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RESUMO

NASCIMENTO, Francisco Witallo Sousa do, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2024. Morfologia do sistema reprodutor masculino e
espermatozoides de Discodon minutum Pic, 1928 (Coleoptera: Cantharidae).
Orientador: José Lino-Neto. Coorientadora: Glenda Samara Dias Santos.

Cantharidae é uma familia bastante diversa de besouros conhecidos como
besouros-soldados. Classificada na superfamilia Elateroidea e infraordem
Elateriformia, possui representantes nos mais diversos ambientes terrestres. Dentro
da familia existem problemas de delimitacdo taxonémica em nivel de espécie,
género e subfamilia. A morfologia do sistema reprodutor e dos espermatozoides traz
informacdes com valor taxonémico e revelam aspectos da biologia reprodutiva. No
entanto, tais caracteristicas morfolégicas sdo pouco conhecidas nos Cantharidae.
Desta forma, descrevemos a morfologia do sistema reprodutor masculino e dos
espermatozoides do cantarideo Discodon minutum Pic, 1928. Os machos foram
dissecados e seus sistemas reprodutores foram fixados e processados para
microscopia de luz, a partir dos quais fez-se laminas histolégicas e laminas com
espermatozoides, para a posterior analise. O sistema reprodutor de D. minutum é
formado por dois testiculos, cada um com 28-30 foliculos ovalados, dois vasos
deferentes e trés pares de glandulas acessorias, assim como um ducto ejaculatério
com a porgcao mediana funcionando como uma bomba ejaculatéria. Possui ainda
duas vesiculas seminais atipicas formadas por evaginagdes na base dos vasos
deferentes, com funcdo de armazenamento de espermatozoides e de secrecao. Os
espermatozoides estdo completamente desenvolvidos ja nos foliculos, e possuem
nucleo lateral aos elementos do flagelo, configuracdo semelhante a observada em
outros elateroideos. As células cisticas sdo bem desenvolvidas e podem
desempenhar um papel na formacédo e manutencéo dos feixes espermaticos do tipo

espermatodesmata.

Palavras-chave: Anatomia. Besouro-soldado. Reprodug&o. Taxonomia. Elateriformia.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Francisco Witallo Sousa do, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2024. Morphology of the male reproductive system and spermatozoa
of Discodon minutum Pic, 1928 (Coleoptera: Cantharidae). Advisor: José Lino-
Neto. Co-advisor: Glenda Samara Dias Santos.

Cantharidae is a very diverse family of beetles known as soldier beetles. Classified in
the superfamily Elateroidea and infraorder Elateriformia, it has representatives in the
most diverse terrestrial environments. Within the family, there are problems of
taxonomic delimitation at the species, genus, and subfamily levels. The morphology
of the reproductive system and spermatozoa provides information with taxonomic
value and reveals aspects of reproductive biology. However, such morphological
characteristics are little known in Cantharidae. Thus, we describe the morphology of
the male reproductive system and spermatozoa of the cantharide Discodon minutum
Pic, 1928. The males were dissected, and their reproductive systems were fixed and
processed for light microscopy, from which histological slides and slides with
spermatozoa were made for later analysis. The reproductive system of D. minutum
consists of two testes, each with 28-30 oval follicles, two vasa deferentia and three
pairs of accessory glands, as well as an ejaculatory duct with the median portion
functioning as an ejaculatory pump. It also has two atypical seminal vesicles formed
by evaginations at the base of the vas deferens, with the function of storing sperm
and secretion. The sperm are fully developed in the follicles and have a nucleus
lateral to the flagellar elements, like that observed in other elateroids. The cyst cells
are well-developed and may play a role in the formation and maintenance of

spermatodesmata-type sperm bundles.

Keywords: Anatomy. Soldier beetle. Reproduction. Taxonomy. Elateriformia.
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1. INTRODUCAO

1.1. Caracteristicas gerais e sistematica Cantharidae, Elateriformia e
Elateroidea

Cantharidae Imhoff, 1856 €& uma familia de coledpteros pertencente a
subordem Polyphaga, infraordem Elateriformia e superfamilia Elateroidea. Seus
integrantes sdo conhecidos popularmente como besouros-soldados (do inglés,
soldier beetles) ou cantarideos. Esses besouros somam mais de 6000 espécies
descritas (Kazantsev & Brancucci, 2007), sendo a segunda maior familia de
Elateroidea, atras apenas de Elateridae (Bouchard et al., 2011).

Os besouros da infraordem Elateriformia sdo distinguidos principalmente por
caracteristicas dos estagios larvais. Beutel (1995) destaca a presenca de uma sutura
epicraniana transversal, um processo antenal curto e largo, uma projecao ventral no
protérax e uma projecao dorsal no mesotorax e a auséncia de um processo frontal
na cabeca. A posicdo de Elateriformia dentro de Polyphaga ainda nao esta
totalmente elucidada, porém andlises recentes consideram-na uma das primeiras
infraordens a se divergir entre os Polyphaga (Bocak et al., 2014; Beutel et al., 2019).
Estudos recentes destacam fortemente a sua composicdo em pelo menos quatro
superfamilias: Buprestoidea, Dascilloidea, Byrrhoidea e Elateroidea (Zhang et al.,
2018; Beutel et al., 2019). Ha discussbes acerca da inclusdo de uma quinta
superfamilia, Scirtoidea, que parece ser parafilética (Beutel et al, 2019).
Historicamente, havia também a superfamilia Cantharoidea, cujas familias foram
incorporadas em Elateroidea nos estudos filogenéticos recentes (Beutel et al., 2019).
A monofilia de Elateroidea é sustentada por caracteres morfoldégicos de adultos e
larvas (Lawrence & Newton, 1982; Lawrence, 1988; Lawrence et al., 2010).

Elateroidea possui 16 familias extantes (Lawrence et al., 2010; Bouchard et al.,
2011; 2020) e cerca de 25 mil espécies descritas (Slipinski et al., 2011). Os
besouros elateroideos apresentam uma regido de ancoragem que conecta a placa
esternal a coxa do terceiro par de pernas, o que torna esses besouros capazes de
pular quando se sentem ameacados ou quando estdo se movendo em substratos
acidentados (Kundrata et al., 2019). Os Elateroidea possuem antenas de serrilhadas
a filiformes, corpo alongado e exoesqueleto pouco esclerotizado (Kundrata et al.,

2014). Além disso, tém antepifaringe e pré-labio adjacentes e repleto de
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microtriquios inframandibulares, caracteristicas compartilhadas com Dascilloidea e
que deve estar associada a habitos alimentares, como ingestdo de liquidos e
digestdo extraoral (Anton & Beutel, 2012). Caracteristicas como neotenia,
principalmente em fémeas, e bioluminescéncia sdo importantes dentro de
Elateroidea, porém ausente em algumas familias, como Cantharidae (Kundrata et
al., 2014).

Das familias de Elateroidea, Lampyridae e Elateridae tém sido apontadas como
préximas de Cantharidae, no entanto, as relacdes filogenéticas dentro da
superfamilia ndo sao totalmente compreendidas (Bocak et al., 2014; Kundrata et al.,
2014; 2019; Douglas et al.,, 2021), de forma que ha muitas confusdes entre um
estudo filogenético e outro (Motyka et al., 2023).

Distintamente de outras familias de Elateroidea, Cantharidae apresenta a
cabeca nao recoberta pelo pronoto, sendo visivel dorsalmente. Suas antenas
possuem 11 antenémeros, geralmente filiformes, porém ha espécies em que sao
serreadas, pectinadas ou flabeladas (Ramsdale, 2002; 2010). Cabega normalmente
prognata e aparelho bucal com labro membranoso coberto pelo clipeo (Ramsdale,
2002; Evans, 2021). Outras caracteristicas sdo: coxa mesotoracica contigua,
ventritos em sete (fémeas) ou oito (machos), férmula tarsal 5-5-5 e presenca de
poros de glandulas laterais pares nos segmentos abdominais | a VIII (Ramsdale,
2002; 2010; Evans, 2021).

