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RESUMO 
 

Efeito da cópula na aptidão reprodutiva de fêmeas de Euschistus heros 
(Fabricius, 1798) (Hemiptera: Pentatomidae) 

 

A maioria dos sistemas de acasalamento de insetos é caracterizada por um 
maior investimento reprodutivo das fêmeas do que dos machos, por razões como a 
produção de ovos, gasto de energia para suportar o assédio pelos machos e 
selecionar potenciais parceiros. Com isso, presente trabalho teve por objetivo 
identificar fatores que contribuem para o sucesso reprodutivo de Euschistus heros 
(Fabricius, 1798) (Hemiptera: Pentatomidae) com base em ensaios de cópulas 
múltiplas e cópulas repetidas. Análises quantitativa e qualitativa do perfil proteico de 
fêmeas adultas ao longo dos períodos de pré e pós-cópula também foram 
realizadas, assim como a análise da expressão do gene da vitelogenina 2 nos 
referidos períodos. Também foi investigada a frequência de infecções bacterianas da 
vesícula seminal de machos, assim como a quantificação relativa da abundância de 
duas bactérias comuns vesícula seminal, Yokenella regensburgei e Staphylococcus 
sciuri. O número de cópulas repetidas não afetou a aptidão de fêmeas de E. heros, 
mas a realização de cópulas com múltiplos machos resultou em maior fecundidade e 
longevidade das fêmeas de E. heros. A cópula interferiu na quantidade de proteínas 
totais na hemolinfa de fêmeas, afetando também o perfil qualitativo e quantitativo 
das proteínas da hemolinfa. A expressão do gene da vitelogenina 2 não é 
dependente da cópula, mas a expressão desse gene é reativada após a realização 
da cópula por fêmeas de E. heros.  As análises diagnósticas de infecção bacteriana 
na vesícula seminal indicaram 100% de infecção, sendo a infecção independente da 
cópula e do número de cópulas realizadas. Yokenella regensburgei e 
Staphylococcus sciuri ocorrem comumente em infecções mistas, sendo a primeira 
mais abundante do que a segunda na vesícula seminal de machos de E. heros.  

 
Palavras-chave: Biologia de insetos, Fisiologia de insetos, Vitelogeninas, Simbiontes 
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ABSTRACT 
 

Effect of mating on the reproductive fitness of Euschistus heros (Fabricius, 
1798) females (Hemiptera: Pentatomidae) 

 
Most insect mating systems are characterized by a greater reproductive 

investment by females than by males, for reasons such as egg production, energy 
expenditure to withstand harassment by males and selecting potential mates. 
Therefore, the present work aimed to identify factors that contribute to the 
reproductive success of Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Hemiptera: 
Pentatomidae) based on multiple mating and repeated mating tests. Quantitative and 
qualitative analyzes of the protein profile of adult females throughout the pre- and 
post-copulation periods were also carried out, as well as the analysis of the 
expression of the vitellogenin 2 gene in those periods. The frequency of bacterial 
infections of the seminal vesicle and the relative quantification of the abundance of 
two common seminal vesicle bacteria, Yokenella regensburgei and Staphylococcus 
sciuri in males were also investigated. The number of repeated copulations did not 
affect the fitness of E. heros females but mating with multiple males resulted in 
greater fecundity and longevity of E. heros females. Mating interfered with the 
amount of total proteins in the hemolymph of females, also affecting the qualitative 
and quantitative profile of hemolymph proteins. The expression of the vitellogenin 2 
gene is not dependent on mating, but the expression of this gene is reactivated after 
mating by E. heros females. All seminal vesicles (100%) analyzed tested positive for 
bacterial infection. The infection of seminal vesicles was independent of mating, or 
the number of copulations performed. Yokenella regensburgei and Staphylococcus 
sciuri jointly infected male seminal vesicles, with Y. regensburgei being much more 
abundant than S. sciuri. 
 

Keywords: Insect biology, Insect physiology, Vitellogenins, Symbionts 
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1. INTRODUÇÃO 

O comportamento reprodutivo em insetos é comumente caracterizado por 

uma sucessão de eventos definidos pela procura, localização, corte e acasalamento 

(Aldrich 1988). Os acasalamentos são onerosos, englobando os custos energéticos 

do comportamento sexual (Daly 1978; Arnqvist e Nilsson 2000). Além do 

investimento em energia e tempo, o acasalamento pode também levar à 

transferência de microrganismos patogênicos, assim como adicionar outros fatores 

de risco às fêmeas devido às lesões físicas que podem ser infligidas por machos, 

sem contar os riscos aumentados de predação (Moran e Dunbar 2006; Roggiero et 

al. 2020). A duração da cópula também pode influenciar os custos e benefícios 

associados ao sucesso reprodutivo (Sears et al. 2020). 

Considera-se que o sucesso reprodutivo de um macho depende 

principalmente do número de fêmeas que ele pode inseminar, enquanto este 

benefício às fêmeas ainda é controverso (Simmons 2005). A freqüência de 

acasalamentos pode afetar o ciclo e o número de descendentes de fêmeas 

poliândricas, ou seja, aquelas que se acasalam com diferentes machos. Isto 

representa uma estratégia evolutiva e pode aumentar a fertilidade das fêmeas que 

possuem este tipo de reprodução. Contudo, as fêmeas, muitas vezes, realizam 

acasalamentos múltiplos com o mesmo ou com machos distintos, mesmo quando 

estes machos não as forneçam outros benefícios, como nutrientes ou cuidados 

parentais. Consequentemente, os benefícios da realização de múltiplas cópulas às 

fêmeas devem compensar os custos associados (Reichardt e Wheeler 1996; 

Arnqvist e Nilsson 2000). 

Diversos insetos possuem relações de simbiose com microrganismos, 

podendo ser facultativas ou obrigatórias, resultando em interações neutras, 

mutualísticas ou patogênicas. As associações de simbiose entre insetos e 

microrganismos são amplamente difundidas, havendo estimativas de sua ocorrência 

em cerca de 15-20% das espécies estudadas (Buchner 1965; Wernegreen 2002; 

Baumann 2005). Estudos mostram que a presença de simbiontes facultativos 

poderia aumentar a aptidão do hospedeiro, muitas vezes até mesmo o sucesso 

reprodutivo (Leonardo e Muiru 2003). A participação de simbiontes na reprodução de 

insetos foi comprovada por estudos que demonstraram que a eliminação dos 

mesmos levou à redução da fecundidade de Cimex lectularius (Linnaeus, 1758) 
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(Hemiptera: Cimicidae), por exemplo (Takano-Lee at al. 2003). Os simbiontes não 

patogênicos também podem alterar o comportamento de seus hospedeiros, a fim de 

otimizar sua aptidão reprodutiva ou de protegê-los contra patógenos (Brownlie e 

Johnson 2009). 

De uma perspectiva biotecnológica, os microrganismos simbiontes constituem 

fontes promissoras e quase totalmente inexploradas para aplicações potenciais na 

medicina e agricultura (Berasategui et al. 2016). A manipulação e/ou eliminação de 

microrganismos simbiontes obrigatórios para a reprodução do inseto hospedeiro 

seria uma forma de exploração desses microrganismos para o controle de insetos-

praga, já que a intervenção na interação inseto - simbionte obrigatório levaria à 

infertilidade das fêmeas, resultando, consequentemente, na redução ou eliminação 

de populações de insetos (Sakamoto e Rasgon 2006).  

O presente trabalho teve por objetivo identificar fatores que contribuem para o 

sucesso reprodutivo de Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Hemiptera: 

Pentatomidae), como base para o correto entendimento do processo de reprodução 

nestes insetos, um aspecto simples da fisiologia, mas de vital importância para o 

entendimento dos mecanismos envolvidos no crescimento populacional desta praga 

importante. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Morfologia do aparelho reprodutor 

O aparelho reprodutor de insetos apresenta diferentes formas e estruturas, de 

acordo com a espécie, sofrendo processo de diferenciação durante o 

desenvolvimento pós-embrionário de insetos (Snodgrass 1956; Ross 1965; Lara 

1977). 

Figura 1. A) aparelho reprodutor de machos de Euschistus heros. Testículo (T), ducto lateral (dl), 
glândulas acessórias (ga), vesícula seminal (vs) e bulbo ejaculatório (eb). B) aparelho reprodutor de 
fêmeas de fêmeas de Euschistus heros. Ovário (O), oviduto lateral (ol), espermateca (ep) e oviduto 
comum (oc). 

 

2.1.1. Aparelho reprodutor masculino 

O aparelho reprodutor masculino dos insetos consiste em um par 

de testículos, um par de vasos deferentes, bulbo ejaculatório, um par de vesículas 

seminais, glândulas acessórias pareadas e um único ducto ejaculatório (Chapman 

1998; Araújo et al. 2011, 2020). No entanto, modificações e adaptações nos 

sistemas reprodutores masculinos podem ser encontradas e podem servir como 

material de estudo para a compreensão do comportamento e da biologia reprodutiva 

de um grupo taxonômico (Chapman 1998; Dallai 2016). 

Os testículos são tecidos especializados para a produção de espermatozoides 

e, na maioria das espécies de insetos, são pareados e cobertos por um epitélio 

simples chamado de bainha peritoneal testicular que geralmente possui variação de 

cores, podendo ser amarela (Oncopeltus fasciatus e Pachybrachius bilobatus ), 
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vermelha (Stenocoris furcifera e Euschistus heros), laranja (Acanonicus hahni e 

Galgupha sidae); transparante (Dictyla monotropidia e Pachycoris torridus) (Phillips 

1970; Wei et al. 2015; Gomes et al. 2013). 

