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RESUMO

MAIA, Michelle Carvalho, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2009.
Morfologia dos espermatozdides em Triatominae (Hemiptera: Reduviidae).
Orientador: José Lino Neto. Co-orientadores: Clovis Andrade Neves e José Eduardo
Serréo.

A sistematica € a ciéncia que estuda a diversidade de forma dos organismos
propiciando um resgate de informacdes e fornecendo um progndstico da distribuicéo
das caracteristicas existentes entre eles. Os espermatozoéides possuem diversidades
morfolégicas que podem ser usadas na distincdo de tédxons e em analises
filogenéticas, pois estas células podem variar na forma, tamanho e ultra-estrutura,
principalmente, entre os diferentes taxons. Quando tais variacbes ocorrem na
mesma espécie, trata-se de um fendémeno conhecido como polimorfismo. Neste
trabalho, verificou-se a ocorréncia de espermatozoides polimorficos em Triatoma
brasiliensis, T. vitticeps, Rhodnius nasutus e R. neglectus e descreveu-se a ultra-
estrutura dos espermatozéides de T. vitticeps. Para isso, utilizamos as microscopias
de luz e eletrbnica de transmissdo. Nos Triatominae aqui estudados foram
encontrados dois tipos de espermatozéides, diferenciando nos comprimentos total e
nuclear. A analise ultra-estrutural dos espermatozéides de Triatoma vitticeps aponta
varios caracteres sinapomorficos para Heteroptera, como: (1) o0 axonema
parcialmente envolvido por dois derivados mitocondriais, (2) presenca de duas
estruturas em forma de ancora, ligando cada derivado mitocondrial ao material
intertubular e (3) ocorréncia de dois corpos paracristalinos em cada derivado
mitocondrial. Essas caracteristicas certamente poderdo ser usadas na sistematica

da ordem Hemiptera.
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ABSTRACT

MAIA, Michelle Carvalho, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2009.
Morphology of spermatozoa in Triatominae (Hemiptera: Reduviidae). Advisor:
José Lino-Neto. Co-advisors: Clévis Andrade Neves and José Eduardo Serréo.

Systematics is a science which studies the diversity of organism forms promoting
the collection of information and providing a prognosis of the distribution of traits
among organisms. The spermatozoa posses diverse morphologies which can be
used for distinction of taxa and in phylogenic analyses since these cells can vary in
form, size and ultrastructurs, principally between different taxa. When these
variations occur within the same species, it is treated as a phenomenon called
polymorphism. In this study, the occurrence of polymorphic spermatozoa was verified
in the Triatoma brasiliensis, T. vitticeps, Rhodnius nasutus e R. neglectus and the
ultrastructure of spermatozoa from T. vitticeps were characterized. For this
procedure, optical microscopy and transmission electron microscopy were utilized. In
the Triatominae studied here, two types of spermatozoa were encountered,
differentiated by their total and nuclear lengths. The ultrastructural analysis of
spermatozoa from Triatoma vitticeps indicates various synapomorphic traits for
Heteroptera such as: (1) the axoneme partially covered by two mitochondrial
derivatives, (2) the presence of two anchor shaped structure, connecting each
mitochondrial derivatives to the intertubular material and (3) the occurrence of two
paracrystalline bodies in each mitochondrial derivatives. These characteristics can

certainly be used for phylogenic studies of the order Hemiptera.
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1. Introducéao Geral

1.1. Sistemética em Insetos

A sistematica é a ciéncia que estuda a diversidade de forma dos organismos
e envolve tanto as questdes de classificagao das espécies (taxonomia) quanto as
suas relagdes de parentesco (filogenia). Trabalhos envolvendo sistematica propiciam
um resgate de informacdes e refletem as relagdes entre os organismos, fornecendo
um progndstico da distribuicdo das caracteristicas existentes entre eles (Triplehorn &
Jonhson, 2005). Ha varios trabalhos envolvendo a sistematica dos insetos,
organismos de indiscutivel importancia para os ecossistemas em especial por
constituirem o grupo mais diverso da fauna atual. Cerca de um milhdo de espécies
ja foram descritas e estimativas apontam para aproximadamente cinco milhdes de
espécies atuais (Gaston, 1991).

As principais caracteristicas atribuidas ao grande sucesso evolutivo dos
insetos séo: a longevidade de suas linhagens, o numero de espécies, a diversidade
de suas adaptacgdes e seu impacto ecoldgico. O grande desafio dos entomologistas
sistematas é reconstruir a histéria evolutiva e explicar o sucesso adaptativo desses
organismos em uma esfera de existéncia de cerca de 400 milhdes de anos (Grimaldi
& Engel, 2005). Atualmente, a reconstrugcdo da filogenia € baseada em teste de
congruéncia entre identidades topoldgicas que sao, preferencialmente, homologias
morfolégicas, comportamentais ou moleculares (Grimaldi & Engel, 2005). As
homologias observadas sdo analisadas cladisticamente e divididas em apomorfias
(caracteristicas derivadas) e plesiomorfias (caracteristicas ancestrais). Caracteres
derivados compartilhados pelos membros do grupo sdo chamados sinapomorfias

(Triplehorn & Jonhson, 2005).



Existem varios modelos computacionais para reconstrugcdo da filogenia,
elaborados para resolver problemas particulares de analises baseadas em
caracteres especificos (proteinas, morfologia, seqiéncias de DNA). Embora a
analise de dados morfolégicos e/ou moleculares tenha resolvido muitas questdes
sistematicas de varios grupos de insetos, ainda existem varias questbes nao
elucidadas. Novos caracteres estdo sendo usados e inferidos nas andlises como,
por exemplo, aqueles obtidos em estudos morfolégicos do sistema reprodutor
interno e dos espermatozéides (Baccetti & Dallai, 1978; Sivinski, 1984; Quicke et al.,

1992; Jamieson et al., 1999).

