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RESUMO 

 

BAPTISTA, Camila Folly, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, setembro de 2021. 
Morfologia do aparelho reprodutor e dos espermatozoides em besouros (Coleoptera: 
Cucujiformia) associados a fungos. Orientador: José Lino Neto. Coorientador: Ítalo 
Salvatore de Castro Pecci Maddalena. 
 

Os Coleoptera são o grupo de insetos mais diverso e com maior riqueza de espécies. O 

sucesso evolutivo dos besouros pode ter sido dirigido pela exploração de diferentes recursos 

alimentares. Devido à tamanha diversidade e riqueza de espécies, existem problemas internos 

em relação à sistemática de vários táxons, como a grande série Cucujiformia, cujos limites são 

difíceis de serem estabelecidos. Muitos estudos utilizando a morfologia do sistema reprodutor 

e dos espermatozoides têm sido utilizados na sistemática de vários grupos animais, incluindo 

os insetos, pois podem incluir caracteres morfológicos informativos e diferentes daqueles 

tradicionalmente usados. Contudo, os trabalhos que descrevem a estrutura e ultraestrutura dos 

espermatozoides de besouros ainda estão concentrados em poucas famílias de Coleoptera. 

Sendo assim, estes trabalhos têm como objetivo investigar as características do aparelho 

reprodutor e da morfologia dos espermatozoides de besouros micetófagos das famílias Ciidae 

(Tenebrionoidea), Erotylidae (Cucujoidea) e Endomychidae (Coccinelloidea), a fim de 

contribuir com informações que possam ajudar a entender as relações filogenéticas internas de 

cada família, bem como nos Cucujiformia como um todo. 

 

Palavras-chave: Espermiogênese. Erotylidae. Endomychidae. Ciidae. Besouros 

micetobiontes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

  

BAPTISTA, Camila Folly, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, September, 2021. 
Morphology of the reproductive system and sperm in beetles (Coleoptera, Cucujiformia) 
associated with fungi. Advisor: José Lino Neto. Co-advisor: Ítalo Salvatore de Castro Pecci 
Maddalena. 
 

Coleoptera are the most diverse group of insects with the greatest species richness. The 

evolutionary success of the beetles may have been driven by the exploration of different food 

resources. Due such diversity and species richness, there are internal problems related to the 

systematics of several taxa, such as the large Cucujiformia series, whose limits are difficult to 

establish. Many studies using a morphology of the reproductive system and sperm have been 

used in the systematics of various animal groups, including insects, as they may include 

informative morphological characters that differ from those traditionally used. However, 

works describing structure and ultrastructure of beetle sperm are still focused on few families 

of Coleoptera. Therefore, these works aim to investigate the characteristics of the 

reproductive system and the sperm morphology of micetophagous beetles of the families, 

Erotylidae (Cucujoidea) and Endomychidae (Coccinelloidea), in order to contribute with data 

to a better understanding of the internal phylogenetic relationships in each family, as well as 

in the whole Cucujiformia. 

 

Keywords: Spermiogenesis. Erotylidae. Endomychidae. Ciidae. Mycetobiont beetles. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Besouros e o grupo Cucujiformia 

 

Os Coleoptera são o grupo de insetos mais diverso e com maior riqueza de espécies, incluindo 

mais de 380.000 espécies descritas (Zhang et al., 2011; Gullan e Cranston, 2012). Polyphaga 

é a mais representativa das quatro subordens de Coleoptera (~ 90% das espécies), e 

compreende grandes superfamílias como: Staphylinoidea, Scarabaeoidea, Hydrophiloidea, 

Buprestoidea, Byrrhoidea, Elateroidea e Bostrichoidea, além do grupo Cucujiformia (Gullan 

& Cranston, 2012). Este último, de linhagem monofilética (Hunt et al., 2007; Robertson et al., 

2015), possui mais de 173.000 espécies, e está atualmente dividido em sete superfamílias: 

Lymexyloidea, Tenebrionoidea, Cleroidea, Chrysomeloidea, Curculionoidea, Cucujoidea e 

Coccinelloidea (Robertson et al., 2015). 

Os besouros do grupo Cucujiformia exibem grande diversidade morfológica, ecológica, 

e estratégias de alimentação variadas, sendo a micofagia uma condição basal (ver Hunt et al., 

2007; Crowson, 1981; Schigel, 2012). Besouros que se alimentam de fungos estão 

distribuídos em todo o grupo e, dentro de uma mesma superfamília, existem espécies com 

diferentes hábitos alimentares (Hunt et al., 2007). Dessa forma, o hábito alimentar pode não 

refletir a história natural dos besouros – por sua grande plasticidade – e é, portanto, 

inadequado para resolver problemas filogenéticos em grandes táxons. Problemas internos em 

relação à sistemática são difíceis de serem estabelecidos em todo o grupo Cucujiformia.  

 

Ciidae (Tenebrionoidea)  

 

Os ciídeos são uma família de besouros muito pequenos, com distribuição mundial. Eles 

vivem em associação e se alimentam de macrofungos (Buder et al., 2008; Lawrence e Lopes-

Andrade, 2010; Antunes-Carvalho et al., 2012; Oliveira et al., 2013; Lopes-Andrade e 

Grebennikov, 2015). Hipóteses sobre as relações de Ciidae com as demais famílias 

tenebrionoides foram vagamente formuladas e baseadas em caracteres altamente 

homoplásticos (Lawrence, 1991). Da mesma forma, as relações filogenéticas desta família 

com outros cucujiformes não são claras (Lawrence, 1991; Buder et al., 2008). 

 

Erotylidae (Cucujoidea) 
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Apesar da sua redefinição recente, a classificação interna da superfamília Cucujoidea 

ainda é problemática, e sinapomorfias morfológicas que sustentem o grupo ainda não foram 

reconhecidas (Leschen et al., 2005; Robertson et al., 2015). Historicamente, Cucujoidea tem 

sido considerada um “lixo taxonômico” para besouros cujas famílias possuem hábitos 

similares (Leschen et al., 2005; Robertson et al., 2015). Nesta superfamília existem besouros 

que se alimentam de seiva, casca de árvores e fungos diversos. Erotylidae (Cucujoidea) é 

composta, principalmente, por espécies micetófagas (Leschen & Buckley, 2007; Leschen et 

al., 2010). A família passou por diversas classificações sistemáticas até ser estabelecida como 

a conhecemos (Wêgrzynowicz, 2002; Leschen et al., 2005).  No entanto, sua organização 

interna é ainda confusa (Wêgrzynowicz, 2002). 

 

Endomychidae (Coccinelloidea) 

 

A antiga série “Cerylonid”, atualmente reconhecida como uma superfamília, 

Coccinelloidea (Robertson et al., 2015), tem sido considerada uma linhagem monofilética 

(Leschen et al., 2005), e parece ser a mais derivada dos cucujiformes. Estudos filogenéticos 

recentes com base em dados moleculares têm corroborado o monofiletismo do grupo (e.g., 

Hunt et al., 2007; Robertson et al., 2008; Bocak et al., 2014), mas não de todas as famílias 

dentro dele (Hunt et al., 2007). Os besouros desta superfamília possuem variados hábitos 

alimentares (Hunt et al., 2007; Ślipiński & Lawrence, 2010; Ślipiński e Tomaszewska, 2010). 

Endomychidae é uma família quase exclusivamente fungívora, e este microambiente também 

lhes serve de refúgio, como parte de uma estratégia anti-predatória (Tomaszewska, 2010). O 

grupo tem sido considerado proximamente relacionado a Coccinellidae, porém, carece de 

estudos que auxiliem no estabelecimento de suas relações internas e com os demais táxons de 

Coccinelloidea. 

 

O estudo dos espermatozoides 

 

Há várias décadas dados morfológicos do sistema reprodutor e dos espermatozoides 

vem sendo usados na sistemática de diversos grupos animais. Esses dados constituem um 

conjunto de caracteres morfológicos distintos daqueles tradicionalmente usados. Contudo, são 

poucos os trabalhos que descrevem com detalhes a estrutura e ultraestrutura dos 

espermatozoides de besouros e, ainda, eles estão concentrados em poucas famílias. Nos 

insetos, a morfologia dos espermatozoides, bem como a espermatogênese, apresentam 
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variações entre os diferentes grupos, essas variações são decorrentes de mutações acumuladas 

ao longo do processo evolutivo, que podem ser relacionadas à filogenia e taxonomia. Sendo 

assim, estudos sobre essas células podem trazer informações inéditas para os besouros 

micetófagos das famílias Ciidae (Tenebrionoidea), Erotylidae (Cucujoidea) e Endomychidae 

(Coccinelloidea), podendo adicionar dados às superfamílias e ao grupo Cucujiformia como 

um todo, auxiliando na compreensão da história natural desses besouros. 