O número de espermatozoides por cisto é geralmente conservado de acordo 

com os táxons, e os espermatozoides são caracterizados por padrões de evolução 

morfológica, sendo reconhecidos como caracteres que auxiliam no estudo 

filogenético dos diferentes grupos de insetos (Phillips 1970; Baccetti 1972; Werner e 

Simmons 2008; Araújo et al. 2010). 

Os vasos deferentes dos insetos referem-se aos tubos que saem dos 

testículos e se abrem para o ducto ejaculatório e são responsáveis pelo transporte 

dos espermatozoides para as vesículas seminais. Vasos deferentes são um par de 

tubos simples, consistindo principalmente de um epitélio espesso, uma membrana 

basal e um revestimento muscular, da superfície luminal interna à superfície basal 

externa (Bissell 1937; Riemann e Giebultowicz 1992). Uma porção do vaso 

deferente é diferenciada e dilatada para formar uma estrutura chamada de vesícula 

seminal, que é especializada no armazenamento de espermatozoides antes da sua 

transferência para o trato reprodutivo feminino (Snodgrass 1935; Chapman 2013; 

Gullan e Cranston 2014). 

A vesícula seminal é responsável por armazenar o fluido seminal e os 

espermatozoides, contribuindo com 50% a 80% do volume ejaculado. Apesar das 

diferenças morfológicas entre as vesículas seminais de insetos, as características 

histológicas são geralmente semelhantes, sendo a vesícula constituída por um 

epitélio sobre uma lâmina basal e circundados por uma camada mais ou menos 

espessa de músculo estriado e de origem ectodérmica (Davey 1985; King et al. 

1991). 

As vesículas seminais de muitos insetos parecem não produzir nenhuma 

secreção, mas em alguns casos o epitélio da vesícula seminal apresenta 

ultraestrutura típica de célula secretora semelhante à glândula acessória, não 

servindo mais como órgão de armazenamento de espermatozoides (Odhiambo 

1969; Couche e Gillot 1988; Xie e Hua 2010). 

As glândulas acessórias produzem secreções que se agregam aos 

espermatozoides, exercendo seus efeitos em todas as fases da biologia reprodutiva 

da fêmea acasalada, desde o momento em que os espermatozoides são 

depositados no trato reprodutivo de fêmeas até a postura dos ovos (Tuzet 1977; 
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Chen 1984; Gillot 1988, 2003). 

As secreções produzidas pelas glândulas acessórias geralmente carregam 

carboidratos (livres e complexos com proteínas), alguns lipídios (normalmente 

ligados a proteínas), e pequenas quantidades de aminoácidos e aminas. As 

proteínas são os componentes de maior importância dessas secreções, tanto em 

quantidade quanto em importância como moduladores da atividade reprodutiva 

feminina (Gilliott et al.1992; Gilliott 2003). 

O fluído seminal é composto por espermatozoides e secreções das glândulas 

acessórias e possui diversas funções importantes tanto para machos quanto para as 

fêmeas que o recebem (Poiani 2006). Dentre essas funções está a nutrição através 

de açúcares como galactose, glicose, frutose, celobiose, trealose e lactose, que são 

fontes de energia para os espermatozoides; proteção dos espermatozoides contra a 

ação proteolítica pela presença de inibidores de proteases, estendendo, assim, a 

longevidade dos espermatozoides; proteção contra atividade de microrganismos 

patogênicos e higienização do trato reprodutivo feminino (Wolfner 1997; Marchini et 

al. 1997; Chapman 2001). 

O ducto ejaculatório é o responsável pelo transporte de espermatozoides e 

secreções de glândulas acessórias até o receptáculo feminino; é de origem 

ectodérmica e se estende da base do bulbo ejaculatório até o edeago (Tsai et al. 

2004; Özyurt et al. 2013, 2018). 

 

2.1.2. Aparelho reprodutor feminino 

O sistema reprodutor feminino de insetos consiste em um par de ovários 

conectados aos ovidutos laterais, um oviduto comum, uma espermateca, glândulas 

acessórias e ovipositor (Štys et al. 1998; Chapman 1998; Klowden 2007; Cremonez 

et al. 2017). 

Os ovários de insetos diferem na forma como os nutrientes estão disponíveis 

para a nutrição dos oócitos e podem ser divididos em dois tipos: panoístico, no qual 

as oogônias originam exclusivamente oócitos, e meroístico, no qual oogônias dão 

origem a oócitos e células nutridoras. 

Ovários meroístico são divididos em politróficos (células nutridoras 

acompanham os oócitos ao longo do ovaríolo) e telotróficos (células nutridoras 

permanecem localizadas no germário e conectadas aos oócitos por cordões 

nutridores) (Davey 1959; Štys e Biliński 1990; Chapman 1998; Nijhout 1998; Huynh 
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e St Johnston 2004; Lemos et al. 2005). 

Os ovários dos hemípteros são compostos por um número variável de 

ovaríolos telotróficos (Ma e Ramaswamy 1987; Nijhout 1998). Em cada ovaríolo, o 

filamento terminal é seguido por um trofário que se conecta a um vitelário. O trofário 

contém trofócitos e oócitos presos. 

Todas as células germinativas no ovaríolo estão conectadas a uma região 

central livre de células da câmara trófica, denominada núcleo trófico: oócitos por 

cordões nutridores, trofócitos por projeções citoplasmáticas (Büning 1994; 

Szklarzewicz 1998). 

Os ovaríolos estão ligados proximalmente a um tubo fino, o pedicelo, que se 

conecta ao oviduto lateral. Ambos os ovidutos laterais se unem em um oviduto 

comum que se abre em uma câmara genital (Chapman 1998; Lemos et al. 2005; 

Hodin 2009). 

A espermateca é responsável por armazenar e manter espermatozoides 

viáveis até a fertilização do oócito. O armazenamento de espermatozoides permite 

que as fêmeas se dissociem dos machos após o acasalamento. A maioria dos 

Heteroptera possui uma única espermateca ligada ao oviduto comum (Rider e 

Chapin 1991; Javahery 1994). 

Nos pentatomídeos, a espermateca tem uma bolsa espermática elástica 

próxima ao bulbo que incha com a transferência de espermatozoides pelo 

acasalamento (Adams 2001). As glândulas acessórias femininas são comumente 

caracterizadas por uma estrutura simples, em que seu epitélio é composto por uma 

íntima cuticular cis-luminal, uma ou duas camadas de células, bem como uma 

lâmina basal transluminal (Gillott 1988). 

As glândulas acessórias femininas produzem secreções que facilitam o 

transporte de ovos através do ovipositor e permitem a fixação deles ao substrato, 

aumentando a proteção deles durante a oviposição. E algumas espécies, essas 

secreções possuem propriedades antibacterianas, servindo para proteção dos ovos 

contra organismos patogênicos e/ou para que simbiontes possam encontrar uma 

espécie de microambiente menos competitivo (Marchini et al. 1991, 1997; Dallai et 

al. 1996; Chapman 1998; Dossi e Consoli 2014). 

O ovipositor é uma estrutura altamente especializada composta por apêndices 

cuticulares e grandes músculos esqueléticos; e não é apenas importante 

biologicamente para deposição dos ovos, mas também é de importância taxonômica 
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para a identificação de espécies (Cook e Balaraman 2011; Emeljanov 2014). 

 

2.1.3. Aptidão reprodutiva de machos e fêmeas 

A maioria dos sistemas de acasalamento de insetos é caracterizada por um 

maior investimento reprodutivo das fêmeas do que dos machos, por razões como a 

produção de ovos, gasto de energia para suportar o assédio pelos machos e 

selecionar potenciais parceiros (Thornhill e Alcock 1983; De Loof 2011; Pérez et al. 

2013). 

O conflito sexual procede de diferenças no comportamento de acasalamento 

entre os sexos, conduzindo a evolução de machos e fêmeas de maneiras diferentes. 

Normalmente, os machos são selecionados pelas fêmeas por características 

fenotípicas e comportamentais, como a exibição de padrão comportamental 

esteriotípico de corte e ornamentação colorida. Essas características são fruto de 

processos de seleção natural dada a intensa competição intrassexual. Fêmeas, por 

outro lado, evoluíram características discretas, mas são as responsáveis pela 

seleção do parceiro, que, em alguns casos, também pode envolver o oferecimento 

de presentes nupciais, ou ainda de benefícios indiretos transferidos pelos machos 

(Andersson 1994; Yasui 1998). 

O sucesso do acasalamento das fêmeas aumenta com a proporção de 

machos na população e é afetado por outros parâmetros, como densidade 

populacional, localização do habitat e tempo de emergência, e da capacidade de 

dispersão de machos e fêmeas (Emlen e Oring 1977; Rhainds 2010).  Fatores como 

temperatura e disponibilidade e/ou qualidade de recursos nutricionais podem 

influenciar muito no investimento reprodutivo feminino, tanto no tamanho quanto no 

número de ovos produzidos (Thompson e Pellmyr 1991; Ernsting e Isaaks 1997; Fox 

e Czesak 2000). Para machos, o sucesso reprodutivo é o sucesso da paternidade 

(conhecido como precedência de esperma ou P2). Assim, o sucesso reprodutivo 

para machos envolve a superação de três obstáculos: cópula, inseminação das 

fêmeas e fertilização de seus ovos (Arnqvist e Danielsson 1999; Thornhill e Alcock 

2013). 