1.2. Ordem Hemiptera: Subordem Heteroptera

A ordem Hemiptera compreende um grupo diversificado de insetos que
variam consideravelmente em tamanho, forma do corpo e habitos alimentares.
Atualmente sdo descritas cerca de 67.500 espécies distribuidas por todo o mundo
(Triplehorn & Jonhson, 2005). Compreende um grupo monofilético que se distingue
dos outros insetos por possuirem pecgas bucais adaptadas a perfuragado e succao,
alojadas em uma longa tromba ou bico, tanto na forma adulta como em ninfas
(Schuh & Slater, 1995).

Atualmente quatro subordens de Hemiptera sao aceitas: Heteroptera,
Sternorrhyncha, Coleorryncha e Auchenorrhyncha (Bourgoin et al., 1997). A
diversidade da ordem é relacionada a radiagdo das angiorpermas. A eficiéncia na
alimentacdo em plantas é atribuida a estrutura das partes bucais, a qual também
possui algumas pré-adaptagdes para a predagao.

Os Heteroptera abrange cerca de 25.000 espécies conhecidas como

percevejos. A maioria das espécies sao fitéfagas, alimentando de seiva e outros



sucos produzidos pelas plantas, mas existem algumas espécies hematdfagas
(alimentam-se de sangue) ou entomoéfagas (predadores de outros insetos)
(Triplehorn & Jonhson, 2005). Dentre os Reduviidae, os Triatominae tem 137
espécies descritas e estas apresentam habito hematéfago (Galvao et al., 2003) de
interesse médico, ja que sdo potenciais vetores do parasito Trypanosoma cruzi
(Chagas, 1909), agente etiolégico da doenga de Chagas (Schmunis, 1999).

A doencga de Chagas é considerada um dos mais importantes problemas de
saude na América Latina, afetando 16 milhdes de individuos e cerca de 20.000
caso/ano em 18 paises da América do Sul e Central (W.H.O., 1991; Schmunis,
1999). Essa enfermidade esta relacionada a fatores ambientais e sociopoliticos
(migragdes, moradia, educagdo e acao antrépica sobre a natureza). Sua
transmissao depende basicamente da domiciliagdo do vetor originario de ecétopos
silvestres ou introduzido na casa por agdo humana. A doenga de chagas pode
apresentar consequéncias graves e um tratamento dificil, mas boas possibilidades
de controle. Como afeta individuos e regides pobres, necessita de agado do Estado
que envolva educacgdo, participagao e politicas publicas de modo a assegurar
atengao médica e prevencgao (Dias, 2001).

A provavel linha de evolucdo dos triatomineos vem ha muito tempo sendo
pesquisada, existindo ainda importantes questdes sistematicas e filogenéticas que
permanecem sem respostas. Uma das teorias propde uma origem monofilética para
0 grupo, pressupondo que os triatomineos provém de um unico ancestral predador
(Hypsa et al.,, 2002; Lent & Wygodzinsky, 1979); enquanto que outra teoria,
polifilética, acredita que os triatomineos teriam se originado de diferentes linhagens
de reduviideos predadores que convergiram para habito hematofagico, em

diferentes periodos evolutivos (Schofield, 2000).



1.3. Morfologia dos espermatozoéides

Os espermatozéides estdo entre os tipos celulares cuja morfologia tem sido
usada para distinguir taxons e analisar relagbes filogenéticas (Jamieson, 1987;
Jamieson et al., 1999; Lino-Neto et al., 2008; Zama et al., 2007). Estas células
podem apresentar variagdes quanto a forma, o comprimento e as caracteristicas
ultra-estruturais. Maiores variacbes tém sido observadas nos invertebrados,
principalmente nos insetos (Sivinski, 1984; Jamieson et al., 1999). Na maioria dos
insetos, praticamente ndo ha diferengas morfolégicas entre os espermatozéides de
uma mesma espécie. Entretanto, cada vez mais se tem encontrado espécies
apresentando dois ou mais tipos morfolégicos de espermatozéides (polimorfismo).
As diferengcas podem ser na estrutura e/ou comprimento, sendo este ultimo o mais
comum (Jamieson et al, 1999).

No Chalcidoidea Dahlbominus fuscipennis (Hymenoptera) foi observado a
producao de cinco diferentes tipos de espermatozéides (Lee & Wilkes, 1965). Nos
Diptera, Drosophila obscura (Snock & Karr, 1998), D. teissieri e D. yakuba sao
produzidos dois tipos de espermatozdides. Snock & Karr (1998) observaram que em
D. obscura apenas o tipo longo participa da fertilizagédo do ovdcito. Em Lepidoptera
sdo produzidos dois tipos de espermatozoéides, um nucleado (eupirene) e outro
anucleado (apirene), os quais possuem morfologia e fungdes diferentes (Hamon &
Chauvin, 1992). Dentro dos Hemiptera, apenas algumas espécies de
Auchenorryncha (Cicadidae) (Kato, 1956; Kubo-Irie et al, 2003; Chawanji et al.,
2005, 2006) e Heteroptera (Pentatomidae, Largidae) (Schrader & Leuchtenberger,
1950; Araujo, 2009) tiveram seus espermatozdides descritos, nas quais, esses
mesmos autores, verificaram a ocorréncia de polimorfismo de espermatozoides

referente ao comprimento da célula. Em Pentatomidae, algumas espécies produzem



espermatozoides de trés tamanhos (Schrader & Leuchtenberger, 1950). Em Largus
rufipennis (Largidae) e na espécie Graptopsaltria nigrofuscata (Kato, 1956)
(Clcadidae) foi observado a producao de espermatozoéides de dois tamanhos (Kubo-
Irie et al., 2003; Araujo, 2009).