 

Espermatogênese em insetos e os espermatozoides de besouros 

 

A espermatogênese é um sistema complexo de diferenciação celular que produz células 

haploides, os espermatozoides. Neste processo, as espermatogônias se desenvolvem a partir 

de uma célula apical localizada no germário. Ao deixar o germário, a espermatogônia se 

associa a células somáticas formando o cisto, ou espermatogônia definitiva. Então, passa por 

sucessivas divisões mitóticas sincrônicas, resultando em espermatócitos primários que, em 

seguinda, passam pelas duas divisões meióticas, originando as espermátides. Estas 

espermátides passam pela espermiogênese, onde sofrem grandes alterações morfológicas que 

resultam na formação de espermatozoides. Nos testículos dos insetos em geral, as células 

germinativas estão dispostas lado a lado formando um feixe. O número de 

espermátides/espermatozoides por cisto testicular é usualmente constante para uma dada 

espécie e representa o número de divisões celulares (as mitoses mais duas divisões meióticas) 

que sofreu cada espermatogônia. Nos insetos tem sido descritos caracteristicamente cistos 

com 16, 32, 64, 128, 256, 512 e 1024; na maioria dos besouros estudados tem sido observados 

cistos com 256 espermátides (Phillips, 1974). 

A ultraestrutura dos espermatozoides dos coleópteros possui, em geral, características 

que são compartilhadas com outros Neuropteroidea ((Coleoptera + Strepsiptera) + 

Neuropterida), como: complexo acrossomal formado por duas ou três camadas (Jamieson et 

al., 1999; Nardi et al., 2013), dois derivados mitocondriais, dois corpos acessórios e um 

axonema de 9+9+2 microtúbulos com o material intertubular subdividido em dois 

compartimentos e com uma estrutura densa em forma de bico aderindo aos túbulos acessórios 

(Jamieson et al., 1999; Dallai et al., 2016; Gottardo et al., 2016). No entanto, a ordem 

Coleoptera é megadiversa e isso se reflete em muitos modelos de espermatozoides, de modo 

que são observadas características específicas relacionadas à subordens, superfamílias, 

famílias (Jamieson et al., 1999; Dallai et al., 2016) e agrupamentos menores. 
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JUSTIFICATIVA 

 

Decifrar a história evolutiva dos besouros é um dos grandes problemas na biologia dos 

insetos, e estudos que reflitam a história natural desses insetos são desafiadores devido à 

riqueza de espécies, às características morfológicas complicadas e dados moleculares esparsos 

(Zhang et al., 2018). Apesar dos inúmeros trabalhos utilizando tanto dados morfológicos 

quanto moleculares, ainda há muitas dúvidas em relação à classificação interna em diferentes 

grupos, como o diverso grupo Cucujiformia. 

Ao longo do processo evolutivo a espermatogênese e os espermatozoides acumularam 

variações morfológicas distintas que diferem nos grupos de insetos. O estudo da morfologia 

dos espermatozoides tem sido cada vez mais utilizado para resolver problemas taxonômicos e 

ajudar a estabelecer relações filogenéticas (Jamienson et al., 1999; Lino-Neto et al., 2000; 

Dias et al., 2013; Santos et al., 2013; Dallai, 2014; Dallai et al., 2016; Gottardo et al., 2016), 

dada sua natureza mais conservativa na ultraestrutura devido a menor susceptibilidade às 

condições ambientais.  

Até o momento, porém, não existem (ou existem poucos trabalhos) sobre a morfologia 

dos espermatozoides em representantes de Cucujiformia. Especificamente em relação às 

famílias estudadas (Erotylidae, Ciidae e Endomychidae), não existem informações 

disponíveis. Dada sua diversidade, essas famílias são importantes para o entendimento das 

relações internas das superfamílias das quais pertencem. Além disso, conforme explorado em 

cada capítulo desta tese, cada família apresenta problemas de classificação interna. Deste 

modo, investigar a morfologia dos espermatozoides - um complexo estrutural ainda 

negligenciado em vários táxons - poderá contribuir para futuros estudos morfológicos e 

análises filogenéticas para esses grupos de besouros. 

 

OBJETIVO 

 

O objetivo principal desta tese foi investigar as características do aparelho reprodutor e 

da morfologia dos espermatozoides de besouros micetófagos das famílias Erotylidae 

(Cucujoidea), Endomychidae (Coccinelloidea) e Ciidae (Tenebrionoidea) a fim de contribuir 

com informações que possam ajudar a entender as relações filogenéticas internas de cada 

família, bem como nos Cucujiformia como um todo.  
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CAPÍTULO I – CIIDAE 
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CAPÍTULO 2 – EROTYLIDAE 
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Descrição dos espermatozoides em Erotylinae (Coleoptera, Erotylidae), 

a primeira em Cucujoidea 

 

Camila Folly, Ítalo S.C. Pecci-Maddalena, José Lino-Neto 

 

Resumo 

 

Estudos sobre a ultraestrutura dos espermatozoides em besouros Cucujiformia ainda estão 

restritos a poucas famílias dentro de Tenebrionoidea, Chrysomeloidea, Curculionoidea e 

Coccinelloidea. Apesar da recente redefinição de Cucujoidea, a classificação interna dessa 

superfamília ainda é problemática, e sinapomorfias morfológicas ainda não foram 

reconhecidas para a superfamília. Historicamente,  Erotylidae (Cucujoidea) passou por 

diferentes classificações sistemáticas e, embora atualmente seja considerada monofilética, 

existem dúvidas sobre as relações internas de vários táxons. Até o momento, em Erotylidae, 

há trabalhos descrevendo a terminália abdominal e um estudo anatômico do sistema 

reprodutor em Megalodacne heros, porém, os espermatozoides em Erotylidae – ou qualquer 

táxon dentro de Cucujoidea – são, até então, desconhecidos. Aqui, fornecemos, pela primeira 

vez, um estudo histológico dos testículos e uma descrição dos espermatozoides de Erotylidae, 

sob microscopia de luz e MET. Membros das três tribos de Erotylinae de ocorrência na região 

Neotropical (Erotylini, Tritomini e Megalodacnini) foram examinados. Mostramos que a 

morfologia testicular e dos espermatozoides podem fornecer dados importantes para a 

sistemática de Erotylidae. Evidenciamos características ultraestruturais que ainda não foram 

observadas em nenhum outro táxon de Coleoptera, e que podem caracterizar os 

espermatozoides dessa família. Além das características comuns entre as tribos, e diferenças 

na região de transição núcleo-flagelo colocam Tritomini e Megalodacnini mais próximas entre 

si do que qualquer uma delas com Erotylini.  

 

 

 

 

 

 

 

1. Introdução 
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Nos insetos, o estudo dos espermatozoides tem fornecido caracteres informativos em diversos 

táxons, incluindo besouros (Baccetti e Daccordi, 1988; Burrini et al., 1988; Jamieson et al., 

1999). No entanto, estudos sobre a ultraestrutura dos espermatozoides em besouros 

Cucujiformia ainda estão restritos a poucas famílias dentro de Tenebrionoidea (Baccetti et al., 

1973; Dias et al., 2013a, 2015, 2021; Nardi et al., 2013; Folly et al., 2021), Chrysomeloidea 

(Baccetti and Daccordi, 1988; Jamieson et al., 1999), Curculionoidea (Burrini et al., 1988; 

Lino-Neto e Dolder, 1995; Jamieson et al., 1999) e Coccinelloidea (Dallai et al., 2017, 2018, 

2019; Dias et al., 2020). Apesar da sua redefinição recente, a classificação interna da 

superfamília Cucujoidea ainda é problemática, e sinapomorfias morfológicas que sustentem o 

grupo ainda não foram reconhecidas (Leschen et al., 2005; Robertson et al., 2015). 

Historicamente, Cucujoidea tem sido considerada um “lixo taxonômico” para besouros cujas 

famílias possuem hábitos similares (Leschen et al., 2005; Robertson et al., 2015). 

Erotylidae (Cucujoidea), composta principalmente por espécies micetófagas (Leschen & 

Buckley, 2007; Leschen et al., 2010), passou por diversas classificações sistemáticas até ser 

estabelecida como a conhecemos atualmente (Wêgrzynowicz, 2002; Leschen et al., 2005). 

Erotylidae inclui cerca de 3500 espécies em 260 gêneros (Lawrence & Ślipiński, 2013), 

distribuídos em seis subfamílias: Cryptophilinae, Erotylinae, Languriinae, Loberinae, 

Pharaxonothinae e Xenoscelinae. A subfamília Erotylinae é a mais diversa (mais de 2500 

espécies) e inclui cinco tribos:  Dacnini, Encaustini, Erotylini, Megalodacnini e Tritomini 

(Leschen et al., 2010; Bouchard et al., 2011) – as três últimas de ocorrência na Região 

Neotropical.  

