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RESUMO

TEIXEIRA, Ana Clara Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2024. Morfologia do aparelho reprodutor masculino e dos espermatozoides de
Liocanthydrus mecespilus Guimaraes & Ferreira-Jr, 2015 (Coleoptera:
Noteridae) Orientador: José Lino-Neto. Coorientadores: Glenda Samara Dias Santos
e Frederico Falcao Salles.

Os Noteridae, integrantes da subordem Adephaga (Coleoptera), sdo comumente
conhecidos como besouros escavadores, sendo encontrados em ambientes de agua
doce, especialmente em pocas que contém matéria organica em decomposicao. Essa
familia abrange 14 géneros distribuidos em trés subfamilias, sendo Noterinae e
Notomicrinae as mais prevalentes no Brasil. Embora existam dados sobre a
morfologia do sistema reprodutor, espermatozoides e tipo de conjugacao espermatica
para as familias proximas como Gyrinidae, Carabidae, Cicindelidae e Dytiscidae,
informacdes semelhantes para Noteridae ainda sao escassas. Este estudo tem como
objetivo descrever a morfologia do sistema reprodutor masculino e do espermatozoide
em Noteridae, com foco em representantes de Liocanthydrus mecespilus. O sistema
reprodutor de L. mecespilus é formado por um par de testiculos unifoliculares, um par
de ductos deferentes com uma porcgao dilatada mediana formando a vesicula seminal
em cada um, um par de glandulas acesso6rias e um ducto ejaculatério. Os
espermatozoides, com aproximadamente 675 um de comprimento, sdo encontrados
aos pares unidos por um material denso denominado complexo cabeca-material
conectivo na base dos testiculos e nas vesiculas seminais. O sistema reprodutor
dessa espécie exibe caracteristicas semelhantes aquelas descritas para a subordem
Adephaga, enquanto a conjugagdo espermatica assemelha-se a encontrada em
outros representantes de Dytiscidae, exceto pela disposicdo dos dois flagelos
circundando o complexo cabecga-material conectivo. Esses dados proporcionam uma
visdo inicial sobre a morfologia do sistema reprodutor masculino, os espermatozoides
e o tipo de conjugacdo encontrado em Noteridae, podendo contribuir para o
conhecimento sobre a biologia desses besouros e sua posi¢ao sistematica dentro de
Adephaga.

Palavras-chave: Adephaga. Besouros escavadores. Testiculos unifoliculares.

Conjugacéao espermatica.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Ana Clara Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Febuary, 2024.
Morphology of the male reproductive system and spermatozoa of Liocanthydrus
mecespilus Guimaraes & Ferreira-Jr, 2015 (Coleoptera: Noteridae) Adviser: José
Lino-Neto. Co-advisers: Glenda Samara Dias Santos e Frederico Falcdo Salles

The Noteridae, members of the suborder Adephaga (Coleoptera), are commonly
known as burrowing beetles and are found in freshwater environments, especially in
pools containing decomposing organic matter. This family comprises 14 genera
distributed in three subfamilies, with Noterinae and Notomicrinae being the most
prevalent in Brazil. Although there are data on the morphology of the male reproductive
system, sperm and sperm conjugation for families such as Gyrinidae, Carabidae and
Dytiscidae, similar information for Noteridae is still scarce. This study aims to describe
the morphology of the male reproductive system and spermatozoa in Noteridae, with
a focus on representatives of Liocanthydrus mecespilus. The aim is to contribute data
that can enrich studies related to the systematics of the family and the Adephaga
suborder as a whole. The reproductive system of L. mecespilus consists of a pair of
unifollicular testes, a pair of vas deferens with a median dilated portion forming the
seminal vesicle in each, a pair of accessory glands and an ejaculatory duct. The
spermatozoa, approximately 675 um long, are found at the pairs united by a dense
material called the head-connective material complex in the base of the testicles and
seminal vesicles. The reproductive system of this species displays characteristics
similar to those described for the Adephaga suborder, while the sperm conjugation
resembles that found in other representatives of the Dytiscidae, except for the
arrangement of the two flagella surrounding the head-connective material complex.
These data provide an initial insight into the morphology of the male reproductive
system, spermatozoa and type of conjugation finded in Noteridae, and may contribute
to knowledge about the biology of these beetles and their systematic position within
Adephaga.

Keywords: Adephaga. Burrowing beetles. Unifollicular testes. Sperm conjugation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Coleoptera Linnaeus, 1758

Os besouros, ordem Coleoptera, constituem um grupo notavel de insetos,
compreendendo mais de 380.000 espécies identificadas, além de representar cerca
de 40% de todas as espécies de Hexapoda e um quarto da diversidade animal
(Triplehorn & Johnson, 2015; Beutel et al., 2020; Casari et al., 2024). Caracterizam-se
pelo alto grau de esclerotizagao do corpo e por suas asas anteriores, conhecidas como
élitros, que desempenham uma série de funcdes vitais, incluindo protecéo, regulacao
térmica, comunicacao, cépula e até mesmo suporte para dobrar as asas posteriores
(Goczat & Beutel, 2023). Essa diversidade de fungdes atribuidas aos élitros é um dos
fatores que explicam a notavel abundancia e diversidade dos besouros, conferindo-
Ihes o status de cosmopolitas.

A origem dos besouros remonta ao periodo Permiano, derivados de um
ancestral Neuropterida, conforme evidéncias em estudos com a familia
tTshekardocoleidae por Kirejtshuk et al. (2014) e Boudinot et al. (2022),
especialmente em relacdo a evolucdo dos élitros. Embora tenham surgido no
Permiano, foi durante o Cretaceo inferior que a ordem atingiu sua maxima diversidade,
principalmente em decorréncia da coevolugdo com as angiospermas (Wang et al.,
2013).