Na maioria dos insetos, as fêmeas permitem vários acasalamentos com o 

mesmo (cópula repetida) ou com diferentes machos (cópulas múltiplas), esses 

sistemas de acasalamentos são conhecidos como monogamia quando machos e 

https://link.springer.com/article/10.1007/s13355-010-0017-7#ref-CR32
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1744-7917.12424#ins12424-bib-0062
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1744-7917.12424#ins12424-bib-0015
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1744-7917.12424#ins12424-bib-0018
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S000334720400017X#BIB1


16 
 

fêmeas geralmente acasalam apenas com um parceiro e poliandria quando uma 

fêmea acasala com machos diferentes (Hosken et al. 2009; Kvarnemo e Simmons 

2013). Mesmo que os machos da maioria dos táxons não ofereçam cuidado parental 

à prole, alguns benefícios são concedidos, como a transferência de hemolinfa para 

fêmeas do grilo Eunemobius carolinus (Scudder, 1877) (Orthoptera: Trigonidiidae) 

através de um esporão especializado localizado na perna metatorácica do macho 

(Piascik et al. 2010). 

Machos também podem transferir às fêmeas secreções de glândulas 

salivares, fluido seminal e espermatóforos durante a cópula (Arnqvist e Nilsson 

2000; Kempenaers 2007; Lewis e South 2012). 

A ocorrência de poliandria em fêmeas pode ser explicada por duas hipóteses: 

I) recebimento de benefícios materiais (espermáticos e não espermáticos), que 

envolvem a transferência de substâncias contidas no fluido seminal ou a 

apresentação de presentes de valor nutricional; II) benefícios genéticos que estão 

associados ao acasalamento múltiplo e concentram-se principalmente no aumento 

da variabilidade genética da prole, nos maiores níveis de competição espermática e 

na oportunidade para as fêmeas selecionarem melhores parceiros e compensar os 

custos de acasalamentos repetidos ou múltiplos (Hunter et al. 1993; Reynolds 

1996; Yasui 1998; Arnqvist e Nilsson 2000). 

Entretanto, para os machos, cada acasalamento múltiplo representa 

dispêndio de tempo e energia para a produção de novas secreções pelas glâdulas 

acessórias, podendo dessa forma resultar na diminuição do seu sucesso reprodutivo 

(Oberhauser 1988; Yasui 2001). Muitas espécies desenvolveram estratégias 

reprodutivas flexíveis que permitem aos indivíduos otimizar sua aptidão ajustando 

seu esforço reprodutivo em resposta ao seu estado ou condição ambiental 

(Svensson e Sheldon 1998; Fox e Czesak 2000). 

Lewis (2004) mostrou que a realização de múltiplas cópulas não foram 

benéficas para machos de Tribolium castaneum (Herbst, 1797) (Coleoptera: 

Tenebrionidae) devido ao alto gasto de energia na abordagem das fêmeas e na 

produção de novos espermatozoides, sendo preferível a realização de cópulas 

repetidas como estratégia para defesa dos espermatozoides, visto que muitas 

espécies podem ajustar o número de espermatozoides ou o tamanho do 

espermatóforo de acordo com os sinais proximais da idade, tamanho ou status de 

acasalamento da fêmea. 
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A mesma estratégia foi observada em machos de Dryomyza anilis (Fallén, 

1820) (Diptera: Dryomyzidae) (Otronen 1994). 

Em fêmeas, a realização de cópulas repetidas ou múltiplas oferece vantagens 

e desvantagens, dependendo do táxon. Em fêmeas de Nezara viridula 

(Linnaeus,1758) (Hemiptera: Pentatomidae), cópulas repetidas reduziram o número 

médio de ovos e a fecundidade (Fortes e Consoli 2011), enquanto para fêmeas de 

Edessa meditabunda (Fabricius, 1794) (Hemiptera: Pentatomidae) o acasalamento 

repetido aumentou a fecundidade, mas foi caro em termos de redução da 

longevidade em comparação com as fêmeas virgens (Silva et al. 2012). Em fêmeas 

de T. castaneum não foram encontrados benefícios adicionais com a realização de 

múltiplas cópulas (Pai e Yan 2020); em Atrophaneura alcinous (Klug, 1836) 

(Lepidoptera: Papilionidae), acasalamentos múltiplos tiveram um efeito negativo na 

longevidade das fêmeas, sem qualquer benefício à fecundidade (Kawagoe et al. 

2001). 

Em contrapartida, múltiplas cópulas em Tuta absoluta (Meyrick, 1917) 

(Lepidoptera: Gelechiidae) foram benéficas, aumentando a fecundidade, fertilidade e 

longevidade das fêmeas (Lee et al. 2014). Fêmeas de Nasonia vitripennis (Walker, 

1836) (Hymenoptera: Pteromalidae) que realizaram múltiplas cópulas sofreram 

menos assédio do que fêmeas que realizaram uma cópula e ultilizaram essa 

condição como estratégia por conveniência (Boulton e Shuker 2016). Fêmeas de T. 

castaneum que realizaram múltiplas cópulas produziram descendentes machos com 

maior capacidade de inseminação em comparação com aqueles produzidos por 

mães monândricas (Pai e Yan 2002). 

Os percevejos tendem a ter um declínio no número de espermatozoides, o 

que torna um fator limitante para o sucesso reprodutivo desses insetos. Com isso, 

são iteróparos e exibem múltiplas cópulas ao longo de sua vida, levando ao 

reabastecimento de espermatozoides e ao aumento do valor adaptativo das fêmeas 

(Panizzi 2000; Thornhill e Alcock 1983; Sousa et al. 2006). 

 

2.2. Vitelogênese 

A vitelogênese é crucial para a reprodução dos insetos e compreende a 

síntese de vitelogenina e o acúmulo de vitelo no ooplasma (Valle 1993). Espécies 

ovíparas apresentam em seus ovos proteínas do vitelo (YP), sendo a vitelina (Vn) a 
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principal delas, tendo como precursor a vitelogenina (Vg). Vitelogenina é uma 

glicolipofosfoproteína oligomérica, com monômeros consistindo em duas ou mais 

subunidades (apoproteínas), podendo ser grandes (150 kDa a 200 kDa) e/ou 

pequenas (40 kDa a 65 kDa) (Raikhel e Dhadialla, 1992; Lee et al. 2015). É 

importante para a maturação do ovo e desenvolvimento embrionário (Wu et al. 

2021).É geralmente sintetizada extra-ovariamente pelo tecido adiposo, secretada na 

hemolinfa e incorporada por oócitos competentes via endocitose mediada por 

receptor (Swevers et al. 2005; Snigirevskaya; Raikhel 2005; Lee et al. 2015). 

Todo esse processo heterossintético é chamado de vitelogênese (Raikhel e 

Dhadialla 1992). Estudos mostram que a vitelogênese de insetos é controlada por 

dois hormônios, o sesquiterpenoide hormônio juvenil (JH) e o ecdisteroide 20-

hidroxiecdisona (20E, forma ativa da ecdisona). Tanto o JH quanto o 20E podem 

estimular vários aspectos da vitelogênese, mas variam entre as ordens de insetos, 

dependendo das características reprodutivas (Wyatt e Davey 1996; Raikhel et al. 

2005; Tufail e Takeda 2008; Song e Zhou 2020). 

Em Heteroptera, a vitelogênese é regulada principalmente pelo hormônio 

juvenil, que também controla o acesso da molécula de Vg ao oócito, enquanto os 

ecdisteroides produzidos pelas células foliculares do ovário e por outros tecidos são 

responsáveis pela estimulação da síntese desta proteína do vitelo pelo tecido 

adiposo (Davey 1997, 1993; Tufail et al. 2010; Richard et al. 1998). 

Na vitelogênese, as moléculas de Vg são modificados por glicosilação, 

lipidação, fosforilação e clivagem proteolítica distintivamente em diferentes grupos 

de insetos, e se acumulam via pinocitose para formar vitelina no oócito em 

desenvolvimento (Dhadialla e Raikhel 1990; Giorgi et al. 1999; Sappington et 

al. 2002; Tufail et al. 2005). Vgs são armazenadas como Vn na forma cristalina após 

a incorporação aos oócitos e fornecem aminoácidos, lipídios, carboidratos, 

vitaminas, microelementos e outros nutrientes para o embrião em desenvolvimento 

(Tufail e Takeda 2008). 

Vitelogenina foi identificada pela primeira vez por Tefler (1954) na hemolinfa 

de Hyalophora cecropia (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Saturniidae), demonstrando 

que essa proteína era específica de fêmeas e que participava na formação do vitelo.  

Pan (1969) identificou o tecido adiposo como sendo a principal fonte dessa proteína 

e a denominou de vitelogenina por ser precursora da vitelina (Vn) ou “proteína do 

vitelo” (YP). 
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Normalmente, as “proteínas do vitelo” de insetos são divididas em quatro 

tipos: (I) as YPs (como as Vgs da maioria das espécies de insetos) que são 

sintetizadas nas células do tecido adiposo de maneira sexo-específica e 

sequestradas pelos oócitos em desenvolvimento; (II) YPs que são produzidas tanto 

nas células do tecido adiposo feminino quanto nas células dos folículos ovarianos de 

maneira sexo-específica e incorporadas aos oócitos em desenvolvimento (YPs de 

Cyclorrhapha); (II) YPs que são sintetizadas nas células foliculares ovarianas e 

incorporadas aos oócitos em desenvolvimento de maneira sexo-específica [proteína 

específica do ovo em Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Bombycidae)]; e 

(IV) YPs que são produzidos nas células do tecido adiposo de forma sexo 

inespecífica e secretadas na hemolinfa e internalizados pelos oócitos em 

desenvolvimento (como a proteína de 30 kD de B. mori) (Tufail et al. 2014). 