Erotylidae foi considerada monofilética nas três hipóteses filogenéticas disponíveis para 

a família (ver Węgrzynowicz, 2002; Leschen, 2003; Robertson et al., 2004), porém existem 

dúvidas sobre as relações internas de vários táxons (Leschen et al., 2010; Pecci-Maddalena et 

al, 2020). Em Erotylinae, as tribos Erotylini, Megalodacnini e Encaustini são consideradas 

monofiléticas em todas as análises (Węgrzynowicz, 2002; Leschen, 2003; Robertson et al., 

2004), Dacnini aparece como grupo artificial apenas em Robertson et al. (2004), enquanto 

Tritomini seria um grupo artificial em todas as hipóteses (Węgrzynowicz, 2002; Robertson et 

al., 2004; Leschen et al., 2010; Pecci-Maddalena et al., 2020).  

Até o momento, em Erotylidae, há trabalhos que descrevem a terminália abdominal de 

machos e fêmeas (e.g. Pecci-Maddalena e Lopes-Andrade, 2017; Pecci-Maddalena et al., 

2020, 2021; Powell e Skelley, 2021) e um trabalho descrevendo a morfologia do sistema 

reprodutor em Megalodacne heros (Say) (Megalodacnini) (McHugh et al., 1997). Porém, não 
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existem estudos publicados sobre os espermatozoides em Erotylidae ou qualquer outra família 

de Cucujoidea. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi descrever a morfologia dos 

espermatozoides de táxons pertencentes às três tribos de Erotylinae que ocorrem na região 

Neotropical (Erotilini, Tritomini e Megalodacnini), e discutir as implicações dos resultados 

em relação à classificação desses grupos. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1. Espécies Examinadas 

 

A classificação supragenérica de Erotylidae usada aqui segue Bouchard et al. (2011), e a 

nomenclatura taxonômica das espécies segue os trabalhos de Alvarenga (1994) e Skelley 

(2020). Representantes das seguintes tribos de Erotylinae foram examinados: 

 

Erotylini Latreille: 

Iphiclus abdominalis (Olivier) 

Iphiclus flavovittatus (Duponchel) 

Iphiclus rubidus (Duponchel) 

 

Tritomini Curtis: 

Mycotretus trifasciatus Guérin 

Pselaphacus signatus Guérin-Méneville 

Triplax brasiliensis (Guérin) 

 

Megalodacnini Sen Gupta: 

Megalodacne indica (Linnaeus) 

 

Os indivíduos foram coletados entre 2016 e 2021, na Mata do Paraíso e no campus da 

Universidade Federal de Viçosa, incluindo a Mata da Biologia, todos no município de Viçosa, 

MG, Brasil (S20° 45’, W42° 52’). Posteriormente, foram fotografados em estereomicroscópio 

Zeiss Discovery V20 equipado com câmera digital Zeiss AxioCam 506, no Laboratório de 

Sistemática e Biologia de Coleoptera (LabCol) da UFV. 

 

2.2. Microscopia de Luz 
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Para examinar testículos e espermatozoides, indivíduos machos sexualmente maduros 

de cada espécie foram dissecados em tampão fosfato de sódio 0,1 M e pH 7,2 (PBS). Os 

testículos foram fixados com glutaraldeído 2,5% em PBS por 24 horas. Em seguida, as 

amostras foram lavadas no mesmo tampão, pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1%, 

desidratadas em série crescente de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) e incluídas em 

historesina Leica. Cortes semifinos (0,5 µm) foram obtidos em micrótomo automático com 

navalhas de vidro, montados em lâminas histológicas e corados com solução filtrada de 

Giemsa 1:15 em água destilada.  

Para determinar o comprimento total dos espermatozoides e de suas regiões, ductos 

deferentes dos mesmos indivíduos, imediatamente após a dissecção, foram transferidos para 

uma gota de PBS sobre lâminas histológicas, onde os espermatozoides foram espalhados. Em 

seguida, as amostras foram lavadas com água destilada, secas à temperatura ambiente, coradas 

com Giemsa e fotografadas. Para medir os núcleos, algumas amostras foram coradas com 

DAPI, lavadas em água corrente e cobertas com lamínula sobre solução de sacarose a 50%.  

Todas as imagens foram obtidas em microscópio Olympus BX-60 equipado com 

câmera digital Olympus Q-Color3 e, para lâminas coradas com DAPI, equipado também com 

filtro de excitação BP 360-370 nm. Para imagens histológicas de testículos, vários quadros 

foram capturados com a lente objetiva de 40x e montados em imagens panorâmicas. As 

medições do comprimento dos espermatozoides e de suas partes foram obtidas usando o 

software Image-J (http://rsbweb.nih.gov/ij/), e a média foi calculada a partir do número total 

de células analisadas (n = 30, por indivíduo). 

 

2.3. Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 

Para observar a ultraestrutura dos espermatozoides, testículos e ductos deferentes foram 

dissecados em PBS e fixados em solução de glutaraldeído 2,5% com sacarose 2% em PBS. 

As amostras foram lavadas em água destilada e pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1%. Em 

seguida, foram desidratadas em série crescente de etanol, em acetona 100%, e incluídos em 

resina Epoxi (Epon 812). Cortes ultrafinos (~ 60 nm) foram obtidos em ultramicrótomo 

automático RMC Power Tome-X com navalha de diamante, colocados em grades de cobre e 

contrastados com acetato de uranila 3% e citrato de chumbo 0,2%. Todas as amostras foram 

observadas e fotografadas em microscópio eletrônico de transmissão (Zeiss EM109), 

operando a 80 kV, no Núcleo de Microscopia e Microanálise da UFV. 
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3. Resultados 

 

Todos os Erotylinae examinados (Fig. 1A–B) possuem dois testículos esféricos, e cada 

um composto por apenas um folículo (Fig. 2A e C). Uma cápsula testicular envolve cada 

testículo e parte do respectivo ducto deferente (Fig. 2A), que inicialmente aparece justaposto 

lateralmente ao testículo. No entanto, ao remover a cápsula, ocorre uma rotação lateral (de 

90°) do testículo em relação à extremidade anterior do ducto deferente. O único folículo 

testicular é totalmente preenchido com cistos em diferentes estágios da espermatogênese (Fig. 

2A e C). Ao final da espermiogênese os cistos, contendo até 512 células germinativas cada 

(Fig. 2D), são observados próximos à saída para o ducto deferente, onde se rompem liberando 

os espermatozoides que deixam os testículos individualizados (Fig. 1A e C). 

Em todos os táxons amostrados, os espermatozoides exibem os mesmos componentes 

estruturais (Figs. 1, 3–5): um complexo acrossomal apical trilaminar (vesícula acrossomal 

com uma cavidade interna irregular onde se insere o perforatório e uma camada 

extracrossomal) (Figs. 3A, 4A–B, 5A), seguido de um núcleo filiforme e eletrondenso que, 

em corte transversal, tem forma elipsoidal com duas calhas laterais quase diametralmente 

opostas (Figs. 3B, 4C e 5B). Os componentes flagelares são dois derivados mitocondriais, um 

axonema e dois corpos acessórios (Figs. 3E, 4F e 5E). Os derivados mitocondriais (DMs) são 

quase tão longos quanto ao axonema, têm forma elipsoidal em corte transversal, ambos com 

uma região central menos eletrondensa, e são notavelmente assimétricos em diâmetro. O DM 

maior está posicionado diametralmente oposto ao axonema, enquanto o DM menor, à direita 

do axonema, representa cerca de 1/4 do diâmetro maior. O axonema começa abaixo da ponta 

posterior do núcleo, e tem o padrão de 9+9+2 microtúbulos: nove microtúbulos únicos 

externos (túbulos acessórios), nove duplas de microtúbulos periféricas e dois microtúbulos 

centrais, todos conectados por pouco material intertubular (Figs. 3E e 4F). 
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Figura 1 – Espécies examinadas seguidas, na mesma linha, de seu espermatozoide, evidenciando região de 
núcleo (n) e flagelo (f), e de um detalhe da região da cabeça do espermatozoide, corado com DAPI para 
evidenciar o núcleo (n) (E e G) ou Giemsa (A–D e F), mostrando acrossomo (seta) e núcleo (n) . (A) Iphiclus 

abdominalis (Olivier), (B) Iphiclus flavovittatus (Duponchel), (C) Iphiclus rubidus (Duponchel), (D) Mycotretus 

trifasciatus Guérin, (E) Pselaphacus signatus Guérin-Méneville, (F) Triplax brasiliensis (Guérin) e (G) 
Megalodacne indica (Linnaeus). Barras: espécimes = 3mm; espermatozoides = 25 µm; núcleos = 10 µm. 
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Figura 2 – Cortes histológicos de testículo de besouros Erotylidae. (A) Corte transversal em Iphiclus 

flavovittatus (Duponchel). Note a cápsula testicular (ct) envolvendo o testículo e o ducto deferente (dd), os cistos 
em diferentes estágios da espermatogênese (1, 2, 3), e os espermatozoides maduros espalhados por todo o 
testículo (asteriscos). (B) Detalhe de um corte transversal em Iphiclus rubidus (Duponchel), mostrando os 
espermatozoides (asterisco) mesmo entre os cistos (c) jovens. (C) Corte longitudinal em Pselaphacus signatus 
Guérin-Méneville. Note os cistos em diferentes estágios da espermatogênese (1, 2, 3), e os espermatozoides 
livres (asteriscos) apenas na região próxima ao ducto deferente (dd) e não preenchendo os espaços entre os cistos 
(setas). (D) Corte transversal em Megalodacne indica (Linnaeus) mostrando um cisto, em estágio avançado, com 
465 espermatozoides. Barras: A e C = 200 µm; B = 50 µm; D = 10 µm. 
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Os corpos acessórios, envolvendo parcialmente o axonema, exibem uma porção eletrondensa 

com aspecto fusiforme ou subtriangular em corte transversal, e uma expansão (“puff like”) em 

forma de “C” – mais desenvolvida do lado do DM maior – composta por um material menos 

compacto e, na cavidade do “C”, outro material ainda mais frouxo (Figs. 3E, 4F e 5E). No 

final do flagelo, os corpos acessórios terminam primeiro (Fig. 3F), em seguida o DM menor 