Cantharidae possui cerca de 5500 espécies descritas (Delkeskamp, 1977;
Bocak et al., 2014), e é dividida em cinco subfamilias: Chauliognathinae LeConte,
1861, Silinae Mulsant, 1862, Malthininae Kiesenwetter, 1852, Dysmorphocerinae
Brancucci, 1980 e Cantharinae Thomson, 1864, todas com representantes descritos
para o Brasil. Destas, as mais especiosas no pais sdo Chauliognathinae e Silinae, e
a menos é Malthininae (Biffi, 2023a; b). Esta ultima é também a mais restrita
geograficamente no pais, cujos representantes sdo encontrados basicamente na
regido Sul (Ramsdale, 2002). As relacdes filogenéticas entre as subfamilias nao
estéo definidas, havendo propostas divergentes (Motyka et al., 2023).

1.2. Ecologia e comportamento de Cantharidae

Os besouros-soldados possuem habitos alimentares que vao de herbivoria a

carnivoria, sendo mais comum que quando adultos sejam onivoros.



13

Frequentemente, os adultos sdo encontrados em folhas e flores, sobre as quais
forrageiam, alimentando-se de pdélen, néctar ou de outros insetos. Os cantarideos
sao, portanto, polinizadores e até controladores de pragas (Evans, 2021). Além
disso, os adultos costumam exibir cores aposematicas, o que evita, muitas vezes,
que sejam predados (Fender, 1973; Fitton, 1973; Ramsdale, 2002; 2010; Evans,
2021). As larvas, em geral, vivem no solo, na serrapilheira, onde se alimentam de
fluidos de ovos e larvas de outros artrépodes (Fitton, 1973; Ramsdale, 2002), além
de raizes, a depender da espécie (Evans, 2021).

Representantes de Cantharidae sdo encontrados em todas as zonas
biogeograficas do planeta, excetuando-se a antartica (Ramsdale, 2010). Apesar
disso, quase todo conhecimento que temos sobre essa familia é oriundo de espécies
de regides temperadas (Pérez-Hernandez, 2018).

1.3. Sistema reprodutor masculino de Elateriformia

A genitalia externa dos Cantharidae, principalmente de machos, vem sendo
considerada importante do ponto de vista taxonémico (Wittmer, 1977; Biffi, 2017;
Biffi et al., 2022; Biffi, 2023b), assim como em outros taxons de insetos. Trabalhos
recentes sobre a taxonomia dessa familia procuraram delimitar os géneros e
espécies através da redescrigcdo das genitalias externas (Biffi, 2017; Biffi & Geisner,
2022). Entretanto, muitas dessas categorizacdes baseadas na morfologia externa se
mostram insuficientes para resolver os problemas taxonémicos que as espécies de
besouros-soldados enfrentam. QOutras pesquisas, no entanto, tém trazido a
morfologia dos 6rgaos reprodutores internos como caracteres adicionais para a
elucidacdo das relacbes filogenéticas entre varios taxons de insetos, incluindo
Elateroidea (Lino-Neto et al., 2000; Dallai, 2014; Dallai et al., 2016).

Morfologicamente, o sistema reprodutor dos insetos machos, de modo geral,
possui um par de testiculos, cada qual formado por foliculos, suas unidades
funcionais, onde sédo produzidos os espermatozoides. De cada testiculo parte um
vaso deferente, que pode apresentar uma regido dilatada onde os espermatozoides
ficam armazenados, chamadas de vesiculas seminais. Os vasos deferentes entdo
se unem ao ducto ejaculatério, canal conectado ao edeago, pelo qual os
espermatozoides sdo transferidos para a fémea. Ha ainda glandulas acessérias,
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geralmente em pares, que liberam secrecdes que compdem o fluido seminal
(Triplehorn & Johnson, 2005; Gullan & Cranston, 2017; Klowden & Palli, 2023).

Entre os diversos clados de insetos, ha variacdes na estrutura morfolégica e
anatémica dos sistemas reprodutores (Crowson, 1981; Gullan & Cranston, 2017;
Klowden & Palli, 2023). Essas diferencas denunciam a histéria evolutiva dos taxons
e, portanto, pode auxiliar na caracterizacdo das ordens e categorias taxonémicas
infraordinarias (Kuznetsova, 2019). Essas diferencas sao, principalmente, em
relagdo a quantidade, formato e disposigcdo dos foliculos testiculares, vesiculas
seminais e glandulas acessorias (Crowson, 1981; Kaulenas, 1992; Gullan &
Cranston, 2017).

Ainda h& poucos estudos sobre a morfologia do sistema reprodutor masculino
em Elateriformia. Kasap & Crowson (1975) trazem uma breve descricdo sobre os
orgaos reprodutivos internos de Byrrhoidea, Buprestoidea e Elateroidea
(considerando algumas de suas familias como “Cantharoidea”, segundo o senso da
época), principalmente, baseados nos dados escassos sobre esses taxons. Os
testiculos de elateriformes geralmente sao livres, formados cada um por foliculos de
nuamero variavel, de um a 150. As glandulas sdo aos pares, de um a trés, e cada par
€ apresentado sob diferentes denominacdes na literatura, sendo normatizado por
Kasap & Crowson (1975), que as dividiu em glandulas acessérias e glandulas
espermatéforas, definindo-as preferivelmente por meio de homologias; o seu uso,

porém, ndo € comum.

1.4. Morfologia espermatica de Coleoptera

Embora seja conhecida a importancia taxonémica dos caracteres morfologicos
dos espermatozoides em hexapodes (Baccetti & Daccordi, 1988; Burrini et al., 1988;
Dallai, 2014; Dallai et al., 2016), ha poucos trabalhos sobre morfologia espermatica
em Elateroidea e nenhum em Cantharidae.

Espermatozoides tipicos de insetos Pterygota possuem formato filiforme e sdo
divididos em cabeca anterior (acrossomo e nucleo), flagelo posterior (axonema com
9-9-2 microtubulos, um par de derivados mitocondriais € um par de corpos
acessorios) e uma regido intermedidria, onde em geral ocorre uma estrutura
denominada adjunto de centriolo (Jamieson, 1987; Jamieson et al., 1999). Em
Coleoptera, a morfologia espermatica € bastante variavel, fugindo em muitos grupos
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da morfologia convencional (Dias et al., 2020b). Coccinellidae (Dallai et al., 2018;
2019b; Dias et al., 2020a) e Carabidae (Dallai et al., 2019a, 2020), por exemplo,
apresentam nucleo disposto paralelamente aos componentes do flagelo, assim
como observado para espécies de Buprestidae, Elateridae e Lampyridae
(Elateriformia) por Dias et al. (2020Db).

A espermatogénese em Elateroidea e em outras superfamilias de Elateriformia
possui informacao escassa na literatura. Em Selatosomus aeripennis destructor
(Elateridae) (Zacharuk, 1958a) e em Pyrocoelia tonkinensis Olivier, 1886
(Lampyridae) (Senarat et al., 2019) foram observadas todas as etapas da
espermatogénese nos foliculos testiculares dos individuos adultos, de
espermatogbnias a espermatozoides maduros. Algumas pesquisas citam o formato
alongado e filiforme dos espermatozoides de elateroideos (Zacharuk, 1958a;
Senarat et al., 2019; Dias et al., 2020b).

Quase nao ha mencgdes na literatura sobre a organizacao dos espermatozoides
e transferéncia espermatica em Elateroidea. Os achados sdo basicamente de
Lampyridae (Wing, 1985; van der Reijden et al., 1997; Hayashi & Suzuki, 2003; Fu &
Ballantyne, 2021). Alguns estudos, como o de Hayashi & Suzuki (2003) e o de Fu &
Ballantyne (2021), trazem informagdes sobre a transferéncia de espermatozoides
em Lampyridae por meio de espermato6foros. Entretanto, Hayashi & Suzuki (2003)
destacam que nem todos os lampirideos apresentam esse tipo de organizagao

espermatica.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Descrever morfologicamente o sistema reprodutor masculino e os

espermatozoides de Discodon minutum Pic, 1928 (Cantharidae: Silinae).

