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RESUMO

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

Os Coleoptera sdao o grupo de insetos mais diverso € com maior riqueza de espécies. O
sucesso evolutivo dos besouros pode ter sido dirigido pela exploragdo de diferentes recursos
alimentares. Devido a tamanha diversidade e riqueza de espécies, existem problemas internos
em relacdo a sistematica de varios tdxons, como a grande série Cucujiformia, cujos limites sao
dificeis de serem estabelecidos. Muitos estudos utilizando a morfologia do sistema reprodutor
e dos espermatozoides tém sido utilizados na sistematica de varios grupos animais, incluindo
os insetos, pois podem incluir caracteres morfologicos informativos e diferentes daqueles
tradicionalmente usados. Contudo, os trabalhos que descrevem a estrutura e ultraestrutura dos
espermatozoides de besouros ainda estdo concentrados em poucas familias de Coleoptera.
Sendo assim, estes trabalhos tém como objetivo investigar as caracteristicas do aparelho
reprodutor e da morfologia dos espermatozoides de besouros micetofagos das familias Ciidae
(Tenebrionoidea), Erotylidae (Cucujoidea) e Endomychidae (Coccinelloidea), a fim de
contribuir com informacgdes que possam ajudar a entender as relagdes filogenéticas internas de

cada familia, bem como nos Cucujiformia como um todo.

Palavras-chave: Espermiogénese. Erotylidae. = Endomychidae. Ciidae. Besouros

micetobiontes.



ABSTRACT

BAPTISTA, Camila Folly, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2021.
Morphology of the reproductive system and sperm in beetles (Coleoptera, Cucujiformia)

associated with fungi. Advisor: José Lino Neto. Co-advisor: Italo 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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INTRODUCAO GERAL

Besouros e o grupo Cucujiformia

Os Coleoptera sao 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
¢ a mais representativa das quatro subordens de Coleoptera (~ 90% das espécies), e
compreende grandes superfamilias como: Staphylinoidea, Scarabacoidea, Hydrophiloidea,
Buprestoidea, Byrrhoidea, Elateroidea e Bostrichoidea, além do grupo Cucujiformia (Gullan
& Cranston, 2012). Este tltimo, de linhagem monofilética (Hunt et al., 2007; Robertson et al.,
2015), possui mais de 173.000 espécies, e estd atualmente dividido em sete superfamilias:
Lymexyloidea, Tenebrionoidea, Cleroidea, Chrysomeloidea, Curculionoidea, Cucujoidea e
Coccinelloidea (Robertson et al., 2015).

Os besouros do grupo Cucujiformia exibem grande diversidade morfoldgica, ecologica,
e estratégias de alimentagdo variadas, sendo a micofagia uma condic¢ao basal (ver Hunt et al.,
2007; Crowson, 1981; Schigel, 2012). Besouros que se alimentam de fungos estdo
distribuidos em todo o grupo e, dentro de uma mesma superfamilia, existem espécies com
diferentes habitos alimentares (Hunt et al., 2007). Dessa forma, o habito alimentar pode nao
refletir a historia natural dos besouros — por sua grande plasticidade — e ¢, portanto,
inadequado para resolver problemas filogenéticos em grandes taxons. Problemas internos em

relagdo a sistematica sdo dificeis de serem estabelecidos em todo o grupo Cucujiformia.

Ciidae (Tenebrionoidea)

Os ciideos sao uma familia de besouros muito pequenos, com distribuicdo mundial. Eles
vivem em associacao 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). Hipoteses sobre as relagdes de Ciidae com as demais familias
tenebrionoides foram vagamente formuladas e baseadas em caracteres altamente
homoplésticos (Lawrence, 1991). Da mesma forma, as relagdes filogenéticas desta familia

com outros cucujiformes nao sao claras (Lawrence, 1991; Buder et al., 2008).

Erotylidae (Cucujoidea)
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Apesar da sua redefini¢do recente, a classificacdo interna da superfamilia Cucujoidea
ainda ¢ problematica, e sinapomorfias morfoldgicas que sustentem o grupo ainda ndo foram
reconhecidas (Leschen et al., 2005; Robertson et al., 2015). Historicamente, Cucujoidea tem
sido considerada um “lixo taxonOmico” para besouros cujas familias possuem habitos
similares (Leschen et al., 2005; Robertson et al., 2015). Nesta superfamilia existem besouros
que se alimentam de seiva, casca de arvores e fungos diversos. Erotylidae (Cucujoidea) ¢
composta, principalmente, por espécies micetofagas (Leschen & Buckley, 2007; Leschen et
al., 2010). A familia passou por diversas classificagdes sistematicas até ser estabelecida como
a conhecemos (Wégrzynowicz, 2002; Leschen et al., 2005). No entanto, sua organiza¢ao

interna ¢ ainda confusa (Wégrzynowicz, 2002).