(Figs. 3G e 4G), depois o DM maior, então o axonema, que desorganizou antes do término do 

DM maior (Figs. 3H e 4H). Ainda nessa região do flagelo, uma camada de material denso, 

circundando o axonema e parcialmente o DM maior é observada (Figs. 3G–H e 4G–H). É 

possível notar na microscopia de luz que, quando os componentes do flagelo são separados 

pela manipulação, dois deles permanecem unidos nessa extremidade. 

Apesar das similaridades que definem um padrão geral, algumas particularidades podem 

ser observadas nos testículos, no tamanho e no arranjo dos componentes estruturais dos 

espermatozoides, como será descrito a seguir. 

 

3.1. Erotylini 

 

Em I. flavovittatus e I. rubidus, quando os cistos se rompem, os espermatozoides se 

espalham por todo o testículo, entre os cistos ainda em desenvolvimento (Fig. 2A–B). Ainda, 

nos ductos deferentes dos indivíduos dessas duas espécies não foram observadas regiões 

correspondentes à vesícula seminal. Os espermatozoides de I. abdominalis, I. flavovittatus e I. 

rubidus têm cerca de 880 µm (núcleo: 35 µm), 470 µm (núcleo: 37 µm) e 400 µm (núcleo: 35 

µm) de comprimento, respectivamente (Fig. 1A–C). O acrossomo apresenta uma camada 

extracrossomal discreta; em corte transversal, tem formato elíptico a quase circular, e aparenta 

ter a base contínua com a extremidade anterior do núcleo (Fig. 3A). O núcleo é 

uniformemente preenchido por cromatina densamente compactada (Fig. 3B) e, na sua 

extremidade posterior, ele é chanfrado e, próximo a uma das calhas laterais, há um recuo onde 

se aloja a extremidade anterior do DM maior e um discreto material do adjunto do centríolo 

(Fig. 3C). Logo depois surge o DM menor (Fig. 3D) e, depois da extremidade posterior do 

núcleo, surgem o axonema e os dois corpos acessórios (Fig. 3E).  
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Figura 3 – Cortes transversais em espermatozoides de Iphiclus flavovittatus (Duponchel) (A–C, E, F e H) e 
Iphiclus abdominalis (Olivier) (D e G), sob microscopia eletrônica de transmissão. (A) Acrossomo mostrando 
perfuratório (p), vesícula acrossomal (va) e camada extracrossomal (ea). (B) Núcleo (n) com cromatina 
homogeneamente compacta; note as calhas laterais (asteriscos). (C, D) Região de transição núcleo-flagelo 
mostrando um recuo do núcleo (n), onde surge a ponta anterior do derivado mitocondrial maior (dM) e, 
posteriormente, o derivado mitocondrial menor (dm). Note o adjunto de centríolo (ac) discreto. (E) Flagelo 
mostrando axonema (ax), dois corpos acessórios (ca) e dois derivados mitocondriais assimétricos e dois corpos 
acessórios (ca). Observe um derivado maior (dM), oposto ao axonema, e um derivado menor (dm), deslocado 
lateralmente, ambos com uma região central menos eletrondensa (asteriscos em E e F). Nos corpos acessórios 
(ca); note uma expansão com um material menos compacto (cabeças de seta brancas) e uma região amorfa ainda 
menos densa (cabeças de seta pretas). (F–H) Porção final do flagelo. Observe que os corpos acessórios terminam 
primeiro (F), porteriormente, o derivado menor (G) e o derivado maior, restando apenas o axonema (ax) 
desorganizado (H); note, em G e H, uma camada densa (seta) unindo os elementos flagelares. Barras: 100 nm. 

 
 

3.2. Tritomini 

 

Nas espécies examinadas de Tritomini, quando os cistos se rompem ao final da 

espermiogênese, os espermatozoides não se espalham por todo o testículo, sendo observados 

apenas próximo à saída para o ducto deferente (Fig. 2C). Uma região dilatada do ducto 

deferente, que corresponde à vesícula seminal, foi observada. Os espermatozoides de My. 

trifasciatus, P. signatus e T. brasiliensis, têm cerca de 177 µm (núcleo: 22 µm), 195 µm 

(núcleo: 13 µm) e 165 µm (núcleo: 22 µm) de comprimento, respectivamente (Fig. 1D–F). O 

acrossomo é mais afilado, achatado e curvado na extremidade anterior, ao mesmo tempo que 

a camada extracrossomal se torna mais espessa e com projeções laterais (Fig. 4A–B). A base 

do perforatório se insere em uma cavidade excêntrica na ponta do núcleo. O núcleo, ainda que 

preenchido por cromatina compactada, apresenta pequenas regiões eletronlúcidas (Fig. 4C). 

Diferentes das espécies anteriores, a extremidade anterior do DM maior está inserida em uma 
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cavidade excêntrica na base do núcleo, entre as duas calhas laterais (Fig. 4D). A porção 

posterior de núcleo que circunda o DM maior vai diminuindo até que as duas estruturas 

assumem formato de meia-lua e se posicione lado a lado associadas pelas faces planas (Fig. 

4E). O DM menor aparentemente surge depois da extremidade final do núcleo, junto com o 

axonema. 

 

 
Figura 4 – Cortes transversais em espermátide e espermatozoides de Mycotretus trifasciatus Guérin (A e C), 
Pselaphacus signatus Guérin-Méneville (D) e Triplax brasiliensis (Guérin) (B e E–H) sob microscopia 
eletrônica de transmissão. (A, B) Acrossomo mostrando perfuratório (p), vesícula acrossomal (va) e camada 
extracrossomal (ea); note o corte na região apical (A), mais achatado do que na base (B), e com projeções 
laterais da camada extracrossomal. (C) Núcleo (n) com cromatina homogeneamente compacta; note as calhas 
laterais (asteriscos) e as cavidades no núcleo (setas brancas). (D, E) Região de transição núcleo-flagelo 
mostrando o derivado mitocondrial maior (dM) surgindo dentro do núcleo (n), abraçado por ele (D), e 
posteriormente (E), quando a extremidade final do núcleo já está menor e não envolve mais o derivado 
mitocondrial. (F) Flagelo mostrando axonema (ax), dois derivados mitocondriais assimétricos e dois corpos 
acessórios (ca). Observe os derivados mitocondriais com uma região central menos eletrondensa (asteriscos). (G, 
H) Porção final do flagelo. Observe que derivado menor termina primeiro (G) e, posteriormente, o derivado 
maior, restando apenas o axonema (ax) desorganizado (H), note que uma camada densa (seta preta) une os 
elementos flagelares. Barras: 100 nm. 
 
 
3.3. Megalodacnini 

 

Em Me. indica, como nos Erotylini, quando os cistos se rompem os espermatozoides se 

espalham por entre os cistos em todo o testículo. Nesta espécie, os espermatozoides têm 

aproximadamente 257 µm, dos quais 22 µm representam o núcleo (Fig. 1G). A estrutura geral 
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dos espermatozoides nesta espécie é quase a mesma dos Tritomini (Fig. 5). O DM maior, 

como nos Tritomini, tem a extremidade anterior inserida em uma cavidade excêntrica na base 

do núcleo (Fig. 5C–D), entre suas duas calhas laterais, mas mais próxima a uma delas. 

 

 
Figura 5 – Cortes longitudinal (A) e transversais (B–E) em espermatozoides de Megalodacne indica (Linnaeus) 
sob microscopia eletrônica de transmissão. (A) Região apical do acrossomo, mostrando perfuratório (p), vesícula 
acrossomal (va) e camada extracrossomal (ea). (B) Núcleo (n) com cromatina homogeneamente compacta; note 
as calhas laterais (asteriscos) e as cavidades no núcleo (setas). (C, D) Região de transição núcleo-flagelo 
mostrando o derivado mitocondrial maior (dM) surgindo dentro do núcleo (n), abraçado por ele (C), e 
posteriormente (D), quando a extremidade final do núcleo já não envolve completamente o derivado 
mitocondrial. (E) Flagelo mostrando axonema (ax), dois derivados mitocondriais assimétricos e dois corpos 
acessórios (ca). Barras: 100 nm. 
 