2.2. Objetivos especificos

e Descrever a anatomia e histologia do sistema reprodutor masculino de

Discodon minutum;
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e Descrever a morfologia dos espermatozoides em D. minutum;

e Comparar padrdes morfolégicos do sistema reprodutor e dos

espermatozoides de D. minutum com taxons proximamente relacionados.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta e identificacao dos espécimes de D. minutum

Os espécimes de D. minutum (Fig. 1) foram coletados no campus da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), na vegetacado associada a plantacdes de
milho (Zea mays L.), no Vale da Agronomia (20°46'01"S 42°52'06"W, 668 m). As
coletas ocorreram durante o dia, em todas as épocas do ano, por busca ativa,
utilizando sugadores e redes entomoldgicas. Para a manutencédo e transporte dos
espécimes foram usados frascos com entrada de ar, 0 que permite que os insetos
permanecessem Vivos.

Os besouros coletados foram levados ao Laboratério de Ultraestrutura Celular,
Departamento de Biologia Geral (DBG/UFV), onde os espécimes foram
anestesiados com dioxido de carbono, triados e identificados (espécie, sexo, local e
data da coleta).

A identificagdo da espécie foi confirmada pelo pesquisador dr. Gabriel Biffi
(Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo, MZUSP/USP), taxonomista da

familia Cantharidae.

3.2. Fotodocumentacao dos espécimes de D. minutum

Alguns espécimes foram colocados em uma pequena cubeta com fundo cinza
e alcool 70% em gel. As imagens e medidas foram obtidas usando um microscépio
estereoscépico Leica M205c¢, com camera digital Leica MC170HD acoplada.
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Figura 1. Espécime macho de Discodon minutum Pic, 1928. Fonte: Autor (2023).

3.3. Disseccao, fotografia e esquematizacao do sistema reprodutor masculino
de D. minutum

Para a descricao morfolégica do sistema reprodutor masculino, os machos
adultos foram dissecados com o auxilio de um microscopio estereoscopico Olympus
SZH10, em solucao-tampao de fosfato de sddio 0,12 mol/L, pH 7,2 (PBS). O sistema
reprodutor foi, entdo, separado e fixado em solugdo de glutaraldeido a 2,5% no
mesmo tampao por um periodo de 4 h.

Em seguida, o sistema reprodutor foi fotografado com o auxilio de um
microscopio estereoscédpico Leica M205¢ com cémera digital Leica MC170HD
acoplada ou com o microscépio estereoscopico Zeiss Stemi 2000-C, com uma
camera digital Nikon D5100 acoplada e iluminagao acessoria. Os esquemas foram
feitos por meio de programa de ilustracéo vetorial.

3.4. Suspensao e morfometria dos espermatozoides de D. minutum

Os espermatozoides foram obtidos a partir dos foliculos testiculares e vesiculas
seminais, dissociados em PBS, sobre laminas histoldégicas. Ap6s a secagem a
temperatura ambiente, as laminas foram lavadas com agua corrente e algumas

delas foram coradas com uma solugéo filtrada de Giemsa em agua destilada (1:5),
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por 30 minutos, lavadas novamente em agua corrente e secadas a temperatura
ambiente. Para observar os nucleos das células, outras laminas foram coradas com
uma solucao de DAPI (4,6-diamino-2-fenil-indol) 0,2 mg/mL no tampéao PBS durante
40 min e lavadas em agua corrente. Em seguida, elas foram cobertas com laminulas
usando uma solugcdo aquosa de sacarose a 50% e acondicionadas em caixas
fechadas para impedir a exposicéo a luz.

Para fotodocumentacao e analise dessas laminas, foi utilizado um microscépio
de luz Olympus BX60, com camera digital Q-Color3 acoplada filtro de excitacdo BP
360-370 nm.

As medicdes foram realizadas por meio do programa /maged, versao 1.53°
(https://imagej.nih.goV/ij/) a partir das imagens obtidas.

3.5. Processamento e descricao histolégica de luz do sistema reprodutor

masculino de D. minutum

Os sistemas reprodutores masculinos fixados em solugao de glutaraldeido a
2,5% em PBS contendo 3% de sacarose foram preparados para a analise
histol6gica em microscopia de luz. O material foi lavado em agua destilada para o
processamento: o que seria corado com Giemsa foi pds-fixado em tetroxido de
o6smio (OsO4) a 1% por duas horas, enquanto o que seria corado com DAPI nao. Na
etapa seguinte, todos os sistemas foram desidratados gradualmente, em uma série
de banhos alcodlicos crescentes (30%, 50%, 70%, 90%), seguidos por trés banhos
em alcool absoluto (100%), 10 minutos cada. O material foi infiltrado com Historesina
(Leica) (base + ativador) em élcool (1:2, 1:1 e 2:1), e, entdo, com Historesina pura.
Na sequéncia, o material foi incluido em moldes contendo uma mistura de
Historesina com catalisador e entdo transferidos para uma estufa a 60° C, onde
permaneceram por algumas horas até a completa polimerizagdo da resina.

A sequir, foram feitos cortes semifinos, com espessuras entre 0,5 um e 1,5 um,
com um microtomo Leica RM 2155 e navalhas de vidro, e foram colocados em
laminas histologicas. As laminas com material pos-fixado em OsO4 foram coradas
com solucdo de Giemsa diluido em agua destilada (3:15), durante 30 minutos, e
lavados em agua corrente. As laminas com material que nao foi pos-fixado em OsOg4
foram coradas em DAPI durante 40 min, na auséncia de luz, para a visualizagao dos
nucleos dos espermatozoides.


https://imagej.nih.gov/ij/
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As descricdoes morfolégicas e os registros fotograficos do sistema reprodutor
masculino de D. minutum foram feitos a partir das analises das Iaminas histolégicas
permanentes, com o auxilio do microscopio Olympus BX60, com camera digital Q-

Color3 acoplada.

4. RESULTADOS

4.1. Descricao anatomica do sistema reprodutor masculino de D. minutum

O sistema reprodutor masculino de D. minutum apresenta dois testiculos
livres entre si, um par de vasos deferentes, um par de vesiculas seminais, trés pares
de glandulas acessérias e um ducto ejaculatério comum (Figs. 2A, 3A), que
desemboca no meio externo por meio da genitalia externa (edeago).

Os testiculos sado pequenos, medindo aproximadamente 316-390 um de
diametro. Cada um é composto por 28 a 30 foliculos (Fig. 4A), ovalados e
ligeiramente translicidos. Envolvendo cada testiculo, ha, externamente, uma
camada de corpo gorduroso de coloracdo alaranjada (Fig. 2A), e, internamente, uma
capsula de tecido conjuntivo (bainha peritoneal) (Fig. 5A, C). Os foliculos testiculares
se arranjam em forma de cacho em torno da porcao anterior do vaso deferente,
onde desembocam por meio de curtos vasos eferentes (Fig. 5A-B).

Os vasos deferentes sao translucidos, delgados, ligeiramente sinuosos e
longos. Em toda sua extensado, os vasos deferentes mantém seu formato tubular,
ndo havendo variagcbes em sua espessura (Fig. 2A, 3A). Na porcao posterior de
cada vaso deferente, h4 uma camada muscular que envolve a conexao entre ele e a
vesicula seminal correspondente (Fig. 8C-D). As vesiculas seminais (Fig. 2B, 3A-B;
4B-C) sédo translucidas, tém formato tubular, com sua porcao distal ligeiramente
abaulada, onde ficam armazenados o0s espermatozoides. Elas emergem
lateralmente na base dos vasos deferentes (Fig. 3A). Em toda sua extensao, ha
corpo gorduroso alaranjado as envolvendo (Fig. 2A-C). Paralelamente a cada
vesicula seminal, ha a primeira glandula acessoéria (tipo 1, g1), de formato
espiralado, curta, de coloragdo dourada quase translucida (Fig. 2A-C, 3A-B).