Embora ainda seja desconhecido se o polimorfismo de espermatozoéides
tenha algum papel, ha autores que atribuem a ele a competicao entre estas células
pela fertilizacdo (Swallow and Wilkinson, 2002). Em Lepidoptera é proposto um
mecanismo de eliminacdo do espermatozéide precedente pela retirada dele do
orgao de estoque. A morfologia muito simplificada dos espermatozoides apyrene e o
predomineo sobre os espermatozdides eupyrenes, sua ativagdo imediata durante a
ejaculacao e consequente rapida migragcdo para a espermateca, sugerem que eles
podem agir desarmando algum espermatozoide de acasalamentos anteriores
(Silberglied et al., 1984; Otronen, 1997; Cordola-Aguilar, 1999). O polimorfismo
implica em espermatozoides com diferentes custos de producdo, sendo que as
células inférteis de baixo investimento serviriam para encher a espermateca da
fémea e, dessa forma, impedir a entrada do ejaculado de machos em cépulas
subsequentes (Sugawara, 1979; Silberglied et al., 1984; Otronen, 1997).

Nos Heteroptera, os espermatozdides exibem morfologia similar aquela
observada na maioria dos insetos que sao: alongados, tém diametro reduzido e duas
regides distintas: a cabeca e o flagelo (Jamieson et al., 1999). A cabeca é
constituida pelo acrossomo e o0 nucleo ambos alongados. O flagelo possui um
axonema, com padrédo de 9+9+2 microtubulos, flanqueado geralmente por dois
corpos acessoérios e dois derivados mitocondriais. Estes ultimos podem ser
simétricos ou assimétricos e conter uma regido de matriz paracristalina (Phillips,

1970; Baccetti, 1972). Entretanto, os espermatozéides em Heteroptera apresentam



algumas sinapomorfias que nao sao observadas nos outros insetos, como por
exemplo, dois ou trés regides paracristalinas nos derivados mitocondriais e pontes
entre estes e dois dos microtubulos axonemais (Dallai & Afzelius, 1980; Bao & De

Souza, 1994; Mercati et al., 2009).
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2. Objetivos

- Descrever a estrutura dos espermatozoides das espécies Rhodnius neglectus, R.
nasutus, Triatoma brasiliensis e T. vitticeps e a ultra-estrutura dos espermatozdides

de T. vitticeps, contribuindo para a sistematica de Triatominae.

- Verificar o numero de espermatozoides por cisto de Triatoma vitticeps.

- Comparar os dados de estrutura e ultra-estrutura dos espermatozoéides das
especies descritas neste trabalho, com aqueles existentes na literatura, procurando

caracteres que possam ser incluidos em analises filogenéticas.



Capitulo 1

3.1. Polimorfismo de espermatozoides em alguns Triatominae

(Reduviidae: Hemiptera)
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1. Introducéo

Os Hemiptera compreende um grupo diversificado de insetos que variam
consideravelmente em tamanho, forma do corpo e habitos alimentares. E dividida
em quatro subordens: Heteroptera, Coleorryncha, Sternorrhyncha e
Auchenorrhyncha. Das mais de 40 familias de hemipteros, apenas duas de
Heteroptera apresentam espécies com habito hematofagico: Cimicidae e Reduviidae
(Triplehorn & Jonhson, 2005). Dentro da familia Reduviidae, a subfamilia
Triatominae compreende cerca de 137 espécies (Galvao et al., 2003) de interesse
médico, ja que sao potenciais vetores do parasito Trypanosoma cruzi (Chagas,
1909), agente etioldgico da doenga de Chagas, que acomete aproximadamente 12
milhdes de pessoas nas Américas (Schmunis, 1999).

A selegao natural agiu na motilidade, morfologia e ornamentacéo de gametas
masculinos dos insetos (Sivinski, 1984), sendo comumente observadas variagoes
interespecificas na forma, tamanho e ultra-estrutura dos espermatozoides (Sivinski,
1984; Quicke et al., 1992; Jamieson et al., 1999). Algumas espécies de insetos
produzem dois ou mais tipos de espermatozoéides, que podem diferir em tamanho,
forma ou numero de cromossomos, fendbmeno conhecido como polimorfismo de
espermatozoéide. Geralmente, nestes casos, somente um dos tipos € capaz de
fertilizar os ovécitos (Birkhead & Mgller, 1998; Simmons, 2001).

Polimorfismo espermatico ocorre em varias ordens de insetos (Jamieson et
al., 1999). No Chalcidoidea Dahlbominus fuscipennis (Hymenoptera) foi observado a
producao de cinco diferentes tipos de espermatozéides (Lee & Wilkes, 1965). Nos
Diptera, Drosophila obscura (Snock & Karr, 1998), D. teissieri e D. yakuba sao

produzidos dois tipos de espermatozdides. Snock & Karr (1998) observaram que em
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D. obscura apenas o tipo longo participa da fertilizagdo do ovdcito. Em Lepidoptera
sdo produzidos dois tipos de espermatozoéides, um nucleado (eupirene) e outro
anucleado (apirene), os quais possuem morfologia e fungdes diferentes (Hamon &
Chauvin, 1992).

Entre os Hemiptera, a ocorréncia de espermatozodides polimorficos foi
descrita pela primeira vez em Pentatomidae (Heteroptera) (Montgomery, 1898), com
algumas espécies que produzem espermatozoides de trés tamanhos. Em Largus
rufipennis (Largidae) foi observado a produgcdo de espermatozoéides de dois
tamanhos  (Araujo, 2009). Polimorfismo foi também constatado em
Auchenorrhyncha, na espécie Graptopsaltria nigrofuscata (Kato, 1956), na qual se
observou, posteriormente, que apenas os espermatozoides de nucleos mais longos
fertilizavam os ovdcitos (Kubo-lIrie et al., 2003).

