveladas junto a regido das glandulas acessorias de P. subflavus
e L. prophyros se diferenciam de outras familias de Heteroptera aquaticos.

Os estudos sobre a estrutura das glandulas acessorias de insetos machos tém
demonstrado que as glandulas variam ndo s6 em o tamanho, forma, e nimero entre
entre as espécies, mas também na morfologia das células epiteliais e tipos de secrecdes
dentro das glandulas (Kruger et al., 2014).

Em P. subflavus e L. porphyros os dois pares das glandulas sdo bem desenvolvidos
e repletos de secrecao. A glandula do tipo | em P. sublflavus é semelhante ao ja descrito
para as espécies Naucoris cimicoides e Ilyiocoris cimicoides, com a presenca de duas
estruturas ovaladas que se estendem em ductos repletos de secre¢cdo. Também, as
glandulas do tipo Il apresentam 0 mesmo aspecto e tipo de secrecdo de N. cimicoides
e |. cimicoides (Rawat, 1939; Papacek & Soldan, 1989 apud Papacek & Soldan, 2008).
Estas secrecfes estdo associadas a ativacdo e manutencdo dos espermatozoides, e
nas fémeas a inducdo na ovulacdo, maturacdo dos ovos, aceleragdo na ovoposigao e
também na formac¢do do chamado plug de cépula. Além disso, sdo relacionadas a
mecanismos para garantir a fidelidade de copula, com a formacao de uma barreira para
evitar novos acasalamentos e alteracdo no comportamento copulatério das fémeas
(Leopold, 1976; Gillott, 2003).

Em Nepomorpha as familias Belostomatidae, Hebridae, Hydrometridae e Veliidae
ndo apresentam glandulas acessérias (Pendergrast, 1957). O estudo das glandulas

acessoOrias poderiam gerar caracteres capazes de serem aplicados em estudos
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filogenéticos. De fato, caracteres gerados a partir do nimero de pares, origem e
estrutura histolégica das glandulas acessérias foram utilizados para propor uma chave
com o objetivo de auxiliar nos estudos das espécies da familia Bruchidae (Coleoptera)
(Sigh,1978). No entanto, para os Hemiptera em geral, ndo existe este tipo de informacéo
disponivel.

Sendo assim, para um melhor conhecimento da biologia reprodutiva masculina e
dos possiveis caracteres que podem ser Uteis para estudos futuros na sistematica de
Heteroptera, estudos histolégicos envolvendo novas espécies da familias Naucoridae