Atualmente, a ordem Coleoptera é dividida em quatro subordens:
Archeostemata, Myxophaga, Adephaga e Polyphaga. Dentre essas, apenas em
Archeostemata ndo ha espécies adaptadas a ambientes aquaticos. Myxophaga e
Adephaga possuem cerca de 72% de suas espécies descritas em ambientes
aquaticos, enquanto em Polyphaga sédo 2,3% (Ferreira-Jr et al., 2014). Polyphaga e

Adephaga detém a maior diversidade de besouros, respectivamente.

1.2. Adephaga Schellenberg, 1806

Adephaga representa a segunda subordem mais diversa dentro de Coleoptera,
compreendendo mais de 45.000 espécies catalogadas. Esses besouros sdo notaveis
por serem predadores e, em sua maioria, habitarem ambientes aquaticos (Ferreira-Jr
et al., 2014; Beutel et al., 2020; Baca et al., 2021). O que os distingue de outras
subordens sdo caracteristicas anatémicas especificas, tais como: i) um segundo

esternito abdominal exposto e esclerotizado; ii) metacoxas aumentadas, relativamente
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imoveis e alinhadas no mesmo plano do metatérax e abdémen; e iii) a presenca de
glandulas pigidiais de defesa (Lawrence & Newton, 1982).

A subordem Adephaga compreende onze familias, dentre as quais oito sdo
predominantemente aquaticas, enquanto trés sdo adaptadas a ambientes terrestres
umidos, sem apresentar qualquer estagio de vida diretamente associado a habitats
aquéaticos (Baca et al., 2021; Vasilikopoulos et al., 2021). Inicialmente, Adephaga era
subdividida em Hydradephaga e Geadephaga, baseando-se nesses habitos distintos.
No entanto, estudos morfolégicos e moleculares ratificaram o monofiletismo de
Geadephaga, enquanto apontam Hydradephaga como um grupo parafilético. Esses
estudos também posicionam Gyrinidae como irma das demais familias de Adephaga
(Gustafson et al., 2020; Beutel et al., 2020; Baca et al., 2021). Adicionalmente, sugeriu
que o ancestral de Adephaga originalmente habitava ambientes aquaticos, havendo
uma transicdo de habitat em direcao a ambientes terrestres por parte do grupo
Geadephaga (Beutel et al., 2020).

1.3. Noteridae Thomson, 1857

Os representantes da familia Noteridae, pertencente a Adephaga, sao
popularmente conhecidos como besouros escavadores. Os noterideos possuem
todas as fases de vida em ambiente aquatico, principalmente em pogas rasas com
matéria organica em decomposicado. Eles podem construir tineis no substrato
lamacento e viver em detritos, raizes de plantas vasculares ou em associagdo com
algas filamentosas. A alimentacdo das larvas € composta por tecidos vegetais e os
adultos sdo carnivoros ou detritivoros, se alimentando de larvas de quironomideos,
oligoquetos ou artrépodes mortos (Roughley, 2000; Dettner, 2005; Ferreira-Jr et al.,
2014; Casari et al., 2024).

Noteridae tem ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais e possui 14
géneros distribuidos em trés subfamilias: Noterinae, Notomicrinae e Phreatodytinae
(Nilsson, 2011; Gomez & Miller, 2013). No Brasil sdo encontrados representantes de
Noterinae e Notomicrinae, contendo 12 géneros (Costa et al., 2023). Os adultos
variam de 1,0 a 5,8 mm em tamanho, tém coloragcédo castanha a preta e a diagnose
do grupo é feita por meio do corpo ovalado a eliptico, convexo no dorso e achatado
ventralmente, sendo mais largo no terco anterior e, em sua maioria, ha uma plataforma
ventral entre 0 metaesterno e as metacoxas (Ferreira-Jr et al., 2014; Casari et al.,
2024).
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Noteridae ja foi considerada uma subfamilia de Dytiscidae, mas, apds estudos
morfolégicos e moleculares, foi realocada para o status de familia (Roughley, 2000;
Miller, 2009). Ambas familias pertencem a superfamilia Dytiscoidea e seus
representantes possuem pelo menos uma fase de vida em ambiente aquatico
(Ferreira-Jr et al., 2014). Baca et al. (2021) apresentaram a seguinte filogenia para
Dytiscoidea (Meruidae + Noteridae) + (Dytiscidae + (Hygrobiidae + (Aspidytidae +
Amphizoidae)).

1.4. Liocanthydrus mecespilus Guimaraes & Ferreira-Jr, 2015

O género Liocanthydrus Guignot, 1957 esta classificado na subfamilia
Noterinae, tribo Noterini, destacando-se dos outros géneros de Noterini devido a
caracteristicas como: i) um processo prosternal amplamente truncado com uma leve
projecao sutural postero-medial; ii) um angulo antero-apical no metafémur que possui
uma fileira estreita e linear de cerdas longas; iii) margens pronotais lisas e um cordao
pronotal amplo; e iv) um esporao metatibial posterior liso, sem serrilhados (Baca et al.,
2014). Inicialmente, esse género foi considerado um subgénero de Canthydrus.
Porém, estudos conduzidos por Miller (2009) elevaram sua classificacdo para a
categoria de género. Além disso, observou-se que os exemplares-tipo do género
Siolius compartilham caracteristicas com Liocanthydrus, formando um grupo
monofilético, resultando na sinonimizagéo de Siolius (Baca et al., 2014). Liocanthydrus
€ composto por nove espécies descritas, todas exclusivas da América do Sul. Destas,
seis sdo encontradas no Brasil, incluindo Liocanthydrus mecespilus com distribuicdo
na regiao Sudeste do Brasil, sendo caracterizada por faixas posteriores e anteriores
bastante alongadas, além de uma franja no lobo lateral esquerdo do edeago
(Guimarées & Ferreira-Jr, 2015).