Dois outros pares de glandulas acessorias estdo conectados ao apice do
ducto ejaculatério, na regiao envolvida pela camada muscular, na mesma altura em

que os vasos deferentes e as vesiculas seminais desembocam. As glandulas
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acessorias do segundo par (tipo 2, g2) também sao espiraladas, mas diferem-se das
glandulas acessérias tipo 1 por serem mais espessas e por darem menos voltas,
além de possuirem aspecto amarelado translicido semelhante a dos foliculos
testiculares (Fig. 2A-B, 3A). Elas se localizam ventralmente, e sua extremidade
proximal conecta-se ao ducto ejaculatério na mesma altura que as outras estruturas,
porém ventro-medialmente. As glandulas acessérias que formam o terceiro par (tipo
3, g3) sao reniformes, localizadas ventralmente e posicionadas juntas na regiao
anterior do ducto ejaculatério (Fig. 2A-C, 3A). Elas sao translucidas, com uma
parede mais espessa que as demais glandulas acessérias. Cada glandula acessoéria
tipo 3 forma, nas suas porcdes mediano-anteriores, um curto canal que desemboca
na extremidade proximal da glandula do tipo 2 correspondente, antes da chegada
desta ao ducto ejaculatério.

O ducto ejaculatério é comprido, amarelo palido, reto nas porgcoes anterior e
posterior. A sua por¢cdo média € espiralada e mais espessa, formando uma bomba
ejaculatéria (Fig. 2A, 3A).

4.2. Descricao histoldgica do sistema reprodutor masculino de D. minutum

Cortes histolégicos dos testiculos dos individuos adultos mostraram foliculos
preenchidos por cistos ja bem desenvolvidos (Fig. 5A-C), de modo que foram
observados apenas espermatides em fase final de alongamento e espermatozoides
maduros (Fig. 5A-C). Entre os cistos foram observados residuos citoplasmaticos
decorrentes da diferenciacdo dos espermatozoides e da morte celular de células
cisticas (Fig. 5C). Ha uma bainha peritoneal, de tecido conjuntivo, e uma fina
camada epitelial, que delimitam cada foliculo (Fig. 5C).

As células cisticas sdo grandes, com conteudo citoplasmatico volumoso,
grandes vesiculas (Fig. 5B) e ndcleo bem evidente com cromatina
predominantemente descondensada (Fig. 9A). No interior dos cistos, o0s
espermatozoides comegam a se organizar em feixe (Fig. 5A-B, 9A-B), e, a medida
em que os cistos se aproximam da base do foliculo, os feixes se reorganizam,
dobrando sobre si em forma de rolo (Fig. 5B, 9A). Na regido basal dos foliculos, os
cistos se rompem, tornando livres os feixes espermaticos, que chegam aos vasos

eferentes e, entdo, aos vasos deferentes (Fig. 5A-C).
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Figura 2. Sistema reprodutor masculino de D. minutum. A — Vis&o geral. B — Detalhe de uma vesicula

seminal, mostrando as regides secretora () e de armazenamento (ll). C — Detalhe das glandulas
acessoérias. Legenda: t, testiculo; dd, vaso deferente; sv, vesicula seminal; g1, g2 e g3, primeiro,
segundo e terceiro pares de glandulas acessorias, respectivamente; ejd, ducto ejaculatério. Barras de
escala: A=0,5mm; B =0,2mm; C = 0,25 mm. Fonte: Autor (2023).
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Figura 3. Esquemas do sistema reprodutor masculino de D. minutum. A — Visdo geral. B — Caminho
percorrido pelos feixes de espermatozoides (setas) dos vasos deferentes até as vesiculas seminais.
Legenda: t, testiculo; dd, vaso deferente; sv, vesicula seminal;, g1, g2 e g3, primeiro, segundo e
terceiro pares de glandulas acessorias, respectivamente; gjd, ducto ejaculatério. Barras de escala: A
= 0,5 mm; B = 0,25 mm. Fonte: Autor (2023).
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Figura 4. Sistema reprodutor masculino de D. minutum. A — Um testiculo, mostrando a forma e
organizagao dos foliculos (f). B — Detalhe do par de vesiculas seminais, indicando a regido secretora
(I) e a regido de armazenamento (I1), além das duas glandulas acessoérias tipo 1 (g1). C — Detalhe da
regido de armazenamento de uma vesicula seminal, mostrando o epitélio (ep) e os feixes de

espermatozoides (sb). Barras de escala = 0,1 mm. Fonte: Autor (2023).

Histologicamente, foi possivel distinguir nos vasos deferentes pelo menos trés
por¢cées: uma anterior, uma mediana € outra posterior. A porcdo anterior possui
epitélio simples cubico, com células de nucleo esférico e cromatina descondensada,
além de vesiculas secretoras grandes, localizadas principalmente no apice delas
(Fig. 6A). Nessa primeira porgéo, o epitélio € uma continuagdo daquele epitélio dos
vasos eferentes (Fig. 5B-C). A segunda por¢do, mediana, também com epitélio
simples cubico, diferencia-se pelas células com vesiculas secretoras menores e pelo
surgimento de uma camada de tecido muscular ao seu redor (Fig. 6A-D). Nessas
duas primeiras regides dos vasos deferentes, assim como nos vasos eferentes, ha
projecoes celulares aparentes (Fig. 5B, 6C). Por fim, a terceira porcao é
caracterizada pelo alongamento das células epiteliais, tornando-as mais altas do que
espessas, sendo caracterizado como epitélio simples prismatico (Fig. 6B-E). Nesta
regido, os nucleos sédo alongados e posicionados na base das células. A base das
células dobra-se e forma labirintos basais (Fig. 6E). Ainda nessa porgédo, a camada
muscular torna-se espessa e ha maior associacao de tecido gorduroso ao seu redor
(Fig. 6B). O lumen dos vasos deferentes € amplo, e é possivel observar uma
secrecdo homogénea, feixes espermaticos e restos celulares (Fig. 6A-B, D). Em
todas as regides dos vasos deferentes, as células epiteliais sdo funcionalmente

merocrinas.
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Figura 5. Histologia dos testiculos, vasos eferentes e vasos deferentes de D. minutum. A — Corte
transversal da por¢cdo mediana de um testiculo, mostrando a conformacao dos foliculos (f) e como se
inserem no vaso deferente. B — Detalhe de um cisto espermatico testicular e do epitélio do vaso
eferente e da primeira regido do vaso deferente (a seta indica os estereocilios) das células epiteliais
de revestimento do vaso deferente. C — Detalhe do foliculo testicular, setas indicando o epitélio
folicular. Legenda: f, foliculo; ed, vaso eferente; sb, feixe espermatico; dd, vaso deferente; c, cisto; n,
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nucleo; s, vesicula de secregdo; cd, restos celulares; ps, bainha peritoneal. Barras de escala: A = 50

pm, B =20 um e C = 25 um. Fonte: Autor (2023).

Figura 6. Histologia dos vasos deferentes e vesiculas seminais de D. minutum. A — E: Vaso deferente.

A — Corte longitudinal na porgcao anterior (porcdo |) do vaso deferente. B — Corte longitudinal na
porgdo mediana (porgao Il) do vaso deferente, mostrando a transi¢cdo do epitélio entre as porgoes
mediana e posterior. C, D — Detalhes do epitélio da porgao anterior do vaso deferente, evidenciando
os estereocilios (setas). E — Detalhe do epitélio da porcao posterior do vaso deferente, destacando os
labirintos basais (setas). F — I: Vesicula seminal. F — Corte longitudinal da vesicula seminal na sua
porcao secretora (). G — Corte transversal da vesicula seminal, evidenciando os dois tipos de células
epiteliais. H — Detalhe do epitélio da porcao proximal da vesicula seminal (I), destacando os labirintos
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basais (setas). | — Detalhe do epitélio da regiao distal da vesicula seminal (Il). Legenda: nm, nicleo
de célula muscular; s, vesicula secretora; n, nacleo de célula epitelial; L, lamen; sb, feixe espermatico;
cd, restos celulares; fb, corpo gorduroso. Barras de escala: A, D, G =25 um; B, F =50 um; C, E, H-I =
20 um. Fonte: Autor (2023).