Neste trabalho, descrevemos a ocorréncia de espermatozoides polimorficos
em Triatominae, numero de espermatozoéides por cisto e a relacdo entre o tamanho
de espermatozoides e a sua producao nos diferentes foliculos testiculares. Com isso
buscamos contribuir para o conhecimento da biologia reprodutiva, bem como
levantar caracteres que possam ser usados na taxonomia dos Reduviidae e dos

Heteroptera, como um todo.
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2. Material e Métodos

No total, vinte individuos sexualmente maduros de Rhodnius neglectus (Lent,
1954), R. nasutus (Stal 1958), Triatoma vitticeps (Stal, 1859) e T. brasiliensis (Neiva,
1911) foram utilizados para a realizagdo desse trabalho. Esses insetos foram
procedentes de colbnias mantidas em laboratérios da Fundagao Oswaldo Cruz, Rio
de Janeiro e Belo Horizonte, Brasil. Os espécimes de R. nasutus foram cedidos pelo
Laboratério de Biologia e Controle de Insetos Vetores do Departamento de Biologia
(Fiocruz — RJ), e os espécimes de R. neglectus, T. brasiliensis e T. vitticeps, pelo
setor de Morfologia, Ultra-estrutura e Bioquimica de Artropodes e Parasitas do
Departamento de Entomologia (Fiocruz — RJ) e Laboratério de Triatomineos (René

Rachou — BH).

Microscopia de luz

Para as medidas, suspensido de espermatozoides, extraidos das vesiculas
seminais, foi espalhada em laminas histologicas e fixada por vinte minutos em
solugédo de paraformaldeido 4% em tampéo fosfato 0.1 M, pH 7.2. Apds secar em
temperatura ambiente, as laminas foram observadas em fotomicroscopio e 50
espermatozoides para cada espécie foram fotografados para serem medidos. Para
medir os nucleos, algumas laminas foram coradas por 15 minutos com DAPI (4,6-
diamidino-2-fenilindol) 0.2 ug/ml em PBS, lavadas e montadas em sacarose 50%.
Essas laminas foram observadas em microscopio de epifluorescéncia (Olympus, BX-
60) equipado com filtro BP360-370 nm e foram fotografados 50 nucleos para cada
espécie. Para a morfometria foi utilizado o programa de analise de imagem “Image-

Pro Plus”, versao 4.5 para Windows 98.
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Para contar o numero de espermatozodides por cisto, machos adultos de T.
vitticeps foram dissecados em tampao cacodilato de sédio 0,1 M e pH 7,2 e os
foliculos testiculares (sendo trés curtos e quatro longos) foram fixados por 12 horas
em solugao de glutaraldeido a 2,5%. Em seguida, eles foram lavados no mesmo
tampao, pés-fixados em tetréxido de 6smio a 1% por 2 horas, desidratados em uma
série alcodlica crescente e incluidos em Historesina. Cortes de 2 um colocados sob
ldminas histoldgicas, foram corados com azul de toluidina-borato de sédio a 1% e
montados em sacarose 50%. As imagens de cistos, dos dois tipos de foliculos,
foram capturadas com uma camera digital acoplada a um microscopio
estereoscoépico (Olympus BX-60).

Para verificar se ha relacdo entre o tamanho dos espermatozoides e os
foliculos testiculares, espermatozoéides de T. vitticeps extraidos dos foliculos longos
e curtos foram espalhados em Iaminas histologicas. Estas foram fixadas por vinte
minutos em solugdo de paraformaldeido 4% em tampéao fosfato 0.1 M, pH 7.2,
lavadas e secas a temperatura ambiente. Para identificar os espermatozodides (se
pequeno ou grande), os nucleos foram corados com DAPI (conforme protocolo
acima), observados e fotografados em microscépio de epifluorescéncia (Olympus
BX-60) equipado com filtro BP360-370 nm.

As medidas foram analisadas empregando—se estatistica descritiva e
inferencial. Para analise estatistica, foi utilizado o software Statistical Package for the
Social Sciences for Windows, versao 11.0. As variaveis quantitativas foram descritas
através de média e desvio padrao. Foi aplicado o teste t de Student para amostras
independentes para comparagdo das médias entre os grupos. O nivel de
significancia adotado foi de 5%, sendo considerados significativos valores de p <

0,05.
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3. Resultados

Nos Triatominae, Rhodnius neglectus, R. nasutus, Triatoma vitticeps e T.
brasiliensis, foram encontrados dois tipos de espermatozéides, com diferenca no
comprimento total e nuclear. Entre estas espécies, T. brasiliensis apresentou maior
diferenca de tamanho entre os dois tipos de espermatozéides (Fig. 1). Os valores do
comprimento dos espermatozdéides e dos nucleos estado apresentados nas tabelas 1
e 2, respectivamente. Nas quatro espécies, observou-se diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os dois tipos de espermatozéides, tanto no comprimento
total como nuclear (tabelas 1 e 2). A maior e a menor diferenca nos comprimentos
totais foram observadas, respectivamente, em T. brasilienses (705 ym e 273 ym) e
T. vitticeps (398 um e 304 uym) (tabelas 1 e 4).

Os comprimentos totais dos espermatozoides maiores, bem como os dos
menores, sao significantemente diferentes quando comparados entre as quatro
espécies (tabela 3). Quanto aos nucleos, diferenga significativa foi observada
apenas quando comparados os maiores entre os Triatoma (tabela 3). Ainda, apenas
nas espeécies desse género, observou-se diferenca acentuada entre as razdes:
comprimentos dos nucleos e o0 dos espermatozdides correspondentes;
espermatozoide menor e maior; € nucleo menor e maior (tabela 4).

Apesar de, em T. vitticeps, os foliculos longos e curtos produzirem os dois
tipos de espermatozoides, observamos que preferencialmente os foliculos longos
produzem espermatozéides menores e os foliculos curtos, espermatozoéides
maiores.

A mediana do numero de espermatozdides encontrado em cada cisto de T.

vitticeps foi de 939 (Fig. 2).
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Figura 1. Micrografia do espermatozéide de Triatoma brasiliensis. A-B. Em contraste de
fase, do tipo maior (A) e do tipo menor (B). C-D. Fluorescéncia da regido da cabeca do
espermatozéide do tipo maior (C) e menor (D), mostrando nucleos corados com DAPI.
Barras Ae B: 20 ym; C e D: 10 ym

Figura 2. Cisto de Triatoma vitticeps, contendo 955 espermatozdides. Barra = 10 ym
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Tabela 1. Média do comprimento dos espermatozoides (em um) das
espécies de Triatominae. Sptz1 = comprimento médio dos espermatozoides
maiores; Sptz2 = comprimento médio dos espermatozéides menores.