Apesar de ser considerada proteína específica de fêmeas, estudos mostram 

que Vgs também podem ser encontradas em machos de algumas espécies, mesmo 

que em pequenas quantidades (Piulachs et al. 2003; Blariza et al. 2016), mostrando 

que proteínas Vgs não somente desempenham o papel na formação do embrião, 

mas também desempenham funções distintas dessa (Zhang et al. 2011). Estudos 

com o bicho-da-seda B. mori relataram forte atividade antibacteriana da Vg contra as 

bactérias Gram-positiva Staphylococcus aureus e Gram-negativa Escherichia coli (Li 

et al. 2008; Singh et al. 2013). No percevejo Pyrrhocoris apterus (Linnaeus, 1758) 

(Hemiptera: Pyrrhocoridae), Vg mostrou ter atividade de defesa contra o nematoide 

Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955) (Rhabditida: Steinernematidae) (Kodrík et 

al. 2019), capacidade de redução do estresse oxidativo e de regulação da dinâmica 

hormonal em operárias de Apis mellifera (Linnaeus, 1758) (Hymenoptera: Apidae) 

(Seehuus et al. 2006; Nelson et al. 2007). 

Os processos de síntese e acúmulo de Vg têm sido objeto de estudos, 

particularmente em relação à fisiologia reprodutiva, endocrinologia e 

bioquímica. Esses estudos resultaram no sequenciamento de Vg em 25 espécies de 

insetos pertencentes a seis ordens diferentes (Lee et al. 2000; Tufail e Takeda 

2008). A variação do gene e da proteína Vg em diversas espécies de insetos pode 

refletir a seleção evolutiva e a estratégia de adaptação ao ambiente (Garcia et al. 

2010). 
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2.3. Microrganismos associados ao sistema reprodutor de insetos 

Como todos os outros organismos, os insetos vivem em estreita associação 

com microrganismos, os quais influenciam profundamente sua ecologia e evolução, 

conferindo novas características fenotípicas ao hospedeiro, permitindo assim a 

expansão para nichos ecológicos anteriormente inacessíveis e subsequente 

diversificação (Takiya 2006; Janson 2008; Kaufman et al. 2000). 

Microrganismos, como bactérias, podem estar associados ao seu inseto 

hospedeiro de forma permanente ou transitória, e tais associações desempenham 

funções essenciais no desenvolvimento, proteção e nutrição de insetos (Feldhaar 

2011; Minard et al. 2013). Historicamente, os simbiontes são divididos em dois 

grupos. O grupo descrito como simbiontes obrigatórios ou primários são mutualistas 

e costumam apresentar função nutricional e normalmente ocorrem em insetos que 

se alimentam de dietas pobres nutricionalmente, como o sangue, a seiva e a 

celulose. O outro grupo é representado por simbiontes facultativos ou secundários; 

estes apresentam uma diversidade de efeitos, variando do mutualismo à 

patogenicidade. Ambos os grupos podem habitar o espaço endocelular, a cavidade 

hemocélica, o lúmen intestinal ou a superfície do tegumento de insetos (Baumann, 

2005; Moran et al. 2008; Douglas 2015). 

Insetos pertencentes à ordem Hemiptera apresentam diversidade nas 

associações com microrganismos, como as bactérias presentes na superfície da 

massa dos ovos de Acrosternum hilare (Say), necessárias ao desenvolvimento e 

sobrevivência das ninfas (Prado e Almeida 2009), e Klebsiella 

pneumoniae (Schroeter) e Enterococcus faecalis (Andrewes & Horder) associadas 

ao ventrículo 4 de Nezara viridula, as quais são necessárias ao crescimento e 

sobrevivência ninfas deste percevejo (Hirose et al. 2006).  Essas associações 

podem permitir ao hospedeiro explorar diferentes dietas que apresentam 

composição nutricional deficiente, desde a seiva de plantas até o sangue de 

vertebrados (Sudakaran et al. 2017). A simbiose também pode modular o 

desenvolvimento do hospedeiro (Karamipour et al. 2016), a sua imunidade a 

patógenos e macrófagos, e a reprodução dos seus hospedeiros (Laughton 2016; 

Mahadav 2008; Prado at al. 2009). 

 
  



21 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Criação e manutenção de Euschistus heros 

A população estoque de E. heros foi mantida em caixas de criação 

(31,9x31,9x10,9 cm) em condições controladas (25±1ºC; 60±10%UR; fotofase de 12 

h). Os insetos foram mantidos em dieta natural a base de vagem verde de feijão e 

sementes de amendoim. Água destilada foi disponibilizada em algodão umedecido. 

O alimento foi trocado uma vez por semana e a água renovada duas vezes na 

semana. Nas caixas de criação com insetos adultos foram adicionados de dois a três 

discos de algodão para servirem de substrato para oviposição, sendo os discos de 

algodão retirados e substituídos por novos a cada troca de alimento. Os discos de 

algodão contendo ovos foram colocados em caixas menores (25,8x17,8x8,5 cm), 

contendo tubos com água destilada (5 mL) vedados com algodão hidrófilo para 

evitar a dessecação dos ovos. As ninfas obtidas eram então transferidas para caixas 

de criação (31,9x31,9x10,9 cm) e alimentadas assim como descrito anteriormente. 

 

3.2. Efeito do número de cópulas na aptidão reprodutiva de fêmeas de 

Euschistus heros 

Ninfas de 4° e 5° instares foram separadas em caixas plásticas de criação 

(21x18x18 cm) para a melhor observação e coleta de adultos recém-emergidos. Os 

adultos foram separados por sexo imediatamente após a emergência e mantidos em 

copos plásticos (1000 mL). A alimentação e o manuseio foram idênticos aos 

descritos no item 3.1. Os insetos foram mantidos em condições controladas (25±1ºC; 

60±10%UR; fotofase de 12 h) até completarem 10 dias de idade (período de pré-

cópula), quando foram pesados para a utilização de machos (60 – 70 mg) e fêmeas 

(70 – 80 mg). 

Esses adultos foram utilizados para o estudo do efeito do número de cópulas 

na aptidão reprodutiva de fêmeas de E. heros, avaliando-se o efeito do número de 

cópulas repetidas e de múltiplas cópulas. Além da seleção de machos dentro de um 

intervalo de peso determinado, medições da tíbia da perna metatorácica direita 

também foram realizadas para a avaliação do efeito do tamanho do macho na 

aptidão reprodutiva das fêmeas. As medições da tíbia foram realizadas através de 

fotografias feitas com auxílio da Câmera Moticam 2000 acoplada ao 

estereomicroscópio Nikon SMZ 168. 
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As medições foram realizadas em aumento de 10x em imagens digitalizadas 

no software TpsDig2 (Rholf, 2015). 

 

3.2.1. Cópula repetidas  

Os casais foram individualizados em copos plásticos (1000 mL) e as fêmeas 

permaneceram acompanhadas do seu parceiro até a obtenção do número de 

cópulas desejas (1, 2, 3 e 4 cópulas). A ocorrência de cópula era avaliada 

periodicamente das 8 às 18h. Após esse período os machos eram isolados e 

retornados ao recipiente de acasalamento com a mesma fêmea apenas no início do 

outro período. Conforme o número de cópulas desejado (1 a 4) era alcançado, o 

macho era imediatamente fixado em 70% etanol e armazenado a -20°C para a 

posterior extração da vesícula seminal para a determinação de infecção bacteriana. 

Cada tratamento (número de cópulas) contou com 25 repetições (1 repetição = 1 

casal). 

 

3.2.2. Cópulas múltiplas 

Para a observação do efeito da realização de múltiplas cópulas na aptidão 

reprodutiva de fêmeas de E. heros, o procedimento de observação de realização da 

cópula foi semelhante ao anteriormente descrito. Porém, os machos eram 

substituídos por novos machos virgens após a realização de cada cópula, até que o 

número desejado de cópulas (1 a 4) fosse alcançado. Os machos eram 

imediatamente fixados em 70% etanol logo após a cópula e armazenados a -20°C 

para posterior extração de DNA da vesícula seminal e realização de reações de 

PCR diagnóstico para a verificação da presença de bactérias associadas. Cada 

tratamento (número de cópulas) contou com 25 repetições (1 repetição = 1 casal), 

sendo analisado um total de 25, 50, 75 e 100 machos para fêmeas que realizaram, 

respectivamente, 1, 2, 3 e 4 cópulas. 

As fêmeas permaneceram nos mesmos recipientes para a avaliação diária e 

coleta de dados relacionados à fecundidade (número de ovos/fêmea), fertilidade (% 

de ovos viáveis/fêmea) e longevidade (dias). O delineamento experimental foi 

inteiramente casualizado. Dados de peso das fêmeas foram adicionados à análise. 

Todos os dados foram submetidos a análises de variâncias após a verificação da 

normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk e da homogeneidade das 
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variâncias pelo teste de Bartlett. Os dados de fecundidade, fertilidade, longevidade e 

comprimento da tíbia das fêmeas entre os diferentes tratamentos foram comparados 

pelo teste Tukey (p <0,05). As análises estatísticas foram feitas no programa 

RStudio (versão 2023.03.0+386) e análises gráficas pelo Microsoft® Excel® (Versão 

2302 Build 16.0.16130.20332). 

 

3.3. Determinação da infecção da vesícula seminal de machos de E. heros 

por bactérias 

A dissecação de machos para a obtenção da vesícula seminal foi realizada 

em solução salina estéril de NaCl a 0,85%. As vesículas obtidas foram 

individualmente colocadas em 100 µL de etanol absoluto e armazenadas a -20°C. 