1.5. Morfologia espermatica e filogenia

Nos estudos evolutivos, principalmente relacionados a filogenia, estdo os
estudos espermaticos. Os espermatozoides sdo células altamente especializadas que
desempenham um papel crucial na transmissdo de informag¢des genéticas ao longo
das geracoes (Higginson & Pitnick, 2011). Cada espécie possui uma morfologia Unica
em seus espermatozoides, o que os torna elementos distintivos, podendo ser

decisivos na identificacao e, especialmente, na separagao taxonémica (Philips, 1970).
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Em Hexapoda nao é diferente, as descobertas e analises com espermatozoides
em insetos tém lancado luz sobre a compreensdao mais profunda da biologia
reprodutiva e evolutiva desses artropodes (Dallai et al., 2016). Estudos sobre a
diversidade morfolégica e funcional focados em morfologia espermatica, polimorfismo,
formacao de feixes conjugados e comportamento pds-copula, destacam a importancia
dos espermatozoides para os estudos evolutivos (Higginson & Pitnick, 2011; Dallai et
al., 2016; Gottardo et al., 2016).

1.6. Sistema reprodutor masculino e morfologia espermatica em Adephaga

Os sistemas reprodutores masculinos das familias da subordem Adephaga
em geral sdo compostos por um par de testiculos unifoliculares (Breland & Simmons,
1970; Schubert et al., 2017; Gémez et al., 2023; Mercati et al., 2023). De cada testiculo
sai um ducto deferente, que pode ter porcoes diferenciadas servindo como vesicula
seminal (Schubert et al., 2017), onde os espermatozoides sdo armazenados (Dallai et
al., 2019). Um par de glandulas acessorias variando em tamanho e formato (Breland
& Simmons, 1970; Sasakawa, 2007; Schubert et al., 2017; Salazar et al., 2022; Mercati
et al., 2023) e um ducto ejaculatério.

Os espermatozoides de insetos, de maneira geral, apresentam uma estrutura
distintiva composta por uma cabecga conectada a um flagelo. A regido da cabeca é
formada pelo acrossomo e o nucleo (Pitnick et al., 2008). Os espermatozoides dos
individuos de Adephaga relatados atém o momento podem medir de 80 um a 2.700
um (Dallai et al., 2020; Gémez et al., 2023). O acrossomo tem formato variando de
sino, cilindrico, seta ou irregular com projegcdes (Mackie & Walker, 1974; Dallai et al.,
2019; Dallai et al., 2020), com raras excecdes, ha individuos com auséncia dessa
estrutura, como por exemplo Anillus florentinus (Carabidae: Bembidini) (Dallai et al.,
2020). O nucleo possui de 5 um a 50 um de comprimento (Dallai & Afzelius, 1987;
Dallai et al., 2020) e também exibe diversos formatos como sino, seta, capuz e
cilindrico (Werner, 1976; Dallai & Afzelius, 1985; Dallai et al., 2023), além de seguir
em paralelo aos componentes do flagelo em alguns representantes de Carabidae
(Dallai et al., 2020).

Dentre as familias de Adephaga, apenas para Gyrinidae, Carabidae,
Cicindelidae e Dytiscidae ha dados sobre a morfologia de espermatozoides e 0s tipos
de conjugacédo espermatica (Fig.1). Nas outras familias da subordem, ha dados
apenas sobre a morfologia do sistema reprodutor feminino em Noteridae (Miller, 2009;
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Higginson et al.,, 2012). A conjugacdo espermatica pode ser considerada uma
caracteristica de Adephaga devido a sua frequéncia nas familias ja descritas
(Gyrinidae, Carabidae e Dytiscidae) (Higginson et al., 2012; Sasakawa, 2020; Gémez
et al., 2023). A conjugacéo é a juncao de dois ou mais espermatozoides e ocorre em
diversos grupos como mamiferos e gastrépodes, além de insetos (Pitnick et al., 2008;
Higginson et al., 2012). Sua fungéo esta relacionada a motilidade e transporte dos
espermatozoides até o trato reprodutivo da fémea (Pitnick et al., 2008; Mercati et al.,
2023). A conjugacao acontece de duas formas: (i) quando os espermatozoides de um
mesmo cisto deixam os testiculos e mantém em feixes nas vesiculas seminais. Esse
tipo de feixe é chamado de espermatodesma ou conjugacao primaria; (i) quando
espermatozoides isolados, de cistos diferentes ou ndo, se agrupam nos ductos
deferentes através de uma estrutura proteica (Pitnick et al., 2008; Higginson et al.,
2012; Salazar et al., 2022; Mercati et al., 2023). Esse tipo € chamado de conjugacao
secundaria ou espermatozeugma. Ambas conjugagoes, primaria e secundaria, podem
ter diversas formas de unirem os dois ou mais espermatozoides, a saber:
espermatostilo, rouleaux ou apenas unidos por material extracelular (Pitnick et al.,
2008). Em Adephaga ha variagdes principalmente na morfologia do espermatostilo,
sendo encontrados tipos como bastonete, haste, formato de sino ou gorro e extensdes
laminares (Gomez & Maddison, 2020; Sasakawa, 2019; Dallai et al., 2020). Dentro de
cada familia é possivel encontrar diferentes tipos de conjugagao; em Gyrinidae (Fig.
1A), por exemplo, é encontrada a conjugagao por espermatostilo, na qual ha um
bastao proteico ou glicoproteico onde os espermatozoides se aderem pela regido da
cabeca (Breland & Simmons, 1970; Salazar et al., 2022).