Espécie _Sptz L _Sptz 2
X * S X £ S Valor p
Rhodnius neglectus 563,08 + 18,03 238,37 £ 9,17 0,000*
Rhodnius nasutus 544,69 + 20,97 253,73 £ 5,64 0,000*
Triatoma vitticeps 398,64 + 22,24 304,64 £ 10,67 0,000*
Triatoma brasilienses 705,90 + 145,97 273,31+ 11,85 0,000*

Teste t Student *p=<0,05

Tabela 2. Média do comprimento dos nucleos (em um) dos espermatozoides
das espécies de Triatominae. N1 = comprimento médio dos nucleos dos
espermatozoides maiores; N2 = comprimento meédio dos nucleos dos

espermatozoéides menores.

Espécie - N1 - N2
X + S X + S Valor p
Rhodnius neglectus 21,88 + 0,58 20,25 + 0,61 0,000*
Rhodnius nasutus 21,93 £ 0,66 20,39 £ 0,49 0,000*
Triatoma vitticeps 50,06 * 3,84 22,64 + 3,04 0,000*
Triatoma brasilienses 42,7 + 3,14 23,11 £ 2,26 0,000*

Teste t Student *p<0,05

Tabela 3. Média do comprimento dos espermatozoides e dos nucleos (em
Mm) maiores e menores entre as espécies de Rhodnius e entre as espécies
de Triatoma. Sptz1 = comprimento médio dos espermatozdides maiores;

Sptz2 =

comprimento medio dos espermatozéides menores; N1 =

comprimento médio dos nucleos dos espermatozdides maiores; N2
comprimento médio dos nucleos dos espermatozoides menores.

R. neglectus R. nasutus T. vitticeps T. brasilienses
X+ S X + S Valor p X + S X+ s Valor p
Sptz 1 563,08 + 18,03 544,69 £ 20,97 0,000* 398,64 + 22,24 705,90 + 145,97  0,000*
Sptz 2 238,37 £ 9,17 253,73 + 5,64 0,000* 304,64 £ 10,67 273,31+11,85  0,000*
N1 21,88+ 0,58 21,93+ 0,66 0,554 50,06 + 3,84 42,7+ 3,14 0,000*
N 2 20,25+ 0,61 20,39+ 0,49 0,096 22,64 + 3,04 23,11 +2,26 0,385

Teste t Student * p< 0,05
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Tabela 4. Raz&do entre as médias do comprimento dos espermatozoides e
dos nucleos (em pm) das espécies de Triatominae. N1/Sptz1 = razao entre o
comprimento médio dos nucleos e comprimento médio dos respectivos
espermatozoides maiores; N2/Sptz2 = razao entre o comprimento médio dos
nucleos e comprimento médio dos respectivos espermatozéides menores;
Sptz2/Sptz1 = razdo entre o comprimento médio dos espermatozodides
menores e o comprimento médio dos maiores; N2/N1 = razdo entre o
comprimento médio do nucleo do espermatozéide menor e 0 comprimento
meédio do nucleo do espermatozdide maior.

Espécies N1/Sptzl N2/Sptz2 Sptz2/Sptzl N2/N1
Rhodnius neglectus 0,0408 0,0850 0,4447 0,9255
Rhodnius nasutus 0,0402 0,0804 0,4658 0,9298
Triatoma vitticeps 0,1256 0,0743 0,7642 0,4523
Triatoma brasilienses 0,0605 0,0846 0,3872 0,5412
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4. Discussao

A producdo de mais de um tipo de espermatozdides, como observamos nos
Triatominae Rhodnius neglectus, R. nasutus, Triatoma vitticeps e T. brasiliensis, ja
foi encontrada em outros Hemiptera, como Pentatomidae (Schrader &
Leuchtenberger, 1950), Cicadidae (Kato, 1956; Kubo-Irie et al., 2003; Chawaniji et
al., 2005) e Largidae (Araujo, 2009). Em todas as espécies, o poliformismo dos
espermatozoides se deve a diferencas nos comprimentos totais e nucleares. Nestes
triatomineos, assim como em Largidae (Araujo, 2009) e no Cicadidae Graptopsaltria
nigrofuscata (Kubo-lrie et al. 2003), ocorrem dois tipos de espermatozdides
(dimorfismo). Entretanto, na familia Pentatomidae (Schrader & Leuchtenberger,
1950) e na tribo Platypeurini (Cicadidae) (Chawaniji, et al.,, 2005) os autores
descrevem trés tipos (maiores, médios e menores).

O numero de espermatozodides por cisto & espécie-especifico e determina o
numero de divisdes celulares durante a espermatogénese, o qual tem sido usado
como informacgao adicional na sistematica de insetos (Schiff et al. 2001; Lino-Neto et
al., 2008). Em T. vitticeps, o numero de espermatozoides por cisto foi de
aproximadamente 890, logo, nesta espécie, ocorre oito ciclos mitéticos. Como esse
mesmo numero foi encontrado em Belostomatidae (Heteroptera) (Lee & Lee, 1992),
possivelmente esse numero seja constante entre Heteroptera, mas ainda é
necessario ter essa informacao para mais taxons.

Os triatomineos possuem sete foliculos testiculares com comprimento e
largura variaveis e sao classificados em trés tipos: sendo dois longos e grossos, dois
médios e grossos e trés curtos e finos (Gongalves et al., 1987; Freitas et al., 2008).

Como em T. vitticeps os foliculos longos e médios apresentam o mesmo didametro e
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praticamente o0 mesmo comprimento, ndés os classificamos em dois tipos: quatro
longos e grossos e trés curtos e finos. Nesta espécie, tanto os foliculos longos
quanto os foliculos curtos produzem os dois tipos de espermatozoides. Em
Pentatomidae, o nimero de foliculos encontrado em cada testiculo varia de 3 a 8
entre as espécies e, segundo Schrader & Leuchtenberger (1950), Arvelius
albopunctatus (De Geer, 1773) possui seis foliculos onde dois foliculos menores
produzem apenas espermatozdides maiores, um unico foliculo maior produz
espermatozdides menores e os trés restantes produzem espermatozoides de
tamanho médio.