 

4. Discussão 

 

A anatomia dos testículos de todos os táxons examinados segue o mesmo padrão 

descrito por McHugh et al. (1997) para Me. heros. A organização dos cistos testiculares e o 

número de espermatozoides por cisto foram as mesmas em todas as espécies. No entanto, 

espermatozoides maduros e individualizados espalhados por toda área interna dos testículos 

foram notados apenas em I. flavovittatus, I. rubidus (Erotylini) e Me. indica (Megalodacnini). 
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Essa característica incomum está, provavelmente, relacionada com a ausência de uma vesícula 

seminal diferenciada. Os testículos não são, originalmente, locais de armazenamento e 

maturação de espermatozoides, assim, nas espécies em que não ocorrem vesículas conspícuas 

ou diferenciadas, é possível que os testículos desempenhem o papel de reservatórios, i.e., 

onde os espermatozoides maduros permanecem e, aos poucos, vão passando para os ductos 

deferentes à medida que estes esvaziam devido às cópulas.  

Os tamanhos médios dos espermatozoides foram diferentes entre as três tribos, embora 

similares dentro de cada tribo; exceto em I. abdominalis, cujos espermatozoides são 

aproximadamente duas vezes mais longos em relação às outras duas espécies de Iphiclus 

(Erotylini).  

O padrão ultraestrutural dos espermatozoides pode oferecer bons caracteres 

diagnósticos (Dias et al., 2013a). Nos flagelos dos espermatozoides de Erotylidae observamos 

uma expansão dos corpos acessórios conhecida como “puff-like”, que também ocorre em 

outros Cucujoidea, e.g., Carpophilus hemipterus (Nitidulidae) e Cryptolestes ferrugineus 

(Laemophloeidae) (obs. pes.). Tal característica foi também observada em Curculionoidea 

(ver Burrini et al., 1988; Lino-Neto e Dolder, 1995; Jamieson et al., 1999) e Chrysomeloidea 

(ver Baccetti e Daccordi, 1988; Jamieson et al., 1999), mas não ocorre nos táxons já 

examinados de Tenebrionoidea (ver Dias et al., 2013a, 2015, 2021; Nardi et al., 2013; Folly et 

al., 2021). Na hipótese de Robertson et al. (2015), Cucujoidea + (Curculionoidea + 

Chrysomeloidea) formam um clado, enquanto Tenebrionoidea seria um grupo 

filogeneticamente mais distante. Portanto, é possível que a presença de “puff-like” seja uma 

sinapomorfia compartilhada por Cucujoidea + (Curculionoidea + Chrysomeloidea).  

Em geral a ultraestrutura dos espermatozoides é bastante similar ou pode exibir 

variações discretas em níveis taxonômicos abaixo de família. Aqui observamos diferenças 

entre as tribos examinadas, especialmente na região de transição entre o núcleo e o flagelo. 

Em Erotylini, por exemplo, o núcleo chanfrado forma um recuo lateral que abriga as 

extremidades anteriores dos derivados mitocondriais, especialmente do derivado maior; 

enquanto em Tritomini e Megalodacnini, o derivado maior é inserido em uma cavidade na 

base do núcleo. Chrysomeloidea (Baccetti e Daccordi, 1988) e de muitos Curculionoidea – 

exceto Curculioninae e Apionidae – (ver Burrini et al., 1988; Lino-Neto e Dolder, 1995). 

Ainda, o núcleo é completamente preenchido por cromatina em Erotylini, mas é cavitado em 

Tritomini e Megalodacnini. 

De acordo com as hipóteses filogenéticas atuais, Erotylini e Megalodacnini representam 

grupos monofiléticos (Węgrzynowicz, 2002; Leschen, 2003; Robertson et al., 2004), e o 
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padrão ultraestrutural dos espermatozoides, revelado aqui, concorda com essa hipótese. 

Apesar do monofiletismo de Erotylini ser suportado por dados morfológicos e moleculares, o 

gênero Iphiclus – que atualmente inclui 10 subgêneros (Alvarenga, 1994) – seria parafilético 

segundo Robertson et al. (2004) e carece de revisão taxonômica. Cabe notar que os 

subgêneros de Iphiclus foram estabelecidos com base em características superficiais (e.g. 

forma do corpo), em antigos trabalhos de taxonomia (e.g. Crotch, 1876; Kuhnt, 1909), sem 

uma metodologia cladística e, portanto, sem suporte filogenético. As três espécies de Iphiclus 

amostradas neste estudo pertencem ao mesmo subgênero (Iphiclus Chevrolat), no entanto as 

diferenças encontradas entre I. abdmoninalis (tanto no comprimento dos espermatozoides 

quanto na ausência de espermatozoides maduros e individualizados espalhados pelo testículo) 

e as outras duas espécies de Iphiclus examinadas, sugere que elas talvez pertençam a grupos 

ou subgrupos distintos, o que deverá ser verificado em futuros estudos filogenéticos sobre o 

gênero.  

Tritomini, por sua vez, constitui um grupo artificial em todos os cenários (ver 

Węgrzynowicz, 2002; Leschen et al., 2010; Robertson et al., 2004; Pecci-Maddalena et al., 

2020). É importante notar que as três espécies examinadas dessa tribo, provavelmente, 

pertencem ao mesmo complexo morfológico, i.e., um potencial clado, definido por 

similaridades morfológicas no aparelho bucal, metendosternito, genitália, dentre outras 

estruturas (Pecci-Maddalena et al., 2020; Pecci-Maddalena com. pess.). O padrão morfológico 

similar verificado na ultraestrutura dos espermatozoides de My. trifasciatus, P. signatus e T. 

brasiliensis, está de acordo com a hipótese de que essas, e outras espécies dentro de 

Tritomini, podem ser proximamente relacionadas. As similaridades morfológicas observadas 

na ultraestrutura dos espermatozoides de Megalodacne indica (Megalodacnini) e os Tritomini 

examinados também são congruentes com a hipótese de Węgrzynowicz (2002), que coloca 

Megalodacnini (+ Encaustini), de maneira parafilética, dentro de Tritomini. 

É importante notar que as três hipóteses filogenéticas disponíveis para Erotylidae foram 

publicadas há quase duas décadas (ver Węgrzynowicz, 2002; Leschen, 2003; Robertson et al., 

2004) e novos caracteres e táxons precisam ser examinados e analisados para a proposição de 

novas hipóteses sobre as relações evolutivas dentro da família, especialmente à luz das 

mudanças classificatórios recentes em Cucujoidea (ver Robertson et al., 2015).  

Estudos sobre a ultraestrutura dos espermatozoides de espécimes coletados em campo e 

que, muitas vezes, ocorrem em um intervalo de tempo curto ao longo do ano – como é o caso 

de Erotylidae – dificultam o aumento da amostragem taxonômica utilizada. Ainda assim, 
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representantes das três tribos de Erotylinae presentes na região Neotropical foram amostrados 

aqui.  

 

5. Conclusão 

 

Em conclusão, mostramos que a morfologia testicular e dos espermatozoides podem fornecer 

dados importantes para a sistemática de Erotylidae. Características ultraestruturais, como as 

calhas laterais no núcleo, ainda não foram observadas em nenhum outro táxon de Coleoptera, 

e pode caracterizar os espermatozoides dessa família – ou, pelo menos, dessa subfamília. As 

especificidades da região de transição núcleo-flagelo também colocam Tritomini e 

Megalodacnini mais próximas entre si do que qualquer uma delas com Erotylini. As 

características morfológicas encontradas aqui podem, futuramente, ser incorporadas em 

matrizes filogenéticas de dados morfológicos em Erotylidae. 
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CAPÍTULO III – ENDOMYCHIDAE 
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Sistema reprodutor masculino, espermiogênese e espermatozoides em uma espécie de 

Stenotarsus Perty (Coccinelloidea: Endomychidae) 

 

Camila Folly, Ítalo S.C. Pecci-Maddalena, José Lino-Neto 

 

Resumo 

 

Endomychidae são besouros considerados estreitamente relacionados aos Coccinellidae 

e, historicamente, ambas as famílias eram classificadas dentro da superfamília Cucujoidea, 

incluídos na Série “Cerylonid”. Desde a recente redefinição de Cucujoidea, a série tem sido 

reconhecida como uma superfamília independente, Coccinelloidea, considerada monofilética. 