Exemplos de conjugacao com espermatostilo também foram observados em
Carabidae (Fig. 1C), na qual o formato e o tipo de espermatostilo variou de acordo
com a subfamilia ou tribo. Carabinae, Brachinae e Elaprinae, por exemplo, possuem
um espermatostilo curto e robusto que une todos os espermatozoides em uma mesma
direcéo formando um sino ou gorro, por onde as cabecas sao acopladas (Schubert et
al., 2017; Dallai et al., 2019, 2020; Gémez & Maddison, 2020; Sasawa, 2020). Em
alguns representantes de Harpalinae o espermatostilo tem formato de espiral, com o
espiralamento para a esquerda ou direita de acordo com a espécie (Sasakawa, 2007,
2019). Ja& na tribo Demetriandini (Lebiinae) e representantes da subfamilia
Pterostichinae o espermatostilo tem projecées laminares, que em corte transversal

observa-se estruturas similares a camaras envolvendo os espermatozoides (Hodgson
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et al., 2013; Dallai et al., 2019, 2020). Por outro lado, em algumas subfamilias de
Carabidae, como Nebriinae e Trechinae, a conjugacao espermatica nao foi observada
(Sasakawa, 2019, 2020; Dallai et al., 2020; Gbémez & Maddison, 2020).
Espermatozoides livres também foram observados em Cicindelidae (Fig. 1D) por
Dallai et al. (2020) e Sasakawa (2020).

Em Dytiscidae (Fig. 1B), ocorrem diversos tipos de conjugacéo, podendo os
espermatozoides estarem organizados em pares (Higginson et al., 2012) ou feixes.
Nas subfamilias Colymbetinae e Dytiscinae foi observado a unido de dois ou mais
espermatozoides pelas cabecas a um material eletro-denso globoso (Mackie &
Walker, 1974; Dallai & Afzelius, 1987). Outros exemplos de conjugacado foram
observados em Hydroporinae, apresentando espermatostilo (Mercati et al., 2023), dois
ou mais espermatozoides ligados por material eletro-denso e sistema rouleaux, que
consiste na inser¢ao da cabeca de um espermatozoide na cabecga de outro (Higginson
et al., 2012; Dallai et al., 2023; Mercati et al., 2023).

Dytiscidae

Gyrinidae

Cicindelidae

Carabidae

Figura 1 — Esquema com os tipos de conjugacdo espermatica encontrados em
Adephaga. A) Conjugacéo encontrada em Gyrinidae. B) Conjugacdes encontradas em
Dytiscidae. C) Conjugacdes encontradas em Carabidae. D) Auséncia de conjugacao
encontrado em Cicindelidae.
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2. OBJETIVOS

Descrever a morfologia do sistema reprodutor masculino e dos

espermatozoides presentes em Liocanthydrus mecespilus (Noteridae).

3. MATERIAIS E METODOS

10 machos de L. mecespilus foram coletados em lagos no municipio de Paula
Candido, Minas Gerais, Brasil (20°49'44.3"S 42°53'55.1"W) nos meses de agosto e
setembro de 2023. A identificacdo dos espécimes foi realizada pelo professor Dr.
Nelson Ferreira-Junior da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ,
especialista em colebpteros aquaticos, principalmente o0s representantes da
subordem Adephaga. O desenvolvimento do projeto, desde disseccao do material,
analise e fotodocumentacao, foi realizado no Laboratério de Ultraestrutura Celular do
Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de Vicosa — UFV, campus
Vicosa, MG.

3.1. Morfometria dos espermatozoides

Os espermatozoides de quatro individuos foram extraidos da porcao final dos
testiculos e das vesiculas seminais em tampao fosfato de sédio (PBS) 0,1 M, pH 7,2.
Gotas dessa suspensdo foram espalhadas sobre laminas histolégicas e deixadas
secar em temperatura ambiente. Em seguida, lavadas em agua corrente e coradas
com Giemsa por 20 minutos. A medi¢cao de comprimento dos espermatozoides foi feita
usando o programa Image J (Rasband, 2008), e as médias foram calculadas a partir
das medidas de 30 espermatozoides por individuo (N=120 células). Para visualizar os
nucleos, as laminas foram imersas em solu¢cao DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole 0,2
p/mL em tampdo PBS) por 30 minutos, lavadas em agua corrente e secas a
temperatura ambiente, no escuro. Entdo, foram cobertas com laminulas usando
sacarose a 50%. A fotodocumentagéo foi realizada em um microscépio Olympus BX-
60 de epifluorescéncia equipado com filtro BP 360-370 nm e uma camera fotogréfica
digital.
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3.2. Histologia do sistema reprodutor masculino

Para a analise histolégica, os sistemas reprodutores de cinco machos foram
dissecados no mesmo tampao mencionado acima, acrescido com 3% de sacarose. A
fixacdo do material foi em solucao de glutaraldeido a 2,5% por 24 horas. Ap6s esse
periodo, o material foi lavado com agua destilada, pds-fixado em solucao de tetroxido
de 6smio a 1% por duas horas. Em seguida, ele foi lavado novamente em agua
destilada e desidratado em série alcodlica crescente (30%, 50%, 70%, 80%, 90% e
100%), infiltrado e incluido em historesina Leica (Alemanha). Ap6s essas etapas,
foram feitos cortes semifinos (0,5 e 1,0 um) utilizando um micrétomo automatico com
navalha de vidro. Os cortes foram corados com azul de toluidina (por 30 s) ou Giemsa
(por 30 min) e lavados em agua corrente. A fotodocumentagdo do material foi feita
usando o microscoépio Olympus BX-60 com uma camera fotografica digital acoplada.

4. RESULTADOS

4.1. Morfologia do sistema reprodutor masculino e dos espermatozoides

Em machos de L. mecespilus (Figura 2A-B) o sistema reprodutor é
caracterizado por um par de testiculos, um par de ductos deferentes, um par de
vesiculas seminais, um par de glandulas acessérias € um ducto ejaculatério (Figura
2C-D). Os testiculos sao unifoliculares, alongados (~2,0x0,5 mm) e delgados no seu
apice. Ambos se estendem ao longo de todo o abddémen, alcangando o inicio da regiao
toracica.

Os ductos deferentes sao curtos e finos (0,75x0,05 mm), cada um com uma
porcao dilatada no meio, formando a vesicula seminal (Fig. 2C-D). Eles partem da
base dos testiculos, unem-se aos ductos das glandulas acessérias e, posteriormente,
se conectam ao ducto ejaculatério (Fig. 2E). As glandulas acessorias sao oblongas
alongadas na porcao apico-medial, se bifurcam na porcdo medial em uma
configuragcdo em Y e dobram seus bragos nessa mesma regiao (Fig. 2C-E).