As vesiculas seminais possuem epitélio simples, mas com dois tipos
celulares, perceptivel em corte transversal (Fig. 6G). Na porcao secretora (porcao ),
predominam células com numerosos labirintos basais (Fig. 6F-H). Elas sao
apocrinas e secretam substancia filamentosa que se mistura aos feixes de
espermatozoides nessa porgao (Fig. 6F-H). Os nucleos sao grandes, com cromatina
descondensada bem-marcada. Células cubicas, sem muita diferenciacao em relacao
as células descritas anteriormente e pouco secretoras (Fig. 6G, 1) séao
predominantes na por¢gdo de armazenamento (porcao IlI) da vesicula seminal (Fig.
4C), onde os espermatozoides ficam armazenados, mas essas também podem ser
encontradas na porcao |, em menor numero (Fig. 6G, 8D). Externamente, as
vesiculas seminais sdo envolvidas por uma camada de tecido muscular, que fica
cada vez mais espessa a medida que se aproxima do encontro com 0Ss vasos
deferentes (Fig. 8C-D).

O segundo par de glandulas acessoérias (tipo 2) possui trés regides distintas
de epitélio. A primeira (R1), encontrada principalmente na porgdo mais distal dessas
glandulas, é formada por células altas, prismaticas, estreitas e com nlcleos
pequenos e esféricos, localizados na base das células (Fig. 7F, ). O citoplasma
destas células possui muitas vesiculas secretoras pequenas de conteudo
esbranquicado, algumas vesiculas maiores na porgcdo apical delas e inclusbes
escuras (Fig. 71). Uma outra regido epitelial (R2) é formada por células em arranjo
simples prismatico, como a primeira, porém mais espessas e ligeiramente mais altas
(Fig. 7F-H). Seus nucleos s&o maiores, posicionados geralmente no meio das
células, e parecem estar com cromatina condensada (Fig. 7G-H). Estas células
possuem grandes vacuolos com secrecao clara. A terceira regido (R3), presente
apenas na porgcdo proximal, apds a juncdo com a glandula tipo 3, é do tipo
pseudoestratificado (Fig. 7J). As células sdo colunares, muito altas e delgadas. Os
nucleos estao em alturas diferentes, porém posicionados entre as regidoes média e
basal das células (Fig. 7J-K). Junto aos nucleos, ha muitas vesiculas secretoras de
diferentes tamanhos, que vao diminuindo a medida que chegam ao apice da célula.
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O apice tem forma de um longo “pescogo”, com uma aglutinacao de varios granulos
bem-marcados no citoplasma (Fig. 7K). Todos os tipos celulares exibem secrecéo
merdcrina. Na porcdo proximal, no lumen, ha diferentes secre¢des: uma granular
(s1), uma fluida homogénea formada por material fortemente corado com Giemsa
(s2), uma fluida heterogénea um pouco mais clara (s3) e uma secrecdo fluida
homogénea esbranquicada (s4) (Fig. 7L). Na Figura 7F €& possivel ver que as
secrecbes s1, s3 e s4 estdo misturadas, sendo que s1 e s3 séo secretadas pelo
epitélio R1 e s4 é secretado pelo epitélio R2 (Fig. 7H). A secrecéo s2 é advinda das
glandulas tipo 3. Em toda a extensao das glandulas tipo 2 ha uma camada muscular,
que € delgada na porcao distal (Fig. 7G-H) e espessa na porg¢ao proximal (Fig. 7J-
K).

As glandulas acessoérias tipo 3 apresentam um epitélio simples prismatico
(Fig.7 M-N), de células estreitas e altas, com nucleos localizados préximos a sua
base. Ha muitas vesiculas secretoras pequenas espalhadas no citoplasma (Fig. 7N).
A secrecao € uniforme e fortemente corada com Giemsa (Fig. 7M). Na Figura 7M é
mostrada a parte do conectivo que liga cada uma dessas glandulas a porcao
proximal das glandulas tipo 2 (descritas anteriormente) correspondentes, permitindo
a passagem do conteldo secretado pelas glandulas tipo 3. Assim, a porcao proximal
da glandula tipo 2 funciona como um canal comum para os contetdos do segundo e
terceiro pares de glandulas, desembocando dorsalmente no ducto ejaculatério (Fig.
8A). Ha uma fina camada muscular que envolve externamente as glandulas tipo 3
(Fig. 7M-N).

Cada vesicula seminal desemboca no respectivo vaso deferente, fundindo-se
numa regido onde os musculos em volta formam um esfincter (Fig. 8A, C-D),
imediatamente antes de onde desemboca o ducto da glandula tipo 1 (Fig. 8A-C).
Apés a fusdo dessas estruturas (Fig. 8D), inicia-se o ducto ejaculatério, coberto por
uma camada muscular espessa (Fig. 8A-C). Sua primeira por¢cdo é continuagao
direta dos vasos deferentes, formado por dois canais, os ductos ejaculatérios
laterais, ndo evidentes externamente, que logo se fundem em um ducto comum (Fig.
8A-C). Nesta primeira porcéo, o epitélio é simples prismatico com células alongadas
e o0 lumen é estreito, revestido por uma cuticula intima (Fig. 8B). Os nucleos das
células sédo posicionados basalmente, enquanto as pequenas vesiculas secretoras
situam-se apicalmente (Fig. 8D, F). Em seguida a fusao dos ductos laterais, inicia-se
a segunda porcao do ducto ejaculatério (Fig. 8A, E). Nesta porcéo, o epitélio € do
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tipo simples prismatico (Fig. 8D-E, G) e forma muitas dobras (Fig. 8A, E). Suas
células sao altas, com nucleos alongados, cromatina geralmente descondensada e
muitas vesiculas secretoras na regidao apical. Na terceira porcao do ducto
ejaculatério o epitélio, que é semelhante a da segunda porcéao, ndo forma dobras,
nao aparenta ter muitas vesiculas secretoras e seu lumen é bastante estreito (Fig.
8F, H). Posteriormente, as camadas musculares ficam cada vez mais numerosas
(Fig. 8H-1) na transicdo para a bomba ejaculatéria. Nessa regido, as células do
epitélio se tornam mais baixas, delgadas e em arranjo irregular, além da cuticula
ficar mais espessa (Fig. 8J). Os nucleos tém formato triangular e localizam-se
apenas na base do epitélio. Externamente, os musculos formam varias camadas,

tornando espessa a bomba ejaculatéria (Fig. 8J).
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Figura 7. Histologia das glandulas acessérias de D. minutum. A — E: Glandulas tipo 1. A - Corte
sagital da porcao distal. B — Detalhe do epitélio e dos musculos que envolvem a porgao distal. C —
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Corte longitudinal da porgéo proximal. D — Corte transversal da porgéo distal, evidenciando sua
secrecao. E — Detalhe do epitélio da porcdo proximal, com a seta indicando os labirintos basais. F —
L: Glandulas tipo 2. F — Corte longitudinal da regido mediana, mostrando duas regides epiteliais
distintas (R1 e R2). G — Detalhe do epitélio R2. H — Corte transversal da regido mediana. | — Detalhe
do epitélio R1, com vesicula secretora indicada pela seta. J — Corte sagital da regido proximal,
mostrando o epitélio R3. K — Detalhe do epitélio R3, com a seta indicando vesiculas secretoras. L —
Lumen da regido proximal, evidenciando os diferentes tipos de secrecao ali presentes. M — N:
Glandulas tipo 3. M — Corte longitudinal mostrando o conectivo (c) que une as glandulas tipo 2 e tipo
3. N — Detalhe do epitélio, com a seta indicando vesicula secretora. Legenda: n, nucleo de célula
epitelial; L, lamen; s, secregao; m, musculo. Barras de escala: A, F, J, M = 50 um; B-E, G-I, K-L, N =
20 um. Fonte: Autor (2023).

4.3. Morfologia dos espermatozoides de D. minutum

Os espermatozoides de D. minutum sao filiformes, alongados (~240 um de
comprimento) e com as exitremidades afiladas (Fig. 9C). Anteriormente, ha o
acrossomo, que aparenta ser lateral ao nucleo a partir de certo ponto (Fig. 9D). O
nucleo segue até a extremidade posterior da célula paralelamente aos componentes
do flagelo (Fig. 9E-H). Ele fica corado mais intensamente em DAPI na porcao
mediana do espermatozoide, porém, na porcao posterior, € menos marcado,
evidenciando o afilamento dessa estrutura e a presenga de componentes do flagelo
laterais a ele. Em alguns espermatozoides a membrana se rompeu, desassociando
o nucleo e os elementos flagelares (Fig. 9E-H).