No entanto, não existe consenso sobre suas relações internas e existem inúmeros problemas 

taxonômicos a serem resolvidos. Endomychidae têm um histórico taxonômico com muitas 

mudanças de classificação e movimento de táxons entre subfamílias. Até o momento, em 

Endomychidae, há trabalhos descrevendo a terminália abdominal em muitos táxons, mas 

nenhum descreveu as características ultraestruturais dos espermatozoides de Endomychidae – 

ou de qualquer outra família dentro de Coccinelloidea, que não Coccinellidae. Aqui, 

descrevemos, pela primeira vez, o sistema reprodutor e os espermatozoides em um 

representante de Stenotarsus (Endomychidae), um gênero com grande número de espécies, 

encontrado na região Neotropical. Mostramos as principais semelhanças entre os 

espermatozoides de Endomychidae e Coccinellidae: um acrossomo seguido de um corpo 

basal, que dá origem a um axonema com 9+9+2 microtúbulos, e um núcleo que corre paralelo 

aos componentes flagelares. Além disso, nossos estudos histológicos revelaram a presença de 

uma bomba ejaculatória, que parece ocorrer outros táxons de Endomychidae e Anamorphidae 

(Coccinelloidea), mas não em Coccinellidae. as estruturas descritas aqui jogam luz sobre o 

conhecimento morfológico em Endomychidae e podem auxiliar em futuros estudos 

taxonômicos em Coccinelloidea. 

 

 

 

 

 

 

1. Introdução 
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Os Endomychidae são besouros, em sua maioria micetófagos, considerados estreitamente 

relacionados aos Coccinellidae (Tomaszewska 2000a, 2010). Ambas as famílias, 

historicamente, estiveram classificadas dentro da superfamília Cucujoidea, incluídos na Série 

“Cerylonid”, originalmente proposta por Crowson (1955). Estudos moleculares e pesquisas 

abrangentes em Cucujoidea resultaram na separação da antiga Série “Cerylonid” (Hunt, 2007; 

Bocak, 2014; Robertson et al., 2015) e, desde o estudo de Robertson et al. (2015), a série tem 

sido reconhecida como uma superfamília independente, Coccinelloidea, considerada 

monofilética. 

 A classificação atual de Endomychidae é baseada em dados morfológicos, a partir das 

análises cladísticas realizadas por Tomaszewska (2000a, 2005, 2010) e na filogenia molecular 

de Robertson et al. (2015). Essa classificação reconhece cerca de 90 gêneros e mais de 1600 

espécies distribuídas em 9 subfamílias: Cyclotominae, Danascelinae, Endomychinae, 

Epipocinae, Leiestinae, Lycoperdininae, Merophysiinae, Pleganophorinae e Xenomycetinae 

(Robertson et al., 2015; Tomaszewska et al., 2018b), com máxima diversidade em regiões 

tropicais e subtropicais (Shockley et al., 2009, Robertson et al., 2015; Bouchard et al., 2017; 

Tomaszewska et al., 2018b). Apesar dessa diversidade, o estudo morfológico de 

Endomychidae na região Neotropical tem sido negligenciado há décadas. 

Desde o estabelecimento de Coccinelloidea como superfamília, diversas hipóteses de 

relacionamentos foram propostas para seus grupos internos. Porém, não existe consenso sobre 

essas relações e existem vários problemas taxonômicos a serem resolvidos (ver Robertson et 

al., 2015). Apesar das pesquisas que envolvem a descrição dos espermatozoides de 

Coccinellidae (e.g., Wang, 1998; Dallai et al., 2017, 2018, 2019; Dias et al. 2020), não 

existem informações sobre essas estruturas para os outros táxons de Coccinelloidea, como é o 

caso de Endomychidae. 

Endomychidae têm um histórico taxonômico com muitas mudanças de classificação e 

movimento de táxons entre subfamílias, e muitos grupos necessitam de revisão taxonômica. 

As análises cladísticas de Endomychidae conduzidas por Tomaszewska (2000a, 2005) 

forneceram inúmeros caracteres morfológicos e propuseram alguns agrupamentos de espécies. 

No entanto, até hoje, nenhum trabalho descreveu as características ultraestruturais dos 

espermatozoides de Endomychidae – ou de qualquer outra família dentro de Coccinelloidea, 

que não Coccinellidae. Deste modo, o objetivo deste trabalho é descrever o sistema reprodutor 

e os espermatozoides em um representante de Stenotarsus Perty (Endomychidae), um gênero 
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com ~ 250 espécies (Shockley et al., 2009a; Arriaga-Varela et al., 2013) e tipicamente 

encontrado em áreas florestais na região Neotropical. 

 

2. Material e Métodos 

 

Indivíduos de Stenotarsus sp. (Fig. 1A) foram coletados em dezembro de 2019, sobre 

fungos em troncos de árvores, em dias ensolarados que sucederam um período chuvoso. As 

coletas foram realizadas na Mata do Paraíso, pertencente à Universidade Federal de Viçosa, 

no município de Viçosa, MG, Brasil (S20° 45’, W42° 52’). Posteriormente, foram 

fotografados em estereomicroscópio Zeiss Discovery V20 equipado com câmera digital Zeiss 

AxioCam 506, no Laboratório de Sistemática e Biologia de Coleoptera (LabCol) da UFV. 

 

2.1. Microscopia de Luz 

 

Machos sexualmente maduros de Stenotarsus sp. foram dissecados em tampão fosfato 

de sódio 0,1 M e pH 7,2 (PBS). Para examinar a histologia dos testículos, vesícula seminal e 

bomba ejaculatória, a fixação foi feita em glutaraldeído 2,5% em PBS por 24 horas. Em 

seguida, as amostras foram lavadas no mesmo tampão, pós-fixadas em tetróxido de ósmio 

1%, desidratadas em série crescente de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) e incluídas em 

historesina Leica. Cortes semifinos (0,5 µm) foram obtidos em micrótomo automático com 

navalhas de vidro, montados em lâminas histológicas e corados com solução filtrada de 

Giemsa 1:15 em água destilada. Para observar os cistos dentro dos folículos testiculares, 

alguns folículos foram individualizados depois da fixação, lavados, colocados sobre lâmina 

histológica e coberto com lamínula sobre uma solução de DAPI + meio de montagem. 

Para determinar o comprimento total dos espermatozoides e de suas regiões, vesículas 

seminais foram transferidas para uma gota de PBS sobre lâminas histológicas, onde os 

espermatozoides foram espalhados. Em seguida, as amostras foram lavadas com água 

destilada, secas à temperatura ambiente, coradas com Giemsa e fotografadas. Para determinar 

os tamanhos dos núcleos, algumas amostras foram coradas com solução de DAPI + meio de 

montagem e cobertas com lamínula. 

As ilustrações do aparelho reprodutor foram feitas a partir das dissecções e observações 

em estéreomicroscópio e, no caso da bomba ejaculatória, a reconstrução foi feita a partir de 

cortes histológicos sequenciais. Todas as imagens foram obtidas em microscópio Olympus 

BX-60 equipado com câmera digital Olympus Q-Color3 e, para lâminas coradas com DAPI, 



50 

 

equipado também com filtro de excitação BP 360-370 nm. Para imagens histológicas, vários 

quadros foram capturados com lentes de 40x ou 100x e montados em imagens panorâmicas. 

As medições do comprimento dos espermatozoides foram obtidas usando o software Image-J 

(http://rsbweb.nih.gov/ij/), e a média foi calculada a partir do número de células íntegras 

analisadas (n = 18) a partir de 5 indivíduos. 

 

2.2. Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 

Para observar a ultraestrutura dos espermatozoides, folículos testiculares e vesículas 

seminais foram dissecados em PBS e fixados em solução de glutaraldeído 2,5% com sacarose 

2% em PBS. As amostras foram lavadas em água destilada e pós-fixadas em tetróxido de 

ósmio 1%. Em seguida, foram desidratadas em série crescente de etanol, em acetona 100%, e 

incluídos em resina Epoxi (Epon 812). Cortes ultrafinos (~ 60 nm) foram obtidos em 

ultramicrótomo automático RMC Power Tome-X com navalha de diamante, colocados em 

grades de cobre e contrastados com acetato de uranila 3% e citrato de chumbo 0,2%. Todas as 

amostras foram observadas e fotografadas em microscópio eletrônico de transmissão (Zeiss 

EM109), operando a 80 kV, no Núcleo de Microscopia e Microanálise da UFV. 

 

3. Resultados 

 

3.1. Sistema Reprodutor Masculino 

 

O sistema reprodutor masculino de Stenotarsus sp. (Fig. 1B–C) consiste em um par de 

testículos, seguido por duas vesículas seminais bem desenvolvidas. Os dois ductos deferentes 

pós-vesiculares desembocam na extremidade anterior de um ducto ejaculatório único 

juntamente com, e ao lado de, dois pares de glândulas acessórias. Na porção posterior do 

ducto ejaculatório há uma bomba ejaculatória e, então, o edeago. 
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Figura 1 – Indivíduo macho (A) e aparelho genital (B, C) de Stenotarsus sp. (B) Desenho esquemático do 
sistema reprodutor mostrando testículos (t), vesículas seminais (vs), ducto deferente pós-vesicular (dpo), 
glândulas acessórias (g1, g2), ducto ejaculatório (dej) e bomba ejaculatória (bej). No detalhe à direita, de um 
testículo sem a cápsula testicular, note o formato dos folículos (fol) e como cada um deles desemboca no ducto 
deferente pré-vesicular (dpe) por meio do ducto eferente (de). (D) Bomba ejaculatória seguida do pênis (pe). 
Extremidade final do ducto ejaculatório (dej); saco interno (si). Barras: A = 1mm; B, C= 0,5 mm. 
 