Os espermatozoides de L. mecespilus (Fig. 3A) medem aproximadamente
675 um de comprimento, desde o acrossomo até a extremidade do flagelo. Eles sédo
encontrados na base dos testiculos, onde ja estdo organizados em pares de células
(Fig. 3A), mesma organizacdo observada nas vesiculas seminais. As cabecas dos

espermatozoides pareadas sdo envoltas por uma substancia densa que conecta os
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dois nucleos, conferindo a esse conjunto uma estrutura esférica (Fig. 3A-D). Essa
disposicao dificultou a observacdo dos nucleos, mas é possivel visualizar uma leve
sombra deles na Figura 3B. Ainda, na coloracdo com DAPI foi possivel destacar
estruturas que provavelmente representam os nucleos (Fig. 3C). Adicionalmente,
observou-se que o inicio de cada flagelo percorre integralmente, e em lados opostos,
a estrutura esférica formada pelas duas cabecas e o material conectivo denso (Fig.
3D) . No apice dessa estrutura, quando corada com Giemsa, observa-se uma pequena
regido menos corada, aparentemente derivada do entrecruzamento das porcdes
iniciais dos dois flagelos (Fig. 3B,D). Além disso, alguns poucos espermatozoides
isolados, provavelmente decorrente da manipulagcdo, foram observados (Fig. 3E).
Nestes, o nucleo foi visivel dentro do material conectivo denso e com a porc¢ao inicial
do flagelo circundando o complexo cabega-material conectivo, tal qual descrito para
as duplas. Esta caracteristica dos espermatozoides revelou que ao se unirem exibem
uma disposicao sobreposta de seus flagelos, formando uma configuragdo em "X" que
abriga os nucleos no interior dessa matriz densa (Fig. 3F).
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Figura 2 — Macho de Liocanthydrus mecespilus e o seu sistema reprodutor. A, B)
Vistas dorsal e ventral, esta ultima evidenciando as listras no élitro que caracterizam
a espécie. C, D) Sistema reprodutor masculino em montagem total e em esquema,
respectivamente. E) Detalhe das glandulas acessoérias (ga) e encontro de seus
respectivos ductos com os ductos deferentes (dd). T, testiculos; vs, vesiculas
seminais; ej, ducto ejaculatério. Barras de escala: A-E=0,5 mm.
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B

Figura 3 — Espermatozoides de L. mecespilus. A) Dupla de espermatozoides unidos
pela cabeca. B, C) Detalhe do complexo cabega-material conectivo (c-m) unindo os
espermatozoides. Observe o encontro das cabecas no material denso (seta), as
porcdes inicias dos flagelos (f) circundando o c¢c-m e o nucleo (n) de cada
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espermatozoide. D) Complexo cabeca-material conectivo (c-m) corado com DAPI
mostrando os nucleos (n) e o ponto de cruzamento entre eles. E) Espermatozoide
isolado mostrando o nucleo (n) conectado ao material denso (md) e, do lado oposto,
o flagelo (f). F) Esquemas de como as cabecas dos dois espermatozoides sao unidas
pelo material denso. Barras de escala: A=50 um; B-D=5 um; C-F=3 pm.

4.2. Histologia do sistema reprodutor masculino

O foliculo unico que forma cada testiculo de L. mecespilus é preenchido por
cistos que abrigam células germinativas nas diferentes fases da espermatogénese
(Fig. 4A). Esses cistos estdo dispostos sequencialmente: os mais jovens no apice
testicular, ja aqueles com espermatozoides, na base dos testiculos. Dessa forma, os
testiculos exibiram as trés regides denominadas de: zona de crescimento celular (z1),
que se localiza no apice testicular, onde a espermatogénese se inicia (Fig. 4B); a zona
de maturacao (z2) localizada aproximadamente na regido mediana testicular (Fig. 4C)
onde, nas espermatides, sdo observadas as estruturas denominadas nebenkern (nb)
e o inicio do alongamento dos espermatozoides; e a zona de diferenciagdo (z3) no
restante final do testiculo (Fig. 4D) onde é visivel o alongamento dos flagelos e
compactacao da cromatina no nucleo dos espermatozoides. Nesta ultima zona (z3), a
organizacdo dos espermatozoides em feixes espiralados é claramente observada
(Fig. 4E). A porcao final dos testiculos, ao ser dissociada sobre laminas histoldgicas,
ja mostra os espermatozoides agrupados em duplas, unidos pelo complexo cabeca-
material conectivo. No entanto, em cortes histologicos apenas os feixes espermaticos
espiralados séo evidentes (Fig. 4E). Além disso, as células cisticas que envolvem os
feixes espermaticos nessa por¢cdo tém o nucleo bem evidente e cromatina em
diferentes estados de compactacéao (Fig. 4E).

Ao término da espermiogénese os cistos podem ter até 512 espermatozoides,
resultantes de cerca de 2° divises celulares (Fig. 5B). Esses espermatozoides sao
encontrados em 256 duplas unidas por um material conectivo denso (Fig. 5A-C). A
porcao final do testiculo € caracterizada por uma desorganizagéo dos cistos (Fig. 5A),
deixando evidente a estrutura que conecta as duplas espermaticas (Fig. 5C). Como
a organizagao das duplas esperméaticas acontece com espermatozoides originados
do mesmo cisto, os feixes espermaticos que deixam os testiculos sao classificados

como espermatodesmata (Fig. 5C).
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Os ductos deferentes sao delgados e relativamente curtos, apresentando uma
por¢cdo mediana dilatada. Secgbes préximas a base do testiculo mostram um epitélio
simples, composto por células prismaticas com nudcleos exibindo cromatina em
diferentes niveis de compactagéo, evidenciando uma alta atividade metabdlica (Fig.
6B). A porcao mediana dilatada (Fig. 6A) de cada ducto representa uma vesicula
seminal, cujo lumen contém espermatozoides em pares, como sdo relatados na
porcdo final dos testiculos. Esses pares espermaticos continuam unidos pelo
complexo cabega-material conectivo, e em corte transversal é possivel ver que 0s
espermatozoides possuem porgdes referentes ao material denso de cada um deles e
essas porgcées encaixam um espermatozoide no outro formando uma mesma
estrutura (Fig. 6C).