Os espermatozoides se organizam em feixes espiralados (Fig. 5B-C, 9B),
desde a base dos foliculos até os vasos deferentes. Cada espermatozoide forma
uma dobra anteriormente (Fig. 9G), que auxilia na estabilizacdo dos feixes mesmo
apos sua saida dos foliculos (Fig. 9F). O numero de espermatozoides por feixe €
até 512 (29), indicando que, durante a espermatogénese, as células germinativas
passam por sete ciclos mitdticos e dois meidticos em cada cisto para diferenciagéo

em espermatozoides.
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Figura 8. Jungbes dos vasos deferentes, das vesiculas seminais e das glandulas acesso6rias com o

ducto ejaculatério de D. minutum. A — Corte longitudinal na regido de fusado das glandulas acessorias
e vesiculas seminais. Notar o canal Unico apds a jungao das vesiculas seminais e vasos deferentes
(*). B — Detalhe do epitélio dos ductos ejaculatérios laterais, com a seta mostrando a cuticula intima.
C — Detalhe do encontro dos limens da vesicula seminal + vaso deferente (*) e glandula 2 (**). Notar
a camada muscular envolvendo a juncéo dos vasos deferentes e vesiculas seminais. D — Detalhe da
fusdo dos limens dos vasos deferentes, vesiculas seminais e glandulas do tipo 1. E-G — Corte
longitudinal da segunda e terceira por¢des do ducto ejaculatério, com detalhes do epitélio da segunda
(G) e da terceira (F) porcdes. H — Corte transversal da terceira porcao do ducto ejaculatério. | —
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Musculatura que envolve o ducto ejaculatério. J — Corte transversal da bomba ejaculatéria, o

asterisco indicando a cuticula intima. Legenda: dd, vaso deferente; m, musculo; L, limen; ep, epitélio;

i, cuticula intima; fb, corpo gorduroso. Barras de escala: A, D, E, G, HeJ =50 um; B, C,Fe |l =20
um. Fonte: Autor (2023).
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Figura 9. Espermatozoides e feixe espermatico de D. minutum, corados com DAPI (A-E) e com
Giemsa (G, H). A — Corte transversal do testiculo, evidenciando os cistos (circulos) com espermatides
tardias ou ja espermatozoides (setas). B — Detalhe de um cisto, mostrando as células cisticas com
seus nucleos grandes. C, D — Espermatozoide inteiro e detalhe da extremidade anterior, mostrando o
acrossomo (seta). E — Regido de um espermatozoide onde a membrana se rompeu e o nucleo
separou-se dos componentes do flagelo (seta). F — Feixe espermético. G — Feixe parcialmente
desintegrado, com as setas indicando as dobras dos espermatozoides. H — Espermatozoide com o
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nucleo e as estruturas flagelares desassociadas. Legenda: n, nucleo; sb, feixe espermatico; sptz,
espermatozoide. Barras de escala: A, F, G = 50 um; B-E, H = 20 um. Fonte: Autor (2023).

5. DISCUSSAO

O sistema reprodutor dos machos de D. minutum conserva o padréo
anatémico encontrado em outros insetos pterigotos (Crowson, 1981; Paoli et al.,
2014; 2020; Salazar et al., 2016; (")zyurt Kocakoglu et al., 2020; Erbey et al., 2021;
Folly et al., 2021; Martinez et al., 2021), inclusive de coledpteros da infraordem
Elateriformia (Zacharuk, 1958a; b; Kasap & Crowson, 1975).

Os testiculos de D. minutum sao recobertos por uma bainha peritoneal (tecido
conjuntivo), um fino epitélio e corpo gorduroso, que mantém os foliculos unidos.
Essa caracteristica também esta presente em algumas espécies de Lampyridae
(South et al, 2008; Fu & Ballantyne, 2021), apontada como grupo-irmao de
Cantharidae em algumas filogenias (Bocak et al., 2014; Kundrata et al., 2014).
Nestas duas familias, esse corpo gorduroso frequentemente apresenta uma
pigmentacao vivida, por exemplo: amarela nos lampirideos Emeia pseudosauteri
(Geisthardt, 2004) e Abscondita chinensis (L., 1767) (Fu & Ballantyne, 2021) e nos
cantarideos Chauliognathus flavipes (Fabricius, 1781) e Malthesis sp. (observacao
pessoal), alaranjada em D. minutum, résea no cantarideo Silis sp. (observacéo
pessoal) e no vaga-lume Photinus ignitus Fall, 1927 (van der Reijden et al., 1997) e
vermelha no vaga-lume Pyrocoelia pectoralis E. Olivier, 1883 (Fu et al., 2024).
Contudo, a capa de corpo gorduroso pigmentado envolvendo os 6rgaos reprodutivos
esta ausente em Elateridae (Zacharuk, 1958a; b; Kasap & Crowson, 1975), outra
familia filogeneticamente proxima de Cantharidae (Bocak et al., 2014; Kundrata et
al., 2014). Para efeito de comparacao, fora de Elateroidea, Chrysolina herbacea
Duftschmid, 1825 (Chrysomelidae) (Ozyurt Kogakoglu et al., 2021) e buprestideos
(Kasap & Crowson, 1975) possuem apenas uma bainha peritoneal envolvendo os
testiculos, enquanto escaravelhos (Scarabaeidae) frequentemente tém seus
foliculos testiculares sem envoltério externo algum ou unidos apenas pelos
traqueiolos (Martinez et al, 2021). Também ha corpo gorduroso pigmentado
envolvendo a vesicula seminal de D. minutum, Silis sp., Malthesis sp.,
Chauliognathus flavipes (Cantharidae) (observacao pessoal) e alguns Lampyridae
(South et al., 2008; Fu & Ballantyne, 2021).
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Foliculos testiculares esféricos, semelhantes aos de D. minutum, sao
encontrados em Lampyridae e Elateridae (Elateroidea) (Vats & Vasu, 1993; van der
Reijden et al, 1997), em Scarabeidae (Scarabaeoidea) (Edmonds, 1987) e
Chrysomelidae (Chrysomeloidea) (Ozyurt Kocakoglu et al., 2021). Entretanto, dentro
das familias citadas anteriormente, esse formato do foliculo ndo é Unico, variando
entre as espécies. Vats & Vasu (1993), por exemplo, descreveram inumeras
variacbes na morfologia dos foliculos e testiculos dentro de Elateridae. Alguns
elaterideos, como Melanotus foliatus Vats & Chauhan, 1991 (hoje considerada
Melanotus punctosus (Walker, 1858)), Agrypnus Iupinosus (Candeze, 1857) e
Chalcolepis pannus Vats & Kashyap, 1992 possuem foliculos testiculares de ovais a
esféricos, sendo que em M. foliatus a insercao deles no vaso deferente por meio de
curtos vasos eferentes também se assemelha a forma como ocorre em D. minutum.
Agora, a presenga de numerosos foliculos, assim como em D. minutum, com seus
28 a 30 por testiculo, também ocorre em Elateridae, variando de 18 a 150 (Levtshuk,
1930).