Cada testículo é composto por cerca de 22 folículos piriformes, com uma porção 

globosa maior e uma constrição, seguida por uma porção menor, também globosa, seguida de 

um ducto eferente curto (Figs. 1B, detalhe, e 3A). Os folículos testiculares estão dispostos 

lado a lado ao longo da porção pré-vesicular delgada e longa do ducto deferente; como 

resultado desse arranjo, a porção pré-vesicular do ducto deferente é espiralada (Fig. 1B, 

detalhe). Nos folículos, internamente, são observados cistos em diferentes estágios da 

espermatogênese (Fig. 3A–B).  

Logo após a porção espiralada do ducto deferente – onde desembocam os folículos 

testiculares – há um alargamento conspícuo que corresponde à vesícula seminal (Fig. 1B).  
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Figura 2 – Bomba ejaculatória de Stenotarsus sp. (A) Desenho esquemático representando um corte longitudinal 
mostrando a espessa camada muscular (m) e o ducto ejaculatório (seta) atravessando assimetricamente a bomba 
ejaculatória (bej). As letras à esquerda representam a altura aproximada dos cortes transversais a seguir (B–G). 
Os números romanos representa as porções do ducto ejaculatório descritas no texto: (i) (B–C) a porção anterior; 
(ii) (D–F) porção dentro na bomba ejaculatória, quando a camada muscular não envolve diretamente o ducto; 
(iii) (G–H) porção pós-bomba ejaculatória, onde a camada muscular se projeta posteriormente formado um canal 
por onde passa o ducto ejaculatório.  Barras: 200 µm. 
 

Cada vesícula possui uma porção dobrada, que fica coberta pela cápsula conjuntiva 

juntamente com os folículos testiculares, e uma porção não coberta (compare Fig. 1B e o 

detalhe). Nos indivíduos sexualmente maduros, a vesícula seminal fica completamente 

preenchida por espermatozoides já individualizados (Fig. 3C, D). A porção pós-vesicular do 

ducto deferente também é delgada – porém, não tanto quanto sua porção pré-vesicular – e 

alcança o ducto ejaculatório concomitante com as glândulas acessórias (Fig. 1B). 
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Dois pares diferentes de glândulas acessórias (Fig. 1B) estão associados à extremidade 

anterior do ducto ejaculatório, lado a lado com os ductos deferentes: um par é branco, opaco e 

longo, com uma constrição próximo à sua porção anterior, e o outro par é curto, sinuoso – em 

forma de "s" – e translúcido. 

O ducto ejaculatório é longo (Fig. 1B), e sua porção posterior atravessa o pênis até a 

extremidade posterior do saco interno (Fig. 1C). Esse ducto é revestido internamente por 

cutícula e, ao longo do seu comprimento, são observadas as seguintes porções distintas: (i) a 

porção mais anterior é longa, envolvida por uma camada muscular circular e se insere no 

bulbo ejaculatório (Figs. 1B, 2A–C); (ii) em seguida, essa camada muscular forma uma 

invaginação e, deixando de envolver o ducto ejaculatório,  forma a bomba ejaculatória, que é 

larga e globosa (Figs. 1B–C e 2A); (iii) posteriormente a camada muscular da bomba 

ejaculatória se estreita formando um canal curto através do qual passa o ducto ejaculatório 

(Fig. 2A, D–F); (iv) a porção final do ducto ejaculatório é longa, atravessa o interior do pênis 

e se estende quase até a região posterior do saco interno (Fig. 1C).  

 

3.2. Espermiogênese e Espermatozoides 

 

Os cistos no estágio inicial da espermatogênese ocupam principalmente a região apical 

dos folículos (Fig. 3A). À medida que as espermátides se alongam dentro dos cistos, eles 

passam a ocupar a periferia dos folículos (Fig. 3B). Conforme a espermiogênese avança e as 

células vão eliminando o citoplasma, os cistos se movem em direção à saída do folículo que é 

o início do ducto eferente (Fig. 3B). 

Logo no início da espermiogênese, nas espermátides ainda jovens e esféricas, as 

mitocôndrias se fundem formando o nebenkern (Fig. 4A). Imediatamente depois, este se 

separa em dois complexos mitocondriais (Fig. 4B) e, então, darão origem a dois derivados 

mitocondriais iguais nos espermatozoides (Fig. 5G). É possível identificar, próximo ao núcleo 

ainda esférico, um material do adjunto do centríolo fortemente corado (Fig. 4C, cabeças de 

setas). O núcleo assume diferentes formas à medida que se alonga durante a espermiogênese, 

variando desde esférico nas espermátides inicias, passando por uma fase fusiforme nas 

espermátides medianas e tardias (Fig. 4D), até se alongar completamente e assumir uma 

posição lateral aos elementos flagelares (Fig. 5E–G). Enquanto as espermátides ainda estão 

alongando, percebe-se uma espécie de “bolha” encaixada em uma depressão formada 

lateralmente na metade posterior do núcleo, que desaparece no espermatozoide maduro. Ao 

final da espermiogênese, cada cisto contém até 128 espermatozoides (Fig. 4E).  
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Figura 3 – Folículo testicular e espermatozoides de Stenotarsus sp. (A) Corte longitudinal de um folículo 
testicular mostrando cistos em diversos estágios da espermatogênese (c1, c2 e c3). (B) Montagem total de folículo 
testicular corado com DAPI, mostrando cistos em estágios avançados da espermiogênese (c4). (C–D) Corte 
longitudinal (C) e transversal (D) das vesículas seminais; note o epitélio vesicular (ep) espesso e os 
espermatozoides preenchendo completamente o lúmen. (E–E’) O mesmo espermatozoide corado com Giemsa 
(E) e DAPI (E’); note as regiões distintas: acrossomo (seta preta), região anterior (ra), região núcleo-flagelo (nf) 
e porção final (seta azul). Barras: 100 µm. 
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Figura 4 – Cortes histológicos de folículos testiculares mostrando detalhes da espermiogênese em Stenotarsus sp. 
(A) Espermátides jovens evidenciando nebenkern (ne) e núcleo (n). (B) Em seguida, o nebenkern se separa 
formando dois complexos mitocondriais (cm1 e cm2) próximos ao núcleo (n). (C) Detalhe de espermátides 
mostrando núcleo (n), ainda esférico, e o material do adjunto do centríolo (cabeça de seta).  (D) Em uma fase 
mais avançada da espermiogênese, os núcleos (n) estão fusiformes e os flagelos (f) também estão se alongando; 
é possível notar uma “bolha” pouco densa associada à metade posterior do núcleo (asterisco). (E) Cistos (c) em 
estágio avançado da espermiogênese, com até 128 espermatozoides cada. 
 

Os espermatozoides de Stenotarsus sp. são muito longos, com aproximadamente 1230 

µm de comprimento (Fig. 3E). À microscopia de luz, é possível observar uma porção anterior 

longa e bastante delgada medindo aproximadamente 470 µm, seguida de uma porção mais 

longa e espessa, em geral, bastante ondula medindo por volta de 760 µm, em que o núcleo 
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está ao lado dos elementos flagelares (Fig. 3E’). A parte final do espermatozoide, onde o 

núcleo já não está presente, tem apenas cerca de 13 µm de comprimento (Fig. 3E).  

 

 
Figura 5 – Cortes transversais de espermatozoides de Stenotarsus sp. sob microscopia eletrônica de transmissão. 
(A) Acrossomo mostrando perforatório (p), vesícula acrossomal (va) e uma camada de material circundante 
(cabeça de seta). (B) Região anterior mostrando o corpo basal (cb); note uma extensão lateral do acrossomo 
(cabeça de seta branca), e a camada circundante (cabeça de seta preta), agora mais espessa. (C–D) Axonema com 
resquícios da extensão do acrossomo (cabeça de seta branca) e da camada circundante (cabeça de seta preta) (C), 
e uma região posterior sem esses elementos (D). (E–G) Região núcleo-flagelo. Note que anteriormente os 
derivados mitocondriais (dm) aparecem de ambos os lados do núcleo (n) (E); posteriormente eles aumentam em 
diâmetro (F), até ocuparem mais da metade do diâmetro total nessa região e envolverem completamente o núcleo 
(G). Os corpos acessórios (ca) aparecem sempre ao lado do axonema. (H) Extremidade posterior do flagelo, 
onde o núcleo já não está presente. (I) Extremidade final do espermatozoide, apenas com axonema já 
desorganizado. Barras: 200 nm. 