As glandulas acessoérias possuem um epitélio simples com células prismaticas,
onde se observa nucleos localizados predominantemente na base das suas células e
cromatina com diferentes niveis de compactacdo (Fig. 7A-B). Além disso, no
citoplasma dessas células é possivel observar diferentes granulos em regides
distintas da glandula, indicando diferentes tipos celulares na producao das secregoes
(Fig. 7B). No lumen das glandulas acessoérias € possivel observar no minimo 3 tipos
de secrecdes (Fig. 7B). Essas secrecdes sao liberadas no seu liumen a partir de
diferentes regides da glandula (Fig. 7B). Essas glandulas sao revestidas por tecido
muscular e conjuntivo, que, na porgdo medio-basal, une-as conferindo o formato de Y
quando analisado anatomicamente. Mas, ao analisar fisiologicamente e
histologicamente, essas glandulas seguiram distintas até o encontro com os ductos
deferentes (Fig. 7C-D). Além do mais, observou-se um estreitamento entre a regido
que separa essas glandulas na porgcéao de seus ductos (Fig. 7C) e um aumento das
camadas celulares que os envolve. O encontro do ducto das glandulas acessérias
com seus respectivos ductos deferentes foi observado antes delas se fundirem (Fig.

7D). Esse processo antecedeu a subsequente juncéo ao ducto ejaculatorio.
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L

Figura 4 — A) Corte longitudinal de um testiculo de L. mecespilus mostrando cistos
nas diferentes fases da espermatogénese e as zonas de crescimento (z1), de
maturacgao (z2) e de diferenciacédo (z3). Note a mudancga na espessura da bainha (ba)
que reveste o foliculo na porgéo final e encontro com o ducto deferente (dd). B)
Espermatogbnias com a cromatina com diferentes niveis de compactac¢ao nos nucleos
(n). C) Espermatécitos com os nebenkern (nb) evidenciados. D) Alongamento do
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flagelo (f) e heterocromatina em evidéncia. E) Feixes espermaticos com nucleo e
flagelo exibidos nos cistos (c). Note o nlcleo das células cisticas (seta) com cromatina
em diferentes graus de compactacgao. Barras de escala: A=100 um; B-D=20 um; C=10
pm; E=50 pm.
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Figura 5 — A) Corte transversal na regido basal de um testiculo de L. mecespilus
evidenciando os cistos se desorganizando (c) e 0s seus espermatozoides ja
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conjugados (¢c-m). B-C) Um cisto ainda individualizado com aproximadamente 512
espermatozoides (B) e uma regidao (C) mostrando os complexo cabeca-material
conectivo indicando que nessa regiao testicular os espermatozoides ja estdo pareados
por suas cabecgas. Flagelo = f. Barras de escala: A=50 um; B-C=10 pm.

Figura 6 — Cortes longitudinais de um ducto deferente na regido da vesicula seminal
de L. mecespilus. A) Vesicula seminal mostrando os complexos cabega-material
conectivo (c-m), estruturas que unem os pares de espermatozoides. B) Inicio do ducto
deferente a estreita luz (L) sem espermatozoides e os nucleos (n) das longas células
epiteliais. C) Uma regido da luz vesicular mostrando os complexos cabega-material
conectivo (c-m) em maior aumento. f, flagelos; n, nucleos das células epiteliais. Barras
de escala: A=50 um; B=20 pm; C=5 um.
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Figura 7 — A) As duas glandulas acessorias de L. mecespilus cortadas
transversalmente nas porcbes apical (ap) e médio-basal (mb). A seta mostra que
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basalmente as duas glandulas sdo unidas por tecidos conjuntivo e muscular (m). B)
Porcao médio-basal de uma das glandulas da figura anterior em maior aumento
evidenciando os diferentes tipos de secrec¢ao na sua luz (i1, t2 e t3). C) Estreitamento
entre os ductos glandulares e aumento das camadas do tecido que os reveste. D)
Regiao de encontro do ducto de uma das glandulas (*) com o ducto deferente (seta).
n, nucleo; s, secrecao; m, tecido muscular. Barras de escala: A=100 pum; B=30 um; C-
D=50 pm.

5. DISCUSSAO

Os individuos de L. mecespilus possuem um sistema reprodutor contendo um
par de testiculos unifoliculares, um par de ductos deferentes, cada um com uma
dilatacdo mediana representando uma vesicula seminal, um par de glandulas
acessoérias e um ducto ejaculatério. Além disso, seus espermatozoides se encontram
conjugados aos pares ligados por um material denso circundado pelo flagelo e seus
nucleos inseridos no mesmo. Esses espermatozoides conjugados pertencem ao
mesmo cisto e sdo encontrados unidos no final do testiculo, seguindo com essa
mesma configuracdo para o ducto deferente.

Em Coleoptera tém sido observado variacées no formato e quantidade de
foliculos por testiculo. Essa variagao pode ser até mesmo dentro de familias, como
em Tenebrionidae, na qual ja foi observado de seis a 60 foliculos por testiculo (Dias
et al., 2013). Porém, para Adephaga, subordem na qual estao os Noteridae, tem sido
descrito apenas um foliculo por testiculo com variagdo apenas no formato, desde
tubulares e enrolados em formato globular ou disco descritos para Carabidae,
Gyrinidae e Stictonectes optatus (Dytiscidae) (Breland & Simmons, 1970; Kaur, 1972;
Sasakawa, 2007; Schubert et al., 2017; Salazar et al., 2022; Gémez et al., 2023;
Mercati et al., 2023), ou delgados e dobrados descritos para Scarodytes halensis
(Dytiscidae) (Mercati et al., 2023). Os testiculos de L. mecespilus sao delgados, tal
qual os outros representantes de Adephaga, mas ndo se dobram ou enrolam,
seguindo retos até a por¢ao inicial toracica.