As vesículas foram submetidas a extração de DNA genômico (gDNA) 

seguindo o protocolo de fenol : clorofórmio de Gilbert et al. (2007). Com auxílio de 

pistilos, as amostras foram maceradas em 400 µL de solução tampão de digestão 

(100 mM Tris Buffer, 100 mM NaCl, 3 mM de CaCl2, 2% SDS), 4 mM ditiotreitol 

(DTT) e 15 µL de solução de proteinase K a 20 mg/mL e incubadas a 55°C 

overnight. 

Posteriormente, um volume de 400 µL de fenol foi adicionado à amostra para 

homogeneização em vórtex até a formação de emulsão. Em seguida, a amostra foi 

centrifugada a 14.600 g por 5 min para a separação das fases, sendo a fase superior 

(contendo o gDNA) transferida para um novo tubo e adicionados 400 µL de 

clorofórmio. A amostra foi homogeneizada em vórtex e centrifugada (14.600 g x 5 

min), sendo o processo repetido uma vez. Um volume de 400 µL de isopropanol 

gelado e 100 µL de 3 mM acetato de sódio (pH 5,2) foram adicionados ao 

sobrenadante coletado. A amostra foi misturada em vórtex e armazenada a -80°C 

por 40 min, seguida de centrifugação (16.000 g x 30 min x 4°C) para a coleta do 

sedimento. O sedimento obtido foi lavado com 1mL de 85% etanol gelado e 

recoletado após centrifugação (16.000 g x 10 min x 4°C). 

Esse processo se repetiu duas vezes. Ao término das lavagens as amostras 

foram mantidas em temperatura ambiente para completa evaporação do etanol. O 

sedimento foi ressuspenso em 30 µL de água tratada com 0,01% de pirocarbonato 

dietílico (DEPC) e as amostras armazenadas a -20°C até a sua utilização. A 

integridade, qualidade e pureza do DNA extraído foram avaliadas por eletroforese 

em gel de agarose a 0,8% (p/v), contendo 0,5 µg/mL de brometo de etídio em 
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tampão TAE (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA, pH 7,2) a 5 V/cm, para posterior 

visualização em transiluminador UV acoplado a fotodocumentador, bem como pela 

obtenção da razão das leituras de absorbância a 260 e 280 nm por 

espectrofotometria. 

 

3.3.1. Frequência de ocorrência de infecção bacteriana da vesícula 

seminal de machos de E. heros 

As amostras de gDNA obtidas foram submetidas a reações diagnósticas de 

PCR para a detecção de infecções da vesícula seminal de machos de E. heros por 

bactérias. Para as reações diagnósticas foram utilizados iniciadores universais para 

a detecção de eubactérias (Eub338: ACTCCTACGGGAGGCAGCAG; Eub518: 

ATTACCGCGGCTGCTGG) (Amann et al. 1990), bem como para a detecção de 

duas bactérias (LII-WS-Eh91c e LII-WS-Eh24a) anteriormente descritas como sendo 

associadas à vesicula seminal de E. heros (Scopel e Cônsoli, 2018). 

Para a realização de PCR diagnóstico dessas bactérias, as sequências do 

gene 16S do RNA ribossomal disponíveis no genbank (LII-WS-Eh91c: número de 

acesso MH172487; LII-WS-Eh24a: número de acesso MH172483) foram utilizadas 

para o desenvolvimento de iniciadores senso específicos para cada uma das 

bactérias alvo, LII-WS-Eh91c (Staphylococcus sciuri; EH91c-370: 

CTCTGTTGTTAGGGAAGAAC) e LII-WS-Eh24a (Yokenella regensburgei; EH24a-

371: ACTTTCAGCGAGGAGGAA GG). Os iniciadores senso específicos foram 

utilizados em conjunto com o iniciador reverso universal Eub518, mencionado 

anteriormente. 

As amplificações diagnósticas foram realizadas com o sistema comercial 

GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega™), sendo as reações compostas por 1x 

Green GoTaq buffer, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM de cada dNTPs, 0,32 μM iniciador 

senso e antissenso, 0,5 unidade de GoTaq DNA Polimerase, 1 μL de gDNA e água 

livre de nuclease para um volume final de 25 μL de reação. As reações foram 

realizadas a 95°C por 2 min (1 ciclo); 95 °C por 30s, temperatura de anelamento 

adequada à temperatura de dissociação (Tm) de cada conjunto de iniciadores por 

60s, 72 °C por 1 min (35 ciclos); seguido de 1 ciclo a 72°C por 5 min. Os produtos de 

amplificação foram separados em gel de agarose a 1,5% contendo 0,5 μg/mL de 

brometo de etídio em tampão TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 7,2) a 5 

V/cm e visualizado em transiluminador de ultravioleta (UV) acoplado a foto-
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documentador. 

Amostras classificadas como contendo (1) ou não (0) infecção por bactérias 

pela análise dos amplicons produzidos nas amplificações diagnósticas após a 

resolução deles em géis de agarose. O padrão de amplicons obtido em cada 

amostra permitiu reconhecer vesículas que apresentavam infecções únicas ou 

conjuntas por Staphylococcus sciuri e Yokenella regensburgei ou ainda que 

apresentavam infecção por outro tipo de eubactéria. A ocorrência de infecções na 

vesícula seminal de machos de E. heros foi avaliada para machos virgens após 3, 6, 

9 e 12 dias da emergência, machos que realizaram de 1 a 4 cópulas, e machos que 

copularam uma única vez com fêmeas virgens ou com fêmeas previamente 

copuladas por 2 ou 3 machos. 

  

3.3.2. Análise quantitativa da microbiota bacteriana associada à 

vesícula seminal de machos de E. heros acasalados 

A abundância das principais bactérias que infectam a vesícula seminal de 

machos de E. heros, Yokenella regensburgei e Staphylococcus sciuri¸ foi 

determinada por PCR quantitativo utilizando-se de amostras de gDNA da vesícula 

seminal proveniente de machos que realizaram cópulas repetidas. Os iniciadores 

utilizados nas reações de qPCR para S. sciuri e Y. regensburgei foram os mesmos 

utilizados nas reações de PCR diagnóstico. As amplificações de qPCR foram 

conduzidas nas seguintes condições: 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C 

por 15 s, 60°C por 20 s e 72°C por 20 s e 60°C, usando reações contendo 1 μL de 

gDNA; 5 μL de SYBR Green qPCR 2x Master Mix; 0,2 μL de cada de cada iniciador 

(senso e antissenso) (12,5 μmol) e água livre de nuclease para completar o volume 

final de reação de 10 μL. Todas as reações foram executadas no sistema Applied 

Biosystems ViiATM7 Real Time PCR (Applied Biosystems, Foster, CA). Cada 

amostra analisada (repetição biológica) contou com a utilização de triplicata técnica. 

Os valores médios de Ct obtidos para cada bactéria alvo foram submetidos a 

análises de normalidade e heterocedasticidade, antes de serem submetidos a 

análise de variância não paramétrica (teste Kruskal-Wallis), sendo as médias 

comparadas pelo teste de Dunn (z < 0,05). 
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3.4. Análise do padrão proteico da hemolinfa e da expressão do gene da 

vitelogenina em fêmeas de E. heros ao longo dos períodos de pré e 

pós-cópula 

Análises do padrão proteico quantitativo e qualitativo da hemolinfa e da 

expressão do gene da vitelogenina no tecido adiposo de fêmeas de E. heros foram 

realizadas ao longo da fase de pré-cópula (1, 3, 6 e 10 dias após a emergência - 

DAE) e de pós-cópula (1, 2, 3 e 10 dias após a cópula - DAC).  

A coleta de hemolinfa foi realizada por um pequeno orifício na superfície do 

corpo do inseto. Foram coletados 4 µL de hemolinfa, os quais foram imediatamente 

adicionados a 36 µL solução anticoagulante refrigerada (98 mM NaOH, 0,19 M NaCl, 

1,5 mM EDTA, 46 mM ácido cítrico, pH 4,5, em água DEPC). As amostras foram 

centrifugadas (2.000 g x 2 min), o sobrendante obtido foi coletado e armazenado a -

20°C, para análises posteriores do padrão quantitativo e qualitativo das proteínas da 

hemolinfa de E. heros. Após a coleta da hemolinfa, as fêmeas foram imediatamente 

dissecadas em solução aquosa de NaCl a 0,85% para a extração do tecido adiposo, 

o qual foi coletado diretamente em 1mL de TRIzol® e imediatamente armazenado a 

-80ºC para a posterior extração do RNA total, para posterior determinação da 

expressão do gene da vitelogenina.  

 

3.4.1. Análise quantitativa das proteínas totais na hemolinfa de fêmeas 

adultas de E. heros 

A concentração total de proteínas na hemolinfa de E. heros foi avaliada pelo 

teste colorimétrico de Bradford, utilizando o produto comercial Pierce™ Coomassie 

Plus (Thermo Scientific™). 

Em cada poço de uma placa de poliestireno de 96 poços foi adicionado 10 µL 

de amostra e 300 µL do reagente Coomassie Plus. As amostras foram agitadas por 

30s, incubadas por 10 min em temperatura ambiente e submetidas a leitura da 

absorbância a 595 nm em espectrofotômetro Epoch™ Microplate 

Spectrophotometer. 

A concentração de proteínas nas amostras foi determinada utilizando-se de 

curva-padrão produzida com soro de albumina bovina, assim como recomendado 

pelo fabricante. Cada ponto amostral contou com dez repetições (1 repetição = 1 

fêmea). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo os dados 

submetidos à análise de variância (ANOVA) após análise da normalidade pelo teste 
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de Shapiro-Wilk e heterocedasticidade pelo teste de Bartlett, sendo as médias 

comparadas pelo teste Tukey (p <0,05). 