Trabalhos sobre morfometria de espermatozdoides em Hemiptera
demonstraram que as medidas do comprimento total e do nucleo podem ser usadas
para separar tribos de Auchenorrhyncha (Kubo-Irie et al., 2003; Chawaniji et al.,
2005; 2006). Nesse trabalho, observamos que essas mesmas medidas podem ser

usadas para separar género e até mesmo espécies da subfamilia Triatominae.
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Capitulo 2

3.2. Morfologia dos espermatozoides de Triatoma vitticeps Stal, 1859

(Hemiptera: Reduviidae), com énfase na transicao nucleo-flagelo.
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1. Introducéo

Os espermatozoides estdo entre os tipos celulares mais diversificados, tanto
na sua morfologia externa quanto nas caracteristicas ultra-estruturais, e
frequentemente fornecem caracteres para distinguir taxons e permitem inferéncias
filogenéticas (Jamieson, 1987; Jamieson et al., 1999). A diversidade maior é
encontrada nos invertebrados, principalmente entre os insetos (Sivinski, 1984;
Jamieson et al., 1999).

A ordem Hemiptera ¢é dividida em quatro subordens: Heteroptera,
Coleorryncha, Sternorrhyncha e Auchenorrhyncha. Das mais de 40 familias de
hemipteros apenas Cimicidae e Reduviidae (Heteroptera) apresentam espécies com
habito hematdfago. O numero de subfamilias em Reduviidae varia de 21 a 29, sendo
que Triatominae é a unica que realiza hematofagia, as demais sdo compostas por
insetos predadores (Galvao et al. 2003). A espécie Triatoma vitticeps tem habito
silvestre com distribuicdo geografica restrita aos estados do Rio de Janeiro, Bahia,
Espirito Santo e Minas Gerais. Nos dois ultimos estados vem crescendo a invasao
de T. vitticeps no ambiente domiciliar e, freqientemente, os individuos sé&o
encontrados com altas taxas de infecgdo por Trypanosoma cruzi (Correa 1986;
Silveira et al. 1984).

Para analise sistematica em insetos, € necessario estudar um numero
representativo de taxons para que hipéteses filogenéticas possam ser sugeridas. Em
Heteroptera, algumas espécies de Coridae, Pyrrhocoridae, Corixidae,
Hidrometrydae, Pentatomidae, Plataspidae, Largidae e Reduviidae tiveram a ultra-
estrutura dos espermatozoides descrita (Dallai e Afzelius, 1980; Dolder, 1988; Bao &

DeSouza, 1994; Mercati et al., 2009; Araujo, 2009) e caracteres sinapomorficos
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foram descritos para algumas familias. Neste estudo, descrevemos a estrutura e
ultra-estrutura dos espermatozéides de T. vitticeps buscando identificar caracteres

que possam ser aplicados a sistematica de Heteroptera.
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2. Material e Métodos

Os cinco machos sexualmente maduros de Triatoma vitticeps (Stal, 1859),
utilizados neste trabalho, foram provenientes de colénias mantidas no Laboratério de
Triatomineos da Fundacdo Oswaldo Cruz (Instituto René Rachou — Belo Horizonte,

MG)

Microscopia de luz

Suspensdo de espermatozoides extraidos das vesiculas seminais foi
espalhada em laminas histolégicas e fixada por vinte minutos em solugéo de
paraformaldeido 4% em tampéao fosfato 0.1 M, pH 7.2. Apds secar em temperatura
ambiente, as laminas foram observadas em fotomicroscopio e 50 espermatozoéides
foram fotografados para serem medidos. Para medir os nucleos, algumas laminas
foram coradas por 15 minutos com DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) 0.2 ug/ml em
PBS, lavadas e montadas em sacarose 50%. Essas laminas foram observadas em
microscopio de epifluorescéncia (Olympus, BX-60) equipado com filtro BP360-370

nm e 50 nucleos foram fotografados.

Microscopia eletrbnica de transmissao

Os machos de T. vitticeps foram dissecados em tampao cacodilato de sodio
0,1 M, pH 7,2 e os foliculos testiculares foram separados. Estes foram fixados por 5
dias, a 4°C, em solugéo de acido tanico a 1%, glutaraldeido 2,5%, sacarose 2% em
tampao fosfato 0,1 M e pH 7,2. Apds lavados em agua, os foliculos foram
contrastados em solugao de acetato de uranila aquoso a 1% por 2 horas e, metade

deles foi pos-fixados em tetroxido de ésmio a 1% por 1 hora. Apds lavagem rapida
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em agua, os foliculos foram desidratados em série crescente de etanol, infiltrados e
incluidos na resina Epon 812. Os cortes ultrafinos, contrastados com uranila a 3% e
citrato de chumbo a 3%, foram observados e fotografados em microscépio eletrénico
de transmissao (Zeiss LEO 906) no Instituto de Biologias da Universidade Estadual

de Campinas (UNICAMP), SP.
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3. Resultados

Triatoma vitticeps apresenta dois tipos de espermatozoides com diferengas no
comprimento total e nuclear. Os espermatozoéides do tipo menor e seu nucleo (Fig.
1A-B) medem em média, respectivamente, 300 ym e 23 ym de comprimento. Ja os
espermatozoides do tipo maior e seu nucleo medem, respectivamente, 400 um e 50
pm de comprimento. O nucleo é linear, longo e preenchido por cromatina compacta
(Fig. 1A-C). Sua extremidade posterior € afilada e termina na regido anterior do
axonema (Fig. 1C). O adjunto do centriolo € alongado, elétron denso (Fig 1C-E) e se
estende paralelamente a extremidade posterior do nucleo (Fig.1C-l). Apresenta
formato de meia-lua, em corte transversal, e & complementar ao nucleo (Fig. 1F). A
medida que se aproxima da base do nucleo, se torna bifurcado (Fig. 1G), se associa
aos dois derivados mitocondriais, um imediatamente antes do outro (Fig. 1D, E, H, I)
e termina no inicio do axonema (Fig. 2A).