O tamanho do foliculo e a quantidade de foliculos por testiculo podem estar
relacionados ao tamanho dos espermatozoides. Quanto menos foliculos por testiculo,
maiores sao 0s mesmos em relagdo ao tamanho do corpo do individuo, ocupando um
menor espaco e podendo produzir espermatozoides relativamente grandes (Hiroyoshi
& Reddy, 2021). Isso foi observado nas descricbes das outras familias de Adephaga
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e em L. mecespilus, cujos espermatozoides medem aproximadamente 675 um e seus
testiculos unifoliculares medem cerca de 2 mm, o que equivale a metade do tamanho
do corpo desse besouro. O contrario é observado em individuos que possuem mais
foliculos por testiculo, como em Lagria villosa (Tenebrionidae), para acomodar os seus
60 foliculos por testiculo, estes foliculos sdo pequenos e fusiformes e produzem
espermatozoides que medem cerca de 80 um de comprimento (Dias et al., 2013).

O par de glandulas acessorias de L. mecespilus sao alongadas e dobradas no
meio. Essa mesma quantidade de glandulas acessorias € descrita em outras familias
de Adephaga, a saber: Gyrinidae, Carabidae e Dytiscidae. Novamente, as variacoes
encontradas nessas estruturas estao relacionadas ao seu formato, sendo delgadas
em Limodromus assimilis (Carabidae) (Schubert et al., 2017), sinuosas em espécies
de Pterostichini (Carabidae) (Sasakawa, 2007), alongadas e pontiagudas em
Rhysodinae (Carabidae) (Gomez & Maddison, 2020), e alongadas e dobradas em
Stictonectes optatus e Scarodytes halensis (Dytiscidae) (Mercati et al., 2023). O
formato dobrado encontrado em Dytiscidae se assemelha ao encontrado em
Noteridae, mas com diferenca na unido das glandulas por tecido muscular e
conjuntivo. Em Dytiscidae o revestimento das glandulas segue cada glandula
totalmente separadas, ao contrario de L. mecespilus, cujas glandulas estdo unidas na
por¢ao médio-basal por tecido muscular e conjuntivo formando um “Y”.

A literatura acerca de descri¢gdes morfoldgicas do sistema reprodutor masculino
de Noteridae sdo escassas, porém em outras especies dessa mesma familia, €
possivel perceber que ha um padrdo de organizagdo dessas estruturas, o qual se
assemelha ao que observamos em L. mecespilus, com mudangas apenas no
comprimento e volume dos testiculos e grau de sinuosidade das glandulas
(Observacao pessoal, 2023).

A partir da analise histoldgica dos testiculos de L. mecespilus é possivel supor
que a producdo de espermatozoides € continua ao longo da vida adulta
(sinspermiogénicos), pois se observou todos os estagios de desenvolvimento das
células germinativas. Esta caracteristica foi descrita em outros representantes de
Coleoptera, como Tenebrionidae, Ciidae, Curculionidae, Chrysomelidae, Ptinidae,
Lucanidae, Buprestidae e Dryophtoridae (Kubo-Irie et al., 2000; Dias et al., 2012; Paoli
et al., 2014; Caglar et al., 2020; Folly et al., 2021; Gao et al., 2021; Kogakogdlu et al.,
2021; Reis et al., 2021; Kocakoglu et al., 2022). A espermatogénese encontrada em
Noteridae e nas outras familias citadas, pode ser um dos fatores associados ao tempo
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de vida desses individuos, visto que, os adultos podem sobreviver por meses se as
condigbes ambientais forem favoraveis, contribuindo assim, para 0 sucesso
reprodutivo das espécies (Hilsenhoff, 1992). Contudo, ha familias em Coleoptera
como Lampyridae e Cantharidae cuja espermatogénese inicia na fase larval e/ou
pupal e, quando adulto, ndo se observa células germinativas em outras fases que nao
espermatozoides maduros nos testiculos ou nas vesiculas seminais (Comunicacao
pessoal, Costa & Nascimento, 2024). Esses besouros possuem o tempo de vida curto
quando adultos e, com todos os espermatozoides ja produzidos, eles podem copular
com varias fémeas em um curto espaco de tempo (Ramsdale, 2002). Dessa forma, o
seu fitness reprodutivo pode se aproximar daquele dos individuos de vida adulta longa
com produgéao continua de espermatozoides. Além disso, fatores como tipo de habitat,
disponibilidade de fémeas, dindmica reprodutiva e tamanho da vesicula seminal
também devem ser levados em consideragao.

A quantidade de espermatozoides em cada cisto também é um fator importante
para o entendimento da biologia reprodutiva dos individuos. Em L. mecespilus sao
cerca de 512 células por cisto, que, ao final da espermiogénese, resultam em até 256
pares de espermatozoides, com cerca de 675 pum de comprimento cada, ligados pelas
cabecas por um material denso formando uma estrutura oval (ver Fig. 3A). Esse tipo
de conjugacao auxilia para que o dobro de espermatozoides irméos consiga chegar
ao trato reprodutivo da fémea, o que eleva o sucesso reprodutivo da espécie (Pitnick
et al., 2008). Ainda, o material conectivo pode ser uma forma do macho transferir
nutrientes para a fémea e garantir que a espermateca dela fique preenchida com seus
espermatozoides.