devem ser realizados.
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Fig 1. Anatomia do sistema reprodutor masculino de Pelocoris subflavus e Limnocoris
porphyros. A- Sistema reprodutor masculino de Pelocoris subflavus: Testiculos (T),
ductos deferentes (dd), vesiculas seminais (vs), glandulas acessoérias gal e gall e ducto
ejaculatério (ej). B - Desenho esquematico do sistema reprodutor masculino de
Pelocoris subflavus apontando os locais das sec¢fes relativas aos cortes histologicos
das figuras 2, 3 e 5. C - Sistema reprodutor masculino de Limnocoris porphyros:
Testiculos (T), ductos deferentes (dd), vesiculas seminais (vs), glandulas acessorias
gal e ga2 e ducto ejaculatério (ej). D - Desenho esquemético do sistema reprodutor
masculino de Limnocoris porphyros apontando os locais das sec¢fes relativas aos
cortes histolégicos das figuras 2, 4 e 5. Barra: 40 mm.
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Fig 2. Histologia do sistema reprodutor masculino de Pelocoris subflavus e
Limnocoris porphyros. A- Secédo transversal do testiculo de P. subflavus
mostrando os sete foliculos (f). B- Secao transversal do testiculo de L. porphyros
mostrando os sete foliculos (f). C- Foliculo (f) de P. subflavus evidenciando as
trés zonas da espermatogénese: a- Zona de crescimento, b- Zona de maturagéo
e c- Zona de diferenciacdo. D- Secao transversal do testiculo de L. porphyros
demonstrando a reducdo testicular e a presenca de espermatozoides
diferenciados (spz) e cistos (setas). E- Secao longitudinal do longo e fino ducto
deferente (dd) de P. subflavus. F- Se¢&o longitudinal do ducto deferente (dd) de
P. subflavus demonstrando a ampla camada muscular (m). G- Secdo
transversal do ducto deferente (dd) de P. subflavus mosntrando a presenca de
espermatozoides no lumen (setas). Barras = 200 pm.
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Fig 3. Histologia do sistema reprodutor masculino de Pelocoris subflavus. A- Secado
longitudinal da regido das glandulas acessoérias monstrando os dois tipos: Tipo | (gal) e tipo
Il (gall) e as vesiculas seminais (vs). B- Secao longitudinal das glandulas do tipo |
demonstrando os multilébulos (lob) na regido ovalada, canal coletor comum (cc) e a regido
dos ductos (setas). C- Secao transversal da glandula do tipo Il mostrando a secrecéo
transparente (asterisco). D- Secéo transversal da vesicula seminal que apresenta epitélio
simples, pavimentoso com nucleos achatados e apicais (seta) e o lumen repleto de
espermatozoides (spz). Barras = 120 um.
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Fig 4. Histologia do sistema reprodutor masculino de Limnocoris porphyros. A- Secao
longitudinal da longa vesicula seminal (vs) e glandulas acessoérias do tipo | (gal). B-
Secdao transversal das glandulas acessorias demonstrando os dois tipos: Tipo | (gal) e
tipo Il (gall). O asterisco indica a secrecao transparente da glandula do tipo Il. C- Secéo
transversal da glandula acessoria do tipo | demonstrando a secrecdo translicida
(asterico). D- Secdo transversal das vesiculas seminais (vs), demonstrando o epitélio
simples, pavimentoso com nucleos achatados e basais (seta) e o lumen repleto de
espermatozoides (spz). Barras = 120 pum.
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Fig 5. Histologia do sistema reprodutor masculino de Pelocoris subflavus e Limnocoris
porphyros. A- Secdo longitudinal do ducto ejaculatério (ej) de Pelocoris subflavus
demonstrando a extensa camada muscular (m) e epitélio simples, clubico com nucleos
esféricos e medianos (seta) B- Se¢éo transversal do ducto ejaculatorio (ej) de Limnocoris
porphyros. O asterisco indica a ampla camada muscular. a — Camada circular e b —
Camada longitudinal e a seta indica a cuticula ectodérmica que reveste o epitélio. Barras
=100 pm.
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CONCLUSOES GERAIS

A morfologia do sistema reprodutor das espécies Belostoma plebejum, B. stollii
e B. testaceopallidum se assemelha ao de outras espécies do mesmo género
descritas anteriormente na literatura, com os testiculos constituidos de duas
regides (foliculos enovelados e alongados) e formados por cinco foliculos;

O numero de espermatozoides por cisto descrito para as espécies de Belostoma
e consequentemente o numero de ciclos mitdticos € uma carateristica com
potencial aplicacdo em inferéncias filogenéticas;

Os testiculos em Naucoridae possuem sete foliculos, assim como as espécies
da mesma familia citadas em outros estudos. Para o género Belostoma
(Belostomatidae) foram observados cinco foliculos por testiculo e para as
familias Notonectidae e Gelastocoridae apenas dois. Esta variagdo vem sendo
usada em estudos filogenéticos;

As glandulas acessoérias do tipo 1 em Limnocoris porphyros se diferenciam das
demais espécies descritas de Naucoridae pela auséncia das duas estruturas
ovaladas que se estendem em ductos;

Os exemplares de Pelocoris subflavus ndo apresentam as duas estruturas
ovaladas que se prolongam em ductos nas glandulas do tipo 1, diferentemente
de outras espécies da familia;

O processo de redugdo dos testiculos descrito para a espécie Limnocoris
porphyros estd de acordo com a hip6tese de Hebsgaard et al. (2004), sobre
monofiletismo da superfamilia Naucoroidea e a formacdo da superfamilia
Aphelocheiroidae, com as familias Aphelocheiridae + Potamocoridae;

Ha a necessidade da descricdo da anatomia e histologia do sistema reprodutor
masculino em um maior nimero de espécies de heterOpteros para possibilitar
assim inferéncias na sisteméatica do grupo.
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