 

3.4.2. Análise qualitativa de proteínas na hemolinfa de fêmeas adultas 

de E. heros 

As alterações qualitativas na hemolinfa de fêmeas de E. heros foram 

avaliadas pela observação do padrão eletroforético determinado por meio de 

eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) em sistema de gel descontínuo com 

dodecilsulfato de sódio (SDS), sendo utilizado gel de empacotamento a 5% e gel de 

separação a 7,5%, utilizando o equipamento Mini-PROTEAN® Tetra Handcast 

Systems (Bio-Rad). 

Cada gel de separação foi preparado utilizando 2,5 mL da solução A (30% 

acrilamida; 0,8% bis-acrilamida), 2,5 mL da solução B (2M Tris HCl pH 8.8; 10% 

SDS), 5 mL dH20, 50 µL de solução aquosa de persulfato de amônio a 10% e 5 µL 

de tetrametiletilenodiamina (TEMED). A solução do gel de separação foi aplicada no 

conjunto de placas e cobertos com dH20 até sua total polimerização. Posteriormente, 

foi preparado o gel de empacotamento utilizando 0.67 mL da solução A, 1mL da 

solução C (1M Tris HCL pH6.8; 10% SDS) e aplicado sobre o gel de separação. Em 

seguida, o molde tipo pente foi encaixado no gel de empacotamento para a 

formação dos poços das amostras. Volume adequado das amostras foi misturado ao 

tampão 4x da amostra (1 M Tris-HCL, pH 6.8; 1g SDS; 0,1% azul de bromofenol 

blue; 100% glicerol; 14.3 M β-mercaptoetanol), correspondendo a 1,5 µL de 

hemolinfa. As amostras foram submetidas ao tratamento térmico (95ºC x 10 min) 

seguido por breve centrifugação para coleta do líquido condensado nas paredes do 

tubo. A separação das proteínas foi realizada em tampão de eletroforese em pH 8.3 

(25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS), em voltagem constante de 100 V. Para a 

determinação da massa das proteínas, foi utilizado o marcador padrão de peso 

Broad Range SDS-PAGE Standards (Bio-Rad). As corridas foram interrompidas 

logo após o marcador de fronte atingir o limite inferior do gel. Os géis foram 

removidos, lavados em água destilada (3x por 5 min) e corados utilizando-se do 

reagente GelCode™ Blue Stain (24 h), sob agitação constante. Após o período de 

coloração, os géis foram transferidos para água destilada e lavados (2x por 5 min) 

para a remoção do excesso de corante e digitalizados para análise. As diferentes 

bandas reveladas foram identificadas e suas abundâncias determinadas utilizando o 
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software GelAnalyzer versão 19.1. 

O experimento contou com quatro períodos amostrais (1, 3, 6 e 10 dias após 

a emergência - DAE) para fêmeas em fase de pré-cópula e três períodos amostrais 

para fêmeas que realizaram a cópula (3, 6 e 10 dias após a cópula - DAC). O 

delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10 repetições (1 fêmea 

= 1 repetição), os dados de densidade de proteínas foram submetidos a análise de 

variância (ANOVA) como não houve diferença significativa entre as médias dos 

tratamentos, não foi preciso aplicar um teste post-hoc. 

 

3.4.3 Expressão gênica e disponibilidade de vitelogeninas na fase adulta de 

fêmeas de E. heros 

Amostras de tecido adiposo foram maceradas com auxílio de pistilos 

esterilizados e submetidas à extração de RNA total usando o reagente Trizol, 

seguindo as orientações do fabricante. Antes da extração a bancada e todas as 

ferramentas, como pipetas e luvas, foram esterilizadas com etanol 70% e o reagente 

de descontaminação RNase away™ (Invitrogen™) de forma a deixar livre de 

RNAases. Após o descongelamento das amostras, foi adicionado um volume de 200 

μL de clorofórmio para cada 1mL de Trizol. 

As amostras foram agitadas por 15 s e colocadas em temperatura ambiente 

por 3 min antes da centrifugação (12.000 g x 15 min x 4°C). A fase superior foi 

transferida para um novo tubo ao qual foi adicionado 500 μL de isopropanol gelado, 

depois misturado em vórtex e incubado por 10 min em temperatura ambiente e 

centrifugado (12.000 g x 10 min x 4°C). 

O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado duas vezes em 1 mL de 

75% etanol gelado e recuperado após centrifugação (7.500 g x 5 min x 4°C). O 

sedimento obtido foi deixado secar à temperatura ambiente, sendo ressuspenso em 

20 μL de água DEPC e armazenado a -80°C até a síntese de sscDNA. A quantidade 

de RNA foi verificada por obtenção da razão das leituras de absorbância a 260 e 280 

nm por espectrofotometria (Epoch™ Microplate Spectrofotometer). 

As amostras foram tratadas seguindo o protocolo do produto RQ1 RNase-

Free DNase (Promega™) para eliminar qualquer DNA contaminante e uma nova 

leitura foi feita em espectrofotômetro para a determinação da concentração de RNA 

total. 

Para a reação de síntese de sscDNA foi utilizado o kit Platus Transcriber 
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RNase H-cDNA First Strand (Sinapse Inc). Um μL de iniciador Oligo(dT)18 foi 

adicionado a 2 μg de RNA total obtido de pools (composto de tecido adiposo de 3 

fêmeas) e água DEPC foi adicionada até o volume final de 12 μL para a reação. As 

amostras foram incubadas a 65°C por 5 min, transferidas ao gelo para a adição de 4 

μL de 5x Reaction Buffer, 1 μL RNAse Inhibitor (20 U/μL), 2 μL de dNTP (10mM) e 1 

μL da enzima H Minus Transcriptase Reversa (200 U/μL), totalizando um volume de 

20 μL. A amostra foi novamente incubada a 42°C por 60 min, seguido de 70°C por 5 

min. Ao final da reação o sscDNA foi armazenado a -20°C para as reações de RT-

qPCR. 

O sscDNA obtido foi utilizado para a análise do padrão de expressão de dois 

transcritos (Eh2229 e Eh8055) identificados putativamente como vitelogenina (Vg), 

os quais foram recuperados do transcritoma de E. heros disponível no Laboratório 

de Interações em Insetos (USP/Esalq). Iniciadores específicos para os transcritos de 

Vg Eh2229 (Eh2229vg2_4122: CGCTCCTTGTTATCCTAAGG; Eh2229vg2_4299: 

GGTCTTTCCTTCAACTTCCG) e Eh8055 (Eh8055vg2_2063: CTGACACCCCTG 

AAATTCG; Eh8055vg2_2149: GCTGTGCCACTGATTGAAG) foram desenhados e 

analisados utilizando os programas Primer3Plus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi), Oligo Analyzer (https://www.idtdna.com/calc/ 

analyzer) e PCR Primer Stats (https://www.bioinformatics.org/sms2/ 

pcr_primer_stats.html). Os iniciadores (Ef-1α_174: TGCGGTGGTATTGACAAGAG; 

Ef-1α_284: GTTTGTCAAGAACCCAAGCG) do gene do fator de alongamento 1 

alpha (EF-1α) relatados por Li et al. (2013), foram utilizados para a amplificação 

deste gene, o qual foi utilizado como gene de referência para a normalização das 

amplificações obtidas para os genes de interesse. 

As amostras de sscDNA foram analisadas em três repetições biológicas 

(repetição biológica = tecido adiposo de fêmea) e em triplicata técnica. As reações 

de qPCR foram conduzidas nas seguintes condições; 95°C por 10 min, seguido de 

40 ciclos de 95°C por 15 s, 60°C por 20 s e 72°C por 20 s e 62°C, usando reações 

contendo 2,5 de sscDNA, 1X de GoTaq® qPCR Master (5 μL), 12,5 μMol de cada 

iniciador (senso e antissenso) (0,2 μL de cada), 0,3 μMol CXR Reference Dye (0,1 

μL) e água livre de nuclease para completar o volume final de reação em 10 μL. 

Todas as reações foram executadas em um sistema Applied Biosystems ViiATM7 

Real Time PCR (Applied Biosystems, Foster, CA). 

Para determinar o nível de expressão relativa (normalizado) do gene da 

https://www.idtdna.com/calc/%20analyzer
https://www.idtdna.com/calc/%20analyzer
https://www.bioinformatics.org/sms2/%20pcr_primer_stats.html
https://www.bioinformatics.org/sms2/%20pcr_primer_stats.html


30 
 

vitelogenina, foi usado o modelo de eficiência calibrada proposto por Pfaffl (2001). 

Os valores médios de Ct de cada reação violaram os pressupostos para 

homogeneidade (p-valor= 0.01528 pelo teste de Bartlett) e com isso o teste não-

paramétrico de Kruskal-Wallis foi aplicado para identificar possível diferenças na 

quantidade de Vg expressa entre os tratamentos. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Efeito do número de cópulas na aptidão reprodutiva de fêmeas de E. 

heros 

4.1.1. Cópulas repetidas 

A fecundidade, fertilidade e longevidade das fêmeas de E. heros não foi 

afetada pelo número de cópulas repetidas realizadas (Tabela 1). No entanto, foi 

possível verificar que o número de cópulas realizadas por E. heros afetou o ritmo 

diário de postura de fêmeas, sendo que fêmeas que realizaram uma única cópula 

atingiram 50% da sua fecundidade total apenas 21 dias após a cópula, enquanto as 

fêmeas que realizaram mais de uma cópula depositaram 50% do total de ovos 

produzidos entre 13 e 16 dias após a cópula (Figura 2).  