 

À microscopia de eletrônica foi possível observar que na extremidade anterior da porção 

delgada está o acrossomo com o perforatório medindo aproximadamente 17 µm. 

Imediatamente depois do acrossomo tem-se o corpo basal (Fig. 5B), ambos revestidos pelo 

mesmo material, que é mais delgado no acrossomo que no corpo basal. No axonema, contínuo 
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com corpo basal, já é possível notar o padrão 9+9+2 microtúbulos (Fig. 5C–D). A porção 

espessa e longa é a região onde estão os componentes do flagelo e, paralelamente a eles, um 

núcleo bastante delgado (Fig. 5E–G). Na região do flagelo, além do axonema e do núcleo, 

ocorrem dois derivados mitocondriais simétricos e dois conspícuos corpos acessórios (Fig. 

5E–G). No início do flagelo (Fig. 5E), os derivados mitocondriais são aproximadamente ovais 

e têm diâmetro um pouco menor do que o diâmetro do axonema. Ainda nessa região, os 

corpos acessórios, situados na lateral e entre o axonema e os derivados mitocondriais, 

circunda mais da metade do axonema e tem projeções que conectam os derivados e o núcleo 

(Fig. 5E). Então, os derivados mitocondriais, agora com diâmetro por volta de três vezes 

aquele do axonema, e tornam-se alongados, justapostos e situado entre o núcleo axonema 

(Fig. 5F). Em alguma região flagelar, os derivados mitocondriais tornam-se subtriangulares e 

curvados, abraçando completamente o núcleo que é o componente mais delgado do (Fig. 5G). 

Na porção final do flagelo (Fig. 3E), o núcleo é o primeiro a terminar (Fig. 5H) e, finalmente, 

o axonema com seus microtúbulos totalmente desorganizados (Fig. 5I).  

 

4. Discussão 

 

A anatomia dos testículos de Stenotarsus sp. difere de algumas espécies já examinadas 

em outras famílias de Coccinelloidea, e.g., Cryptolaemus montrouzieri (ver Kaufmann, 1996), 

Colleomegila maculata (Nere, com. pes.), Eriopis connexa (Bolivar-Silva, 2020), Epilachna 

clandestina (Dias, com. pes.) e Ep. vigintioctomaculata, Ep. pustulosa e Ep. sparsa (ver 

Ehara, 1952), onde os folículos testiculares – circulares ou levemente alongados – se 

encontram em uma região anterior do ducto deferente. Também difere do padrão observado 

em uma espécie de Bystus (Anamorphidae), cujos testículos são esféricos e unifoliculares 

(obs. pes.). Para fins de comparação, não existem trabalhos, até o momento, que incluam 

dados sobre aparelho reprodutor completo – ou, ao menos, sobre testículos – em 

Endomychidae.  

Tomaszewska (2000a, 2005) conduziu grandes estudos incluindo caracteres 

morfológicos da terminália abdominal em machos e fêmeas; apesar da importância desses 

trabalhos, as descrições para alguns táxons mencionam apenas um “ducto ejaculatório com 

glândula acessória”, sem maiores detalhes (ver Tomaszewska, 2000a). Contudo, as evidências 

histológicas aqui obtidas sobre essa estrutura indicam que a porção dilatada do ducto 

ejaculatório, circundada por uma camada muscular muito espessa, é uma modificação que 

atua como uma bomba ejaculatória, e não há qualquer tipo celular com característica secretora 
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que poderia caracterizá-la como uma glândula. Uma estrutura anatomicamente diferente, 

também com características de bomba ejaculatória, ocorre em Bystus sp. (Anamorphidae) 

(obs. pes.). A bomba ejaculatória constitui uma especialização do ducto ejaculatório para 

transferência do ejaculado ou parte dele (Snodgrass, 1935; Evans, 1961; Jaloszynski e Ruta, 

2021), e é reconhecível por um alargamento no lúmen do ducto ejaculatório e algum grau de 

esclerotização para fixação do músculo compressor (Jaloszynski e Ruta, 2021).   

A bomba ejaculatória tem reconhecido potencial filogenético, por exemplo em Diptera, 

Mecoptera, Siphonaptera, Strepsiptera (Hünefeld e Beutel, 2005) e em diversas famílias de 

Coleoptera (Evans, 1961; Lawrence, 1994; Wanat, 2001; Hünefeld e Beutel, 2005; 

Nasserzadeh et al., 2005; Navarrete-Heredia et al., 2005; Matsumura e Suzuki, 2008; 

Matsumura et al., 2019; Jaloszynski, 2020; Jaloszynski e Ruta, 2021), porém, ainda não havia 

sido descrita em Endomychidae. A robusta filogenia de Coleoptera publicada por Lawrence et 

al. (2011), com mais de 500 caracteres morfológicos, inclui uma extensa matriz de caracteres 

baseada em diversos trabalhos taxonômicos sobre diferentes famílias de besouros. Nota-se 

que Lawrence et al. (2011), baseando-se nas descrições de Tomaszewska (2000a), consideram 

a bomba ejaculatória um caráter “ausente” nos táxons amostrados por eles, incluindo Bystus 

sp. – à época descrito na subfamília Anamorphinae (Endomychidae), hoje incluído em 

Anamorphidae (sensu Robertson et al. (2015)). Possivelmente, a codificação “ausente” tenha 

ocorrido porque a estrutura foi descrita como “glândula”, e não como “bomba ejaculatória”, 

tal como mencionada aqui. O reconhecimento dessa estrutura como uma bomba ejaculatória 

fornece novos elementos a serem explorados em futuras análises filogenéticas baseadas em 

caracteres morfológicos de Endomochyidae e táxons relacionados, por exemplo, 

Anamorphidae.  

 Os espermatozoides de Stenotarsus sp., medindo cerca de 1230 µm, podem ser 

considerados gigantes (ver Pitnick et al., 2009). Dois estudos recentes amostraram 15 espécies 

de Coccinellidae, de quatro subfamílias, e todas exibiram tamanhos expressivamente menores 

dos espermatozoides (105–257 µm) (Dallai et al., 2018; Dias et al., 2020). Os 

espermatozoides do Endomychidae aqui estudado, exibiu características ultraestruturais muito 

semelhantes àquelas descritas para Coccinellidae (Wang, 1998; Dallai et al., 2017, 2018, 

2019; Dias et al. 2020): um acrossomo com perforatório, seguido de um corpo basal, que dá 

origem a um axonema com 9+9+2 microtúbulos, dois derivados mitocondriais, dois corpos 

acessórios e um núcleo que corre paralelo aos componentes flagelares, oposto ao axonema, e 

com um material amorfo conectando todos os elementos da região núcleo-flagelo. No entanto, 

uma diferença notável refere-se aos derivados mitocondriais que, além de envolverem 
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completamente o núcleo por alguma extensão, têm o diâmetro de duas a três vezes maior que 

em Coccinellidae (Wang, 1998; Dallai et al., 2017, 2018, 2019; Dias et al. 2020) ou 

Anamorphidae (obs. pes.). As características mais marcantes dos espermatozoides de 

Stenotarsus sp. são o acrossomo seguido posteriormente pelo corpo basal e o núcleo junto aos 

componentes flagelares, como também observado em Coccinellidae e Anamorphidae – táxons 

estreitamente relacionados a Endomychidae (Robertson et al, 2015; McKenna et al, 2019). 

Tais características parecem preservadas em Coccinelloidea, pelo menos no clado que inclui 

essas três famílias (Endomychidae, Anamorphidae e Coccinellidae) e concordam com o 

monofiletismo da família, proposto nos estudos supracitados. Futuros estudos incluindo mais 

táxons de Endomychidae e de outras famílias de Coccinelloidea precisam ser relizados, a fim 

de contribuir com a resolução de problemas taxonômicos na superfamília. Por ora, as 

estruturas descritas no presente estudo jogam luz sobre o conhecimento morfológico em 

Endomychidae e abre o caminho para futuros trabalhos dessa natureza em Coccinelloidea. 
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CONCLUSÃO GERAL 

 

Os resultados desta tese sobre a morfologia do sistema reprodutor e ultraestrutura dos 

espermatozoides de besouros Cucujiformia das famílias Ciidae (Tenebrionoidea), Erotylidae 

(Cucujoidea) e Endomychidae (Coccinelloidea) evidenciaram tanto características que se 

distribuem dentro de cada superfamília, quanto características particulares, capazes de 

distinguir táxons menores – ao nível de família e tribo (no caso de Erotylidae). Deste modo, 

ressaltamos o potencial do estudo espermatozoides na sistemática dessas famílias de besouros, 

bem como da sua biologia reprodutiva. 
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APÊNDICE 

 

Material suplementar referente ao Capítulo I 
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