Nao é possivel observar todas as fases da espermatogénese nos adultos de
D. minutum, indicando que os espermatozoides sao produzidos uma Unica vez, ja
antes dos adultos emergirem. Em outras familias de Elateriformia, a
espermatogénese ocorre de forma continua ao longo da fase adulta, sendo possivel
identificar cistos em diferentes estagios a partir de cortes histoldgicos dos foliculos
(Zacharuk, 1958a; Wolf, 1996; Senarat et al., 2019; Dias et al., 2020). Pyrocoelia
tonkinensis Olivier, 1886 (Lampyridae) produzem espermatozoides continuamente
quando adultos, apresentando em seus foliculos testiculares diferentes etapas da
espermatogénese, de espermatogbnias a espermatozoides maduros (Senarat et al.,
2019). Em Selatosomus aeripennis destructor (Brown, 1935) (Elateridae), é possivel
observar as diferenciacbes das células germinativas e as etapas da
espermatogénese ainda em instares larvais pré-pupa (Zacharuk, 1958b), que
continua quando estes besouros ja sao adultos (Zacharuk, 1958a). Ja em
Chauliognathus spp. (Cantharidae) ndo foram relatadas as diferentes etapas da
espermatogénese no adulto, como inferido por Machado et al. (2001). Isso sugere
que, provavelmente, a espermatogénese precoce seja uma caracteristica prépria de
Cantharidae, porém estudos com outras espécies da familia sdo necessarios para

mais esclarecimentos.
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As células cisticas bem desenvolvidas com nucleo grande e com cromatina
descondensada revelam sua alta atividade em D. minutum. Durante a
espermatogénese, as células cisticas vao perdendo material citoplasmatico
gradativamente (King & Acai, 1982; de Cuevas, 1997). A manutencado do conteudo
citoplasmatico até a liberacdo dos feixes espermaticos em D. minutum pode ser
explicada pelo fato dela manter e dar suporte aos espermatozoides em
diferenciacdo, como secretar substancias que podem manté-los em feixes. H4 uma
lacuna no conhecimento sobre o papel das células cisticas, e trabalhos que as citam
trazem informacdes rasas ou precisam ser atualizadas, sendo dificil estabelecer
paralelos com as outras familias, seja de Coleoptera ou de outras ordens de insetos.
A organizagcdo das células reprodutivas em feixes comega ainda na fase de
espermatides, como cita King & Acai (1982). Porem, na maioria dos insetos (King &
Acai, 1982; de Cuevas, 1997; Zoller & Schulz, 2012), os feixes se desfazem quando
os espermatozoides ficam maduros, o que ndo ocorre em D. minutum. A
semelhanca do que ocorre em Lepidoptera (Thibout, 1980; King & Acai, 1982), os
feixes de D. minutum sao transportados pelos vasos deferentes intactos, e apenas
as células cisticas sao desintegradas imediatamente antes dos feixes deixarem os
foliculos testiculares. Em estudos com ortépteros, alguns autores supdéem que as
células cisticas podem estar relacionadas a produgéo de glicoproteinas que formam
uma capa unindo os espermatozoides em feixe do tipo espermatodesmata e
permitindo que sejam assim transferidos para a fémea (Cholodvkovsky, 1913;
Cantacuzéne et al., 1972; Széllosi, 1974; 1975; 1976a; b), porém sem nenhuma
certeza sobre isso. Machos de D. minutum parecem manter a integridade dos feixes
espermaticos da mesma forma, e provavelmente os transferem em
espermatodesmata para as fémeas, como ocorre em alguns outros coledpteros
(Higgingson & Pitnick, 2011; Dias et al., 2012; Nardi et al.; 2013).

Por cisto, ha 512 espermatozoides em D. minutum, caracteristica essa que
pode acrescentar informacdes relevantes para a taxonomia, como esperado pelo
trabalho de Virkki (1973) sobre o numero de espermatozoides por cisto em insetos.
Esse numero que ocorre em D. minutum diferencia-se do que ocorre na maioria dos
outros besouros, que geralmente apresentam 256 espermatozoides por cisto
(Phillips, 1970). Dias et al. (2012) observaram em espécies de Tenebrionidae cistos
com 512 espermatides também, com dois feixes de 256 espermatides posicionados
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de forma antiparalela. Diferentemente, D. minutum apresenta apenas um feixe de
512 espermatozoides por cisto.

Trés pares de glandulas acessérias estdao presentes em D. minutum, mesmo
nuamero encontrado em muitos lampirideos (van der Reijden et al., 1997; South et al.,
2008; Fu & Ballantyne, 2021). Entretanto, esse numero de glandulas pode variar de
dois a quatro pares (Hayashi & Suzuki, 2003). A descricdo da morfologia das
glandulas acessérias de Lampyridae (South et al, 2008; Fu & Ballantyne, 2021)
apresenta certa semelhanca aquela para as glandulas de D. minutum. Varios
estudos com vaga-lumes relacionam a maior quantidade e tamanho das glandulas
acessorias com a producdo de pré-espermatoforos, um componente que dara
origem ao espermatéforo (van der Reijden et al., 1997; Hayashi & Suzuki, 2003;
South et al, 2008; Fu & Ballantyne, 2021). Vaga-lumes que nao transferem
espermatozoides por meio de espermatoforo possuem poucos pares de glandulas e
elas sao diminutas (Wing, 1985; Demary & Lewis, 2007; Fu et al., 2024). Em South
et al. (2011) esse fenbmeno foi mais bem correlacionado: lampirideos com
espermatéforo tinham de dois a cinco pares de glandulas, enquanto aqueles sem
espermatéforos variavam de zero a dois pares. Em Elateridae e Byrrhoidea, também
ocorre a producao de espermatédforo (inclusive, com glandulas com nomenclaturas
proprias, como “glandulas espermatoforas”; ver Kasap & Crown, 1975), porém a
relacdo entre a producdo de espermatoforos e a quantidade e/ou tamanho das
glandulas nao foi descrita. Uma analise detalhada do conteddo das glandulas
acessorias € necessaria para determinar se D. minutum e outros cantarideos
produzem espermatdforo assim como observado em muitos Lampyridae e
Elateridae.

Quanto a forma das glandulas acessérias, também ha grandes variagdes, de
simples a mais complexas, dentro de Coleoptera (Kaulenas, 1992). Semelhante ao
descrito para as glandulas de D. minutum, pode-se citar as espécies de Elateridae
tratadas por Dufour (1824) e Williams (1945), os quais deram uma terminologia
diferente para os trés pares de glandulas: dois pares sdo chamados de glandulas
externas ou glandulas espermatoforas e um par nomeado de glandulas internas ou
simplesmente glandulas acessérias. As glandulas internas ou “acessorias” definida
por esses autores possuem um reservatério na sua porcdo proximal (Kasap &
Crown, 1975), semelhante ao observado na porcao proximal das glandulas tipo 2 de

D. minutum. Glandulas com formato tubular e longo, enroladas ou nado, séo
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encontradas em Lampyridae, Elateridae e Buprestidae (Elateriformia) (Kasap &
Crown, 1975; Vats & Vasu, 1993). Uma homologia entre essas glandulas é dificil de
estabelecer, pois ha uma caréncia de estudos comparativos sobre aspectos
histolégicos e do desenvolvimento embriolégico dessas estruturas, principalmente
entre familias de Elateriformia. Em D. minutum, todas as glandulas possuem origem
mesodérmica, evidenciado pelo fato de nao possuir cuticula intima, assim como
Bordas (1900) classificou as “glandulas acessoérias externas” de Elateridae.
Zacharuk (1958b) descreveu em Selatosomus aeripennis destructor (Elateridae) que
todas as glandulas acessoérias e as vesiculas seminais tém origem mesodérmica,
porém ndo se desenvolvem diretamente da mesma estrutura mesodérmica que da
origem aos testiculos e vasos deferentes.

Caglar et al. (2020) descreveram para Buprestidae dois pares de glandulas
acessérias e um terceiro par de glandulas que chamou de espermato6foras. As
glandulas acessorias definidas por este autor sdo tubulares, longas e enroladas, e
as glandulas espermatéforas sdo ovais e pareadas lado a lado (Caglar et al., 2020).
As glandulas acessérias tipos 1 e 2 de D. minutum sao muito semelhantes as
glandulas acessoérias de buprestideos, enquanto as glandulas tipo 3 séao
semelhantes as glandulas espermatéforas, porém ha diferengas histologicas: as
glandulas espermatoforas descritas por Caglar et al. (2020) possuem epitélio
estratificado, enquanto as glandulas do tipo 3 de D. minutum tém apenas uma
camada.