 

Tabela 1. Parâmetros biológicos de fêmeas de E. heros que realizaram 

número variável de cópula com um único macho (cópula repetida) 

N° de cópulas 
Fecundidade 
(ovos/fêmea) 

Fertilidade% 
(ovos viáveis) 

Longevidade  

(dias) 

1 82,0±71,5a 17,8±14,5b 60,0±34,1a 

2 58,3±64,5a   14,0±23,3ab 51,1±34,8a 

3 90,7±81,3a 23,0±22,1a 56,9±30,5a 

4 97,4±67,3a   14,3±19,8ab 59,5±34,1a 

Média±desvio padrão seguidos por letras na coluna diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05) 

 
4.1.2. Cópulas múltiplas 

A realização de cópulas múltiplas interferiu na aptidão reprodutiva de fêmeas 

de E. heros (Tabela 2).  Fêmeas que copularam com até quatro machos diferentes 

foram mais fecundas e longevas do que as fêmeas que realizaram número menor de 

cópulas (Tabela 2). Análises do ritmo diário de postura indicam que as fêmeas que 

realizaram apenas uma cópula tiveram interrupção do seu período de oviposição aos 

75 dias após a cópula, enquanto as fêmeas que realizaram maior número de 

cópulas estenderam o seu período de oviposição até próximo a 100 dias após a 

cópula (Figura 3).  
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Tabela 2. Parâmetros biológicos de fêmeas de E. heros que realizaram 

número variável de cópulas com machos diferentes (cópula múltipla) 

 Média±desvio padrão seguidos por letras na coluna diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05) 

 

 

 

 

N° de cópulas 
Fecundidade 
(ovos/fêmea) 

Fertilidade% 
(ovos viáveis) 

Longevidade  
(dias) 

1 65,4±49,0b 20,6±27,2b 42,9±36,9b 

2 70,4±68,7b 16,4±18,0b 41,3±33,8b 

3 91,0±63,1ab 32,9±16,7a 55,6±31,7ab 

4 130,0±57,5a 13,1±15,7b 66,8±24,4a 
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Figura 2. Ritmo de postura diário e velocidade de reprodução (fecundidade diária acumulada) de fêmeas de Euschistus heros que realizaram número 
variável de cópulas com o mesmo macho (25±1ºC; 60±10% UR; fotofase 12h). A) uma cópula, B) duas cópulas, C) três cópulas, D) quatro cópulas. 
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Figura 3. Ritmo de postura diário e velocidade de reprodução (fecundidade diária acumulada) de fêmeas de Euschistus heros que realizaram número 
variável de cópulas com machos diferentes (25±1ºC; 60±10% UR; fotofase 12h). A) uma cópula, B) duas cópulas, C) três cópulas, D) quatro cópulas. 
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4.2 determinação da infecção da vesícula seminal de machos de E. heros 

por bactérias 

4.2.1 PCR diagnóstico para detecção de infecções em machos de E. heros 

A vesícula seminal de machos apresenta infecção latente por bactérias, visto 

que 100% dos machos virgens de diferentes idades analisados testaram positivo 

para infecção bacteriana em sua vesícula seminal. A infecção da vesícula é dada 

predominantemente pelas bactérias Y. regensburgei e S. sciuri, que podem ocorrer 

em infecções únicas ou duplas. Há também outras bactérias que infectam a vesícula 

seminal de machos na ausência de infecções por Y. regensburgei e S. sciuri. As 

análises também demonstram que a infecção conjunta da vesícula por Y. 

regensburgei e S. sciuri se torna mais frequente em idades mais tardias dos 

machos, com a consequente redução da frequência de infecções por eubactérias 

distintas de Y. regensburgei e S. sciuri (Figura 4). 

 

 
Figura 4. Abundância relativa de bactérias Yokenella regensburgei e Staphylococcus sciuri em 
machos de Euschistus heros virgens (3, 6, 9 e 12 dias de vida) 

 

A frequência e o padrão de infecção da vesícula seminal de machos de E. 

heros não foram afetados pela realização de um número distinto de cópulas. Machos 

que realizaram de 1 a 4 cópulas apresentaram 100% de infecção da vesícula 

seminal, sendo as infecções únicas ou duplas por Y. regensburgei e S. sciuri as 
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mais frequentes (Figura 5). Isso foi observado para aqueles machos que realizaram 

uma única cópula, mas que copularam com fêmeas previamente copuladas por 2 ou 

3 machos (Figura 6). Nesse caso, o único aspecto a ter chamado a atenção foi a 

ausência de infecções únicas por Y. regensburgei em machos que copularam com 

fêmeas previamente copuladas com 3 machos e o avanço progressivo de infecções 

duplas da vesícula com Y. regensburgei e S. sciuri à medida que machos copulam 

com fêmeas previamente copuladas. O índice de infecções duplas passou de 51% 

nos machos que copularam com fêmeas virgens para 96% nos machos que 

copularam com fêmeas previamente copuladas com 3 machos (Figura 6). 

 

 

Figura 5. Abundância relativa de bactérias Yokenella regensburgei e Staphylococcus sciuri em 
machos de Euschistus heros que realizaram cópula com a mesma fêmea (cópula repetida). 
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Figura 6. Abundância relativa de bactérias Yokenella regensburgei e Staphylococcus sciuri em 
machos de Euschistus heros que copularam pela 1°, 2°, 3° e 4° vez com fêmeas de Euschistus 
heros pré-acasaladas. 

 

4.2.2 Análise quantitativa da microbiota bacteriana associada à vesícula 

seminal de machos de E. heros acasalados 

A abundância relativa de Y. regensburgei (24a) e S. sciuri (91c) na vesícula 

seminal de machos que realizaram de 1 a 4 cópulas. Os valores de Ct obtidos para 

cada uma das bactérias demonstra a maior abundância de Y. regensburgei em 

relação a S. sciuri na vesícula seminal de machos de todos os tratamentos 

analisados. Os dados obtidos também indicam uma grande variação na intensidade 

de infecção da vesícula entre machos de diferentes tratamentos. relativos dos dados 

da bactéria 24a não apresentaram diferença significativa entre os tratamentos pelo 

teste de Kruskal-Wallis (X2=2.192; p-valor =0.5334) (Figura 7). Enquanto os Ct’s 

para a bactéria 91c apresentaram diferença pelo teste Kruskal-Wallis (X2=7.8986; p-

valor = 0.04815), um teste post-hoc de Dunn foi aplicado e machos que copularam 

duas vezes diferiram estatisticamente de machos que copularam quatro vezes (teste 

z=0.0414).  
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Figura 7. Quantificação relativa de bactérias do gene 24a (Yokenella regensburgei) e do gene 
91c (Staphylococcus sciuri) provenientes da vesícula seminal de machos de Euschistus heros 
que realizaram cópula com a mesma fêmea. (*) indica diferença entre as médias pelo teste Dunn 
(z=0.0414). 

 

4.3  Análise quantitativa de proteínas na hemolinfa de fêmeas adultas de E. 

heros  

A concentração total de proteínas na hemolinfa de fêmeas durante a fase de 

pré-cópula é bastante variável, ocorrendo um pico aos 6 DAE, o qual é seguido por 

um declínio aos 10 DAE. Após esse período há um incremento na concentração total 

de proteínas até 3 DAC, quando a concentração total de proteínas na hemolinfa se 

aproxima ao maior valor observado aos 6 DAE. A concentração total de proteínas se 

mantém elevada nos períodos posteriores da pós-cópula observados, ocorrendo 

apenas pequena oscilação na concentração total de proteínas (Figura 8).  
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Figura 8. Concentração de proteínas totais (µg/µL) disponíveis na hemolinfa de fêmeas de 
Euschistus heros nos períodos de pré-cópula (1, 3, 6 e 10 dias após a emergência) e pós-cópula 
(1, 3, 6 e 10 dias após a cópula).  

 

4.4  Análise qualitativa de proteínas na hemolinfa de fêmeas adultas de E. 

heros  

A análise qualitativa da composição proteica da hemolinfa de fêmeas de E. 

heros durante os períodos de pré- e pós-cópula demonstrou haver diferenças 

qualitativas e quantitativas para as diferentes proteínas detectadas (Figura 9). Foram 

observadas oito proteínas que ocorreram consistentemente na hemolinfa de fêmeas 

ao longo das fases de pré e de pós-cópula. As proteínas observadas variaram de 36 

a 231 kDa, sendo as mais abundantes na hemolinfa aquelas de 77 e 49 kDa, as 

quais representaram cerca de 50% do conteúdo relativo das proteínas disponíveis 

na hemolinfa (Figura 10). Apenas três proteínas, a de 36, 111 e de 174 kDa 

apresentaram aumento na sua abundância relativa à medida que a fêmea passou da 

fase de pré- para a fase de pós-cópula (Figura 10). 
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Figura 9. – Padrão proteico da hemolinfa de fêmeas de Euschistus heros em período de pré-
cópula (1, 3, 6, 10 dias) e pós-cópula (14, 17, 21 dias) determinado em 7,5% SDS-PAGE. 
Marcador molecular - (M); Fêmea não-copulada de 1 dia de vida (1-NC); Fêmea não-copulada de 
3 dias de vida – (3-NC); Fêmea não-copulada de 6 dias de vida - (6-NC); Fêmea não-copulada de 
10 dias de vida - (10-NC); Fêmea copulada de 14 dias de vida – (14-COP); Fêmea copulada de 
17 dias de vida – (17-COP); Fêmea copulada de 21 dias de vida – (21-COP); Ovo. 