A conjugagcdo espermatica ocorre com frequéncia em outras familias de
Adephaga, em descrigdes de Gyrinidae, Carabidae e Dytiscidae. Essa unidao pode ser
de dois ou mais espermatozoides originados do mesmo cisto ou de cistos diferentes
e, ainda, pode ser feita por rouleaux, material extracelular ou espermatostilo, este,
com variages no seu formato, a saber: bastonete, haste, sino ou gorro e extensdes
laminares (Pitnick et al., 2008; Gémez & Maddison, 2020; Sasakawa, 2019; Dallai et
al., 2020). Espermatozoides conjugados aos pares cuja regido da cabeca esta ligada
por material denso, como encontrados em L. mecespilus, também ocorrem em
Colymbetinae e Dytiscinae, subfamilias de Dytiscidae (Werner, 1976; Dallai & Afzelius,
1985; Dallai & Afzelius, 1987). Contudo, a diferenca de L. mecespilus para o0s
representantes de Dytiscidae esta na disposicao dos nucleos dos espermatozoides
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no material denso que as envolve. Enquanto que L. mecespilus as porgdes iniciais
dos flagelos circundam o material conectivo no interior do qual as cabecas dobradas
e cruzadas estdao embebidas (ver Fig. 3B-F), nos representantes de Dytiscidae, os
nucleos espermaticos sao dispostos paralelamente no material denso a partir do qual
os flagelos emergem sem envolver um complexo globular (Werner, 1976; Dallai &
Afzelius, 1985; Dallai & Afzelius, 1987). Essa peculiaridade em Noteridae adiciona
uma camada de complexidade a compreensao da estrutura dos espermatozoides na
familia, destacando a necessidade continua de investigacdo para esclarecer os
mecanismos subjacentes a essa configuracao Unica encontrada em L. mecespilus.

A origem das conjugacdes encontradas nas familias de Dytiscoidea pode seguir
dois tipos: conjugados de espermatozoides do mesmo cisto, como encontrado em L.
mecespilus, ou conjugados de espermatozoides originados em cistos diferentes. O
primeiro tipo é encontrado também em Colymbetes fuscus (Dytiscidae), com a uniao
de 3 ou mais espermatozoides por um material granuloso (Dallai & Afzelius, 1987),
cuja origem da sua producao pode ser pelas células cisticas. Em contrapartida, os
espermatozoides de Acilius sulcatus e Melanodytes pustulatus (Dytiscidae) sé formam
conjugados quando estdo no ducto deferente, portanto entre espermatozoides com
origem em cistos diferentes (Werner, 1976; Dallai & Afzelius, 1987), além do material
denso que une esses espermatozoides ser formado a partir de secre¢des do ducto
deferente. Isso demonstra que ha variagdes dentro da superfamilia para a formagéo
desses conjugados, contudo, ha semelhangas no tipo de ligagdo entre os
espermatozoides, observados em Dytiscidae e em L. mecespilus.

A porcéao final dos ductos deferentes, apds as vesiculas seminais, é curta e
delgada até o encontro com os ductos das glandulas acessoérias. Uma caracteristica
dessas glandulas é a unido das mesmas na por¢cao médio-basal pelos tecidos que as
circundam, antes mesmo da fusdo de seus lumens. Essa regido de unido, se
analisada apenas anatomicamente, induz a falsa interpretacao de que os lumens dos
ductos glandulares se fundem antes da fusdo de cada um deles com o respectivo
ducto deferente. Mas, a andlise histoldgica mostrou que inicialmente o ducto deferente
e o0 ducto da glandula de cada lado se fundem, sé entdo os dois ductos resultantes
(um de cada lado) conectam-se ao ducto ejaculatério comum. A fusdo dos ductos
deferentes aos ductos glandulares antes mesmo destes se fundirem é observado em
outros representantes de Adephaga, a saber: Dineutus sp. (Gyrinidae), Carabidae e
Dytisicdae (Breland & Simmons, 1970; Will et al., 2005; Sasakawa, 2007; Hodgson et
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al., 2012; Schubert et al., 2017; Mercati et al., 2023). Nas observacgdes feitas nessas
familias nao foi citado a presenca da unido das glandulas pelos tecidos que as
circundam, como ocorrido em L. mecespilus. Além do mais, as analises realizadas em
Dineutus sp. sao apenas morfoldgicas, sendo necessarias observacdes histoldgicas
para pontuar esse sistema de fusdo como uma caracteristica de Adephaga.

As glandulas acessorias de L. mecespilus sao tubulares com diferentes tipos
celulares que produzem mais de trés tipos de secrecao liberados no limen glandular.
Esse par de glandulas pode ser classificado como merécrino, pois os apices das
células epiteliais se mostraram intactos e no seu limen nao foi observado estruturas
vesiculares (Happ, 1984). Além disso, os diversos tipos de secrecdes observados no
citoplasma e lumen dessas glandulas acessérias podem desempenhar fungoes,
como: i) transporte, motilidade e nutricdo dos espermatozoides; e ii) fornecer
nutrientes para os machos e para as fémeas (Happ, 1984; Kaulenas, 1992).

6. CONCLUSAO

O sistema reprodutivo masculino dessa espécie possui caracteristicas
semelhantes a de outros Adephaga, como testiculo unifolicular, regido dos ductos
deferentes como vesiculas seminais, um par de glandulas acessorias cujo seus ductos
se fundem posterior a fusdo com os ductos deferentes e a conjugacéo espermatica.
Além disso, a conjugacao espermatica encontrada em L. mecespilus € semelhante
aquela relatada para Dytiscoidea, com diferengas na disposicdo das cabecas dos
espermatozoides e na estrutura que os unem. Estudos futuros com outros grupos
dessa superfamilia serdo importantes para consolidar esse tipo de conjugagédo como
caracteristica de Dytiscoidea.

Ainda, o presente trabalho forneceu uma primeira visao sobre a morfologia do
sistema reprodutor masculino e dos espermatozoides de Noteridae, consolidando
dados significativos que enriqguecem o conhecimento sobre a biologia reprodutiva e a

taxonomia desses besouros.
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