O flagelo consiste de um axonema e dois derivados mitocondriais (Fig. 2A).
Anteriormente, o axonema comega junto a ponta afilada do nucleo (Fig. 1C-E). Em
cortes transversais, ele exibe o padrao tipico de 9+9+2 microtubulos, sendo 9
acessorios, 9 duplas e 2 microtubulos centrais e abundante material intertubular (Fig.
2D). Na extremidade final do axonema, as nove duplas sdo as primeiras a
terminarem, seguidas do par central e, por ultimo, os microtubulos acessorios (Fig.
2E). Anteriormente, os derivados mitocondriais comegam acima da base do nucleo,
um imediatamente antes do outro, e encaixado na extremidade bifurcada do adjunto
do centriolo (Fig.1 D, E, H, I). Os derivados mitocondriais, em corte transversal, séo

simétricos e exibem formato de meia-lua (Fig. 2A, D). Em ambos, observa-se uma
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regido de cristas mitocondriais restrita a periferia convexa (Fig. 2B-D). Em cortes
longitudinais, as cristas se mostram perpendiculares ao longo do eixo dos derivados
e com espacos regulares de 48 nm (Fig. 2B, C). Ainda, os derivados mitocondriais
possuem duas regides paracristalinas, diferindo entre si em tamanho e padrao de
organizacao, e duas regides de material amorfo, também com tamanhos diferentes
(Fig. 2D). Inclusive, a porgao dos derivados inserida no adjunto do centriolo é
formada apenas pelo material paracristalino (Fig. 1), que identificamos como P2 na
figura 2D.

Entre cada derivado mitocondrial e o axonema existe uma estrutura em forma

de ancora, ligando o respectivo derivado ao material intertubular (Fig. 2D).
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Discussao

O polimorfismo espermatico observado em T. vitticeps também ocorre em
outras espécies de Reduviidae (Maia et al., dados nao publicados), bem como em
Pentatomidae (Schrader & Leuchtenberger, 1950) e Cicadidae (Kato, 1956; Kubo-
Irie et al., 2003; Chawaniji et al., 2005). Em T. vitticeps, o nucleo do espermatozoide
maior medindo 50 ym, representa o maior nucleo dentre os Hemiptera ja estudados
(q.v.).

Um fendbmeno comum nos insetos € a permanéncia dos espermatozoéides
organizados em feixes nas vesiculas seminais (Kubo-Irie et al. 2003; Lino-Neto et
al., 2008) e, na maioria das vezes, sao transferidos assim para as fémeas durante a
codpula. No caso dos Hemiptera, esse fendbmeno foi observado em Auchenorrhyncha
(Kubo-Irie et al., 2003; Chawanji et al. 2005; Araujo, 2009). Entretanto nao
observamos em T. vitticeps e, como também n&o foi observado em espécies de
Belostomatidae e Nepidae (Lee & Lee, 1992) e Pentatomidae (observagao pessoal),
possivelmente, em Heteroptera, os espermatozéides sao mantidos individualizados
nas vesiculas seminais.

Em Heteroptera, algumas espécies de Coridae, Pyrrhocoridae, Corixidae,
Hidrometrydae, Pentatomidae, Plataspidae, Belostomatidae, Nepidae, Largidae e
Reduviidae tiveram a ultra-estrutura dos espermatozoéides completa ou parcialmente
descrita (Dallai e Afzelius, 1980; Lee & Lee, 1992; Dolder, 1988; Bao & DeSouza,
1994; Mercati et al., 2009; Araujo, 2009). Em T. vitticeps a morfologia geral dos
espermatozoides é semelhante aquela observada nos outros Heteroptera, como, por
exemplo, no flagelo observa-se: (1) o axonema parcialmente envolvido pelos dois
derivados mitocondriais; (2) presenca de estrutura em forma de ancora, ligando os

derivados mitocondriais ao material intertubular; e (3) dois ou trés corpos
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paracristalinos nos derivados mitocondriais. Essas caracteristicas sao consideradas
sinapomorficas para os Heteroptera e sao apontados como caracteres potenciais
para estudos filogenéticos (Dallai e Afzelius, 1980).

Embora o adjunto de centriolo esteja presente em muitos espermatozdéides de
insetos (Newman e Quicke, 1999; Lino-Neto e t al. 1999), sua origem e fungéo ainda
nao esta bem clara (Jamieson et al. 1999; Dallai et al. 2003). O adjunto do centriolo,
primeiramente nomeado por Gatenby & Tahmisian (1959), refere-se a estrutura que
se forma ao redor do centriolo na regido entre o nucleo e o flagelo. Em T. vitticeps,
como em Largus rufipennis (Heteroptera) (Araujo, 2009), na regido de transicéo
nucleo-flagelo, o nucleo vai se afilando e é acompanhado pelo adjunto do centriolo,
o0 qual, posteriormente, se associa aos derivados mitocondriais. Em Nepomorpha
(Heteroptera), o adjunto do centriolo € bem desenvolvido e localizado na lateral do
nacleo (Lee & Lee, 1992). Em Aethalionidae e Cicadidae (subordem
Auchenorryncha) o adjunto do centriolo consiste de um material eletron-denso,
alongado e localizado anteriormente aos derivados mitocondriais (Chawaniji et al,
2005; Araujo, 2009). Em Cicadinae, o adjunto de centriolo é relativamente grande e
tem uma subestrutura do tipo lamelar que pode ser considerada uma caracteristica
sinapomorfica para esse grupo (Chawanji et al, 2006). Entretanto, para nenhuma
dessas espécies foi observada bifurcagao na extremidade do adjunto que se associa
aos derivados mitocondriais, como observado em T. vitticeps.