De forma generalizada, as vesiculas seminais dos insetos s&o dilatagées dos
vasos deferentes, podendo ocorrer na regidao anterior, mediana ou posterior destes
orgdos (Kaulenas, 1992; Gullan & Cranston, 2017). Portanto, em D. minutum, as
vesiculas seminais podem ser consideradas incomuns, visto que elas sao
evaginacoes da base dos vasos deferentes, como uma glandula acessoria, € nao
dilatacGes. Talvez por isso haja uma confuséo histérica da descricdo das glandulas
acessorias em espécies de Elateridae, nos quais pelo menos um dos pares se trata,
provavelmente, de vesiculas seminais (Zacharuk, 1958b; Kasap & Crown, 1975).
Exemplo disso sdo as estruturas semelhantes a glandulas que Zacharuk (1958b)
descreveu como vesiculas seminais em Selatosomus aeripennis destructor
(Elateridae), ao verificar os conteudos luminais, diferenciando do que foi feito por
outros autores (Dufour, 1824; Bordas, 1900; Horst, 1922). Fisiologicamente, as

vesiculas seminais de D. minutum funcionam tanto armazenando espermatozoides,
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papel tipico dessas estruturas (Kaulenas, 1992; Gullan & Cranston, 2017), quanto
produzindo secrecdes, a semelhanca das estruturas nomeadas de “glandulas
ventrais” observadas em Denticollis Piller & Mitterpacher, 1783 (Elateridae)
(Levtshuk, 1930). Em D. minutum, isso é observado pela regionalizacao do epitélio e
pelo conteudo luminal das vesiculas. A modificacdo da funcédo primaria dessas
estruturas deve ser verificada em outras espécies de Cantharidae e elateroideos. As
células secretoras apresentam labirintos basais, semelhantes as descritas em
glandulas coxais de Lithobius forficatus (Linnaeus, 1758) (Chilopoda: Lithobiidae)
(Rosenberg,1983) e em ducto ejaculatério e seu saco acessorio de duas espécies
de moscas-escorpidao (Mecoptera: Panorpidae) (Lyu et al.,, 2022). Essas células
podem desempenhar a funcdo de transporte (Rosenberg, 1983): provavelmente
nutrientes e ions da hemolinfa sdo trazidos de forma intensa para o limen da
vesicula seminal, a fim de manter os espermatozoides. Além disso, essas células
também secretam, podendo haver uma relacdo de manutencdo nao s6 dos
espermatozoides em si, mas também dos feixes em espermatodesmata.

A jungcdo das glandulas acessérias e vesiculas seminais com o ducto
ejaculatorio em elateroideos ocorre na mesma altura, segundo a revisdo de Kasap &
Crown (1975). Em D. minutum, embora seja observado a continuidade dos limens
vindos dos vasos deferentes formando dois canais paralelos antes de se fundirem,
esses sao, na verdade, ductos ejaculatérios laterais, pois possuem cuticula intima
(Klowden & Palli, 2003; Gullan & Cranston, 2017; Ozyurt Kocakoglu et al., 2020;
2023). Isso mostra que, no desenvolvimento embrionario, os vasos deferentes
(assim como todas as glandulas acessérias, vesiculas seminais e testiculos) tém
origem mesodérmica e os ductos laterais, assim como o ducto ejaculatério comum,
tém origem ectodérmica (Gullan & Cranston, 2017; Klowden & Palli, 2023). A
cuticula intima presente no ducto ejaculatério de D. minutum é bem delgada. A
medida que chega mais proxima do edeago, a camada externa de musculo se torna
mais calibrosa, e o lumen mais estreito, caracteristica encontrada em diversas
familias de Coleoptera, como Chrysomelidae (Ozyurt Kocakoglu et al., 2020),
Curculionidae (Paoli et al., 2014), Passalidae (Salazar et al., 2016), inclusive em
Elateriformia, como em Buprestidae (Caglar et al., 2020). Nao ha descrigbes para
elateroideos além da realizada neste trabalho.

Bombas ejaculatérias sdo encontradas em varias ordens de insetos, como

Strepsiptera, Diptera, Siphonaptera e Mecoptera (HUnefeld & Beutel, 2005), mas nao
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sdo comuns entre os coledpteros (Navarrete-Hereldia et al.,, 2005). Familias de
besouros em que ocorrem bomba ejaculatéria sdo Lepiceridae (Navarrete-Hereldia
et al, 2005), Staphylinidae (Besuchet, 1971; Jalosnzynski, 2020),
Archaeocrypticidae (Besuchet, 1971; Lawrence, 1994), Ciidae (Folly et al., 2021a, b),
Monotomidae (Jaloszynski & Ruta, 2021), entre algumas outras, todas nao préximas
flogeneticamente. Bombas ejaculatérias possuem importancia nas definicoes de
relacdes filogenéticas (Hunefeld & Beutel, 2005; Navarrete-Hereldia et al., 2005;
Jaloszynski, 2020; Jaloszynski & Ruta, 2021), entretanto pode haver confusbées na
descricao dessa estrutura em outros taxons de Coleoptera, nomeadas erroneamente
de “glandulas acessoérias” do ducto ejaculatorio (Folly et al,, 2021b). Por tanto, as
bombas ejaculatérias sdo estruturas que devem ser observadas com mais cuidado
nas descricbes do sistema reprodutor de besouros. A bomba ejaculatéria de D.
minutum apresenta organizacao histolégica semelhante a estrutura chamada por
Zacharuk (1958a) de “processo glandular do ducto ejaculatério”, que deve ser uma
bomba ejaculatéria, de Selatosomus aeripennis destructor (Elateridae): varias
camadas de musculos formam uma bainha espessa na parede dessa estrutura, com
uma cuticula intima internamente e células epiteliais com organizacao difusa. Essa
organizagao histoldégica também é descrita em outros grupos, como para a bomba
ejaculatéria de Stenomastigus longicornis Leleup, 1968 (Staphylinidae) (Jaloszynski,
2020).

Quanto a morfologia espermética, ha poucos dados disponiveis para espécies
de Elateriformia. Dias et al. (2020) descrevem pela primeira vez a estrutura dos
espermatozoides de alguns elateriformes, das familias Lampyridae, Elateridae e
Buprestidae. Assim como observado em D. minutum, as espécies descritas por Dias
et al. (2020) possuem acrossomo anterior, seguido pelo nucleo, que € paralelo aos
componentes flagelares. Esta caracteristica, que difere do padrdo basico da
morfologia espermatica de insetos (Phillips, 1970; Dallai, 2014; Dallai et al., 2016),
parece ser um importante carater para a infraordem Elateriformia, e mais estudos se
fazem necessarios para atestar ou nédo isso. Outras familias préximas de
Elateriformia, como Scarabaeidae (Paoli et al., 2020), Passalidae (Salazar et al.,
2016) e Staphylinidae (Werner et al., 2002), possuem uma estrutura espermatica
semelhante aquela da maioria dos insetos pterigotos. Mais paralelos podem ser
estabelecidos entre os espermatozoides de D. minutum e outros cantarideos e os de
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outras familias de Elateriformia, e para isso, novos estudos devem ser realizados,

principalmente sobre a ultraestrutura.

6. CONCLUSOES

A partir do presente trabalho, foi possivel concluir que:

1. O sistema reprodutor masculino de Discodon minutum segue o padrao basico
de Coleoptera, entretanto as vesiculas seminais sdo evaginagbes da base
dos vasos deferentes;

2. Nao ha produgéo continua de espermatozoides no inseto adulto; a esperma-
togénese ocorre de forma precoce, ainda nos estagios juvenis (larva e/ou pu-
pa), diferente do que ocorre em familias préximas (Elateridae e Lampyridae);

3. As células cisticas sdao bem desenvolvidas e podem estar relacionadas com a
formacdo e manutengcdo dos espermatozoides em feixes do tipo espermato-
desmata;

4. Vesiculas seminais com duas porgdes distintas, uma secretora e outra de ar-
mazenamento; a por¢cao secretora pode estar envolvida na nutricdo e manu-
tencado dos espermatodesmatas até a transferéncia para as fémeas, por meio
tanto de secrecdes préprias quanto do transporte de substancias nutritivas da
hemolinfa por meio do seu epitélio atipico;

5. Pelo menos um dos trés pares de glandulas acessorias é parece ser homélo-
go as glandulas “espermatoforais” de Elateridae e Lampyridae;

6. Presenca de bomba ejaculatéria em D. minutum e provavel paralelo com a
“processo glandular do ducto ejaculatério” de Selatosomus aeripennis des-
tructor (Elateridae);

7. O nucleo dos espermatozoides € lateral aos componentes do flagelo, assim
como ocorre em outras familias de Elateriformia, como Elateridae e Lampyri-

dae.
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