 

 

Figura 10. Abundância de proteínas detectadas em gel SDS-PAGE 7,5% na hemolinfa de fêmeas 
de Euschistus heros em período de pré-cópula (1, 3, 6, 10 dias) e pós-cópula (14, 17, 21 dias) 
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4.5  Expressão dos genes de vitelogeninas 

Os valores de expressão do gene da vitelogenina 2 (Vg2) de E. heros são 

apresentados em relação a expressão desse gene obtida para fêmeas aos 1 DAE. 

Os valores de expressão observados indicam uma menor expressão do Vg2 em 

todos os períodos analisados quando comparados à expressão observada aos 1 

DAE. A expressão do Vg2 decresce progressivamente no período de pré-cópula da 

emergência até 3 DAC, momento em que a expressão volta a sofrer incremento, 

atingindo o valor máximo de expressão observado aos 10 DAC (Figura 11). 

 

 
Figura 11. Expressão do gene da vitelogenina 2 no tecido adiposo de fêmeas de Euschistus 
heros durante os períodos de pré- (3-DAE; 6-DAE e 10-DAE) e pós-cópula (3-DAC; 6-DAE e 10-
DAE). 
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5 DISCUSSÃO 

As estratégias de reprodução adotadas por insetos são bastante variáveis e 

dependem da história evolutiva dos diferentes grupos de insetos e as decisões de 

alocação de recursos para o desenvolvimento dos tecidos somáticos e reprodutivos 

(Awmack e Leather 2002). O número de cópulas é um dos fatores a influenciar a 

fisiologia da reprodução de fêmeas de insetos, podendo trazer benefícios ao 

sucesso reprodutivo ou adicionar custos à reprodução, reduzindo a aptidão 

reprodutiva de fêmeas (Arnqvist e Nilsson 2000; Jennions e Petrie 2000). 

Fêmeas de E. heros não apresentaram alterações significativas em atributos 

biológicos relacionados à sua aptidão reprodutiva ao realizar até quatro cópulas 

repetidas, mas apresentou fecundidade e longevidade aumentadas ao realizar 

cópulas com múltiplos machos. A ausência de benefícios ou custos associados a 

eventos repetidos de cópula em E. heros diferem dos efeitos observados para 

Nezara viridula (Fortes e Consoli 2011), em que fêmeas apresentaram redução em 

sua aptidão reprodutiva com a realização de inúmeras cópulas repetidas. A aptidão 

reprodutiva de fêmeas de E. heros copuladas com machos distintos são 

semelhantes aos encontrados por Arnqvist e Nilsson (2000), que comprovaram que 

as fêmeas ganham diretamente com os múltiplos acasalamentos em termos de 

aumento da produção de descendentes ao longo da vida apesar do efeito negativo 

na longevidade. Worthington e Kelly (2016) verificaram que as fêmeas de Gryllus 

texensis (Orthoptera: Gryllidae), ao realizarem acasalamentos múltiplos, 

apresentaram um período de oviposição mais longo em relação as fêmeas com uma 

única cópula. No entanto, algum aspecto da fisiologia e/ou do comportamento do 

inseto interfere na contribuição feita em cópulas repetidas com o mesmo macho, 

visto que nesse caso não foi observado nenhum benefício a reprodução das fêmeas 

após a realização de várias cópulas, sugerindo que a capacidade que os machos 

apresentam de contribuir com nutrientes através da transferência de fluído seminal 

está restrita à sua primeira cópula. Durante a realização dos experimentos de cópula 

foi observado que fêmeas aceitavam a realização de uma segunda cópula com o 

mesmo macho mais rapidamente do que com um macho diferente, rejeitando até 

mesmo o comportamento de corte realizado pelo macho. Alterações no 

comportamento de aceitação de novos parceiros para a realização de cópulas 

podem ocorrer devido a transferência de compostos moduladores da fisiologia de 

fêmeas junto ao ejaculado. Esses compostos podem, por exemplo, inibir a 
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receptividade sexual de fêmeas a qual é desejável para garantir o sucesso 

reprodutivo dos machos por evitar competição espermática, garantindo assim que os 

espermatozoides transferidos tenham sucesso na fertilização dos oócitos a serem 

depositados pelas fêmeas (Simmons 2002; Wigby e Chapman 2004; Kvarnemo e 

Simmons 2013). No entanto, esses compostos moduladores não explicariam os 

benefícios encontrados com a realização de cópulas múltiplas e a ausência desses 

benefícios em fêmeas que realizaram cópulas repetidas. 

Em ambos os experimentos de cópula realizados, a fertilidade observada para 

fêmeas de E. heros foi muito reduzida (Turelli 1994; Eady e Jackson 2000; Knell e 

Webberley 2004). A baixa fertilidade observada para fêmeas de E. heros, 

independentemente do número de cópulas realizadas, pode estar associada à 

transferência de microrganismos que infectam a vesícula seminal de machos desse 

inseto, assim como observado por Robert e Webberley (2004) que demostraram que 

doenças sexualmente transmissíveis (DSTs) podem reduzir a fertilidade e aumentar 

a mortalidade do hospedeiro. Duas espécies de bactéria se mostraram como 

agentes infecciosos comuns da vesícula seminal de E. heros, Y. regensburgei e S. 

sciuri. Essas bactérias ocorreram em praticamente todas as vesículas seminais 

analisadas, seja de machos virgens ou machos que realizaram número distinto de 

cópulas.  

 Yokenella regensburgei é uma bactéria Gram-negativa da 

família Enterobacteriaceae que já foi encontrada no intestino médio de Pyrrhocoris 

apterus (Kosakaro et al. 1984), em Boisea trivittata (Say, 1825) (Heteroptera: 

Rhopalidae) (Meyers e Leigh 2020) e em Reticulitermes chinensis Snyder (Isoptera: 

Rhinotermitida) (Fang et al. 2016). Em R. chinensis, acredita-se que Y. regensburgei 

exerça a função de reciclagem de nitrogênio e degradação de celulose (Fang et al. 

2016). Staphylococcus sciuri é comum em pulgões (Grigorescu et al. 2018) e pode 

aumentar as relações de mutualismo entre certas espécies de formigas e pulgões 

(Fisher et al. 2015), além de adaptar o hospedeiro a diferentes dietas, como em 

Diabrotica virgifera virgifera (LeConte) (Coleoptera: Chrysomelidae) (Chu et al. 

2013). No entanto, Yokenella regensburgei e Staphylococcus sciuri estão 

associadas a inúmeras espécies de insetos com as quais estabelecem relações 

patogênicas (Podgwaite et al. 2013; Osborn et al. 2002; Medina et al. 2022).   

A vitelogenina faz parte de um grupo importante de proteínas que são 

sintetizadas extraovarianamente e se tornam a principal proteína da vitelo, a vitelina 
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(Hagedorn 1979). Em insetos, as vitelogeninas possuem tamanho aproximado de 

180 a 200, com subunidades de massa entre 50 e 140 kDa (Raikhel e 

Dhadialla 1992; Kotaki 2003). Ao analisar o perfil proteico de fêmeas de E. heros, 

observou-se que a expressão do gene da Vg2 é reativada após a cópula, mesmo 

sendo a expressão relativa inferior àquela observada no primeiro dia após a 

emergência. A maior atividade de expressão gênica e o aumento da concentração 

de proteínas em circulação em preparação para a reprodução também pode ser 

visto pela maior concentração de proteínas totais na hemolinfa de fêmeas após a 

realização da cópula. Este resultado pode ser decorrente dos diversos fatores 

associados à cópula, como a transferência de nutrientes pelos machos durante a 

cópula (Friedel e Gilliot 1977; Lewis e South 2012) e atuação do hormônio juvenil 

como regulador da vitelogenina para a produção de ovos (Raikhel et al. 2005; Zhou 

2020).  

Fêmeas em período de pré-cópula apresentaram durante o seu 

desenvolvimento oscilações nas quantidades de proteínas em sua hemolinfa, o que 

gera diversos questionamentos sobre esse comportamento no perfil proteico. 

Cremonez e colaboradores (2023) mostraram que a oogênese em fêmeas de E. 

heros ocorre independentemente da cópula, servindo também para explicar a 

oviposição por fêmeas virgens, assim como observado na mosca tsé-tsé (Odhiambo, 

19710) e em Nezara viridula (Fortes et al. 2011). Esses oócitos não fertilizados 

sofrem reabsorção no ovário da fêmea, fenômeno esse chamado de oossorção e 

podem ser explicados pela falta de cópula ou fome (Fortes et al. 2011; Kotaki 2023). 

Isso explica o comportamento das oscilações nos diferentes períodos de pré-cópula 

das fêmeas de Euschistus heros observadas, apesar de serem mantidas em 

laboratório em condições controladas e com alimento disponível. 
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6 CONCLUSÕES 

- O número de cópulas repetidas não interfere na aptidão reprodutiva de fêmeas de 

Euschistus heros, mas a realização de cópulas com múltiplos machos interfere 

positivamente na fecundidade e longevidade de fêmeas; 

- A concentração total de proteínas na hemolinfa de fêmeas de E. heros aumenta 

após a realização da cópula; 

- A realização da cópula não é necessária para a expressão do gene da vitelogenina 

2 em fêmeas de E. heros, mas os níveis de expressão da Vg2 são aumentados após 

a cópula; 

- A vesícula seminal de machos de E. heros apresenta Yokenella regensburgei e 

Staphylococcus sciuri como as principais bactérias que infectam essa estrutura; 

- A infecção da vesícula seminal de machos de E. heros por Yokenella regensburgei 

e Staphylococcus sciuri independe da realização de cópulas; 

- A abundância de Yokenella regensburgei na vesícula seminal de machos de E. 

heros é superior àquela de Staphylococcus sciuri. 
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