Como nos Heteroptera, o flagelo dos espermatozdéides de Auchenorrhyncha
apresenta dois derivados mitocondriais (Kubo-Irie et al. 2003; Chawanii, et al. 2005,
2006; Araujo, 2009). Entretanto, eles diferem por terem formato oval e néo

circundarem, nem parcialmente, o axonema.
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Os corpos acessorios estao ausentes em T. vitticeps, assim como em outras
familias de Heteroptera como, Coridae, Pyrrhocoridae, Corixidae, Hidrometrydae,
Pentatomidae, Plataspidae, Belostomatidae, Nepidae e Largidae (Dallai e Afzelius,
1980; Lee & Lee, 1992; Mercati et al., 2009; Araujo, 2009) e em Auchenorryncha,
como Cicadidae e Cercopidae (Chawaniji, et al. 2005). Essas duas ultimas familias
estdo mais proximas filogeneticamente (Bourggoin & Campbell, 2002) do que a
familia Aethalionidae (Auchenorrhyncha) onde os corpos acessoérios sao
encontrados ao lado do axonema e paralelos aos derivados mitocondriais e
possuem uma regido circular de material paracristalino ao longo de todo o seu
comprimento (Araujo, 2009).

A estrutura em forma de ancora observada entre os derivados mitocondriais e
o material intertubular do axonema, é exclusivo dos Heteroptera e, segundo Mercati
et al., (2009), esta estrutura conecta os derivados mitocondriais aos materiais
intertubulares aderidos as duplas 1 e 5 de microtubulos. Ainda segundo estes
autores, ela se forma a partir de remanescente da cisterna periaxonemal (cisternas
curtas) e pode ter a fungdo de manter a posicado do axonema durante o batimento
flagelar, evitando uma distor¢ao que possa afetar a mobilidade do flagelo.

Na extremidade posterior do flagelo de T. vitticeps, os microtubulos se
desorganizam primeiro nas nove duplas, depois o par central e por ultimo os
microtubulos acessoérios. Em Cicadidae (Chawaniji et al., 2005) o par central é o
primeiro a terminar. Ja Aethalionidae, os microtubulos se desorganizam
simultaneamente (Araujo, 2009).

Estudos adicionais com a morfologia de espermatozoides em outras espécies
de Hemiptera sao necessarios para demonstrar se caracteres presentes em T.

vitticeps, como: (1) adjunto do centriolo envolvendo os derivados mitocondriais; (2)
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ponte entre o material intertubular e a cisterna periaxonemal; e (3) a sequéncia de
terminacdo dos microtubulos, sdo sinapomorfias para a familia Reduviidae ou

mesmo para toda a subordem Heteroptera.
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Legenda das Figuras

Figura 1 — Fotomicrografia de luz (A-B) e eletrbnica de transmissdo (C-l) dos
espermatozoides de Triatoma vitticeps. A. Contraste de fase do espermatozdide do
tipo menor, a seta indica o limite entre a cabeca (h) e o flagelo (f). B. Fluorescéncia
da regido da cabeca mostrando o nucleo do tipo menor corado com DAPI. C-E.
Cortes longitudinais da regido de transi¢cao nucleo-flagelo. C. Nucleo (n) e sua regiao
posterior afilada (cabega de seta) que antecede o axonema (ax). D-E. O adjunto do
centriolo (ca) bifurcando e associado aos derivados mitocondriais (md) com as
cristas (seta) iniciando apds o adjunto do centriolo F-I. Cortes transversais da regiao
de transi¢cao nucleo-flagelo. F-G. Adjunto do centriolo (ca) paralelo ao nucleo (n). H.
Regido em que o nucleo (n) esta em paralelo com o adjunto do centriolo (ca) e um
dos derivados mitocondriais (md). I. Nucleo (n) e adjunto do centriolo envolvendo
ambos os derivados mitocondriais (md). Barras: A-B =10 um; C-De G=0,5um; E =
1um; F, H-1=0,2 um.

Figura 2 — Fotomicrografia eletrénica de transmissao dos espermatozoides de
Triatoma vitticeps. A. Corte transversal da porgéo inicial do flagelo composto pelo
axonema (ax) e dois derivados mitocondriais (md), mostrando ainda a porgao final
do adjunto do centriolo (ca) B-C. Corte longitudinal e tangencial dos derivados
mitocondriais evidenciando a regido das cristas (cabega de seta). D. Corte
transversal do flagelo mostrando o axonema formado por nove microtubulos
acessoérios (am), nove duplas (dm) e um par central (cm). Notar os derivados
mitocondrias com duas regides paracristalinas (p1 € p2) e duas regides de material
amorfo (a); cristas mitocondriais (cabega de seta) restrita a periferia convexa e
estrutura em forma de ancora (setas) entre o material intertubular e cisternas (ci). E.
Corte transversal das regides finais do flagelo mostrando a desorganizagdo dos
microtubulos. As nove duplas sao as primeiras a terminarem (1), seguidas do par
central (2) e por ultimo os microtubulos acessoérios (3). Barras: A-Be D =0,2 uym; C =
0,5 ym; E = 0,25 ym.
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Figura 1
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Figura 2
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4. Conclusdes Gerais

> Nas espécies de Triatominae foram encontrados dois tipos de

espermatozoides, com diferenca no comprimento total e do nucleo.

» Verificou-se que em T. vitticeps (Reduviidae) tanto os foliculos longos quanto
os foliculos curtos produzem os dois tipos de espermatozdides com

diferentes proporgdes.

» O numero médio de espermatozoides encontrado em cada cisto de T. vitticeps
indicou a ocorréncia de 8 ciclos mitéticos, o mesmo encontrado em
Belostomatidae (Heteroptera), sendo usado como uma informagao adicional na

sistematica da subordem Heteroptera.

» A ultra-estrutura dos espermatozoides de T. vitticeps demonstrou algumas
sinapomorfias para a familia Reduviidae ou mesmo para toda a subordem

Heteroptera.
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