Endomychidae (Coccinelloidea)

A antiga série “Cerylonid”, atualmente reconhecida como uma superfamilia,
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 t€ém corroborado o monofiletismo do grupo (e.g.,
Hunt et al., 2007; Robertson et al., 2008; Bocak et al., 2014), mas nao de todas as familias
dentro dele (Hunt et al., 2007). Os besouros desta superfamilia possuem variados hébitos
alimentares (Hunt et al., 2007; glipiﬁski & Lawrence, 2010; Slipiﬁski ¢ Tomaszewska, 2010).
Endomychidae ¢ uma familia quase exclusivamente fungivora, e este microambiente também
lhes serve de refugio, como parte de uma estratégia anti-predatoria (Tomaszewska, 2010). O
grupo tem sido considerado proximamente relacionado a Coccinellidae, porém, carece de
estudos que auxiliem no estabelecimento de suas relagdes internas e com os demais taxons de

Coccinelloidea.

O estudo dos espermatozoides

Hé varias décadas dados morfologicos do sistema reprodutor e dos espermatozoides
vem sendo usados na sistematica de diversos grupos animais. Esses dados constituem um
conjunto de caracteres morfologicos distintos daqueles tradicionalmente usados. Contudo, sdao
poucos os trabalhos que descrevem com detalhes a estrutura e ultraestrutura dos
espermatozoides de besouros e, ainda, eles estdo concentrados em poucas familias. Nos

insetos, a morfologia dos espermatozoides, bem como a espermatogénese, apresentam
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variagoes entre os diferentes grupos, essas variagdes sdo decorrentes de mutacdes acumuladas
ao longo do processo evolutivo, que podem ser relacionadas a filogenia e taxonomia. Sendo
assim, estudos sobre essas células podem trazer informacdes inéditas para os besouros
micetofagos das familias Ciidae (Tenebrionoidea), Erotylidae (Cucujoidea) e Endomychidae
(Coccinelloidea), podendo adicionar dados as superfamilias e ao grupo Cucujiformia como

um todo, auxiliando na compreensao da historia natural desses besouros.

Espermatogénese em insetos e os espermatozoides de besouros

A espermatogénese ¢ um sistema complexo de diferencia¢ao celular que produz células
haploides, os espermatozoides. Neste processo, as espermatogdnias se desenvolvem a partir
de uma célula apical localizada no germario. Ao deixar o germario, a espermatogdnia se
associa a células somaticas formando o cisto, ou espermatogonia definitiva. Entdo, passa por
sucessivas divisdes mitdticas sincronicas, resultando em espermatdcitos primarios que, em
seguinda, passam pelas duas divisdes meidticas, originando as espermatides. Estas
espermatides passam pela espermiogénese, onde sofrem grandes alteracdes morfologicas que
resultam na formagdo de espermatozoides. Nos testiculos dos insetos em geral, as células
germinativas estdo dispostas lado a lado formando um feixe. O numero de
espermatides/espermatozoides por cisto testicular ¢ usualmente constante para uma dada
espécie e representa o nimero de divisdes celulares (as mitoses mais duas divisdes meidticas)
que sofreu cada espermatogdnia. Nos insetos tem sido descritos caracteristicamente cistos
com 16, 32, 64, 128, 256, 512 ¢ 1024; na maioria dos besouros estudados tem sido observados
cistos com 256 espermatides (Phillips, 1974).

A ultraestrutura dos espermatozoides dos coledpteros possui, em geral, caracteristicas
que sdo compartilhadas com outros Neuropteroidea ((Coleoptera + Strepsiptera) +
Neuropterida), como: complexo acrossomal formado por duas ou trés camadas (Jamieson et
al.,, 1999; Nardi et al., 2013), dois derivados mitocondriais, dois corpos acessOrios € um
axonema de 9+9+2 microtibulos com o material intertubular subdividido em dois
compartimentos € com uma estrutura densa em forma de bico aderindo aos tubulos acessorios
(Jamieson et al., 1999; Dallai et al., 2016; Gottardo et al., 2016). No entanto, a ordem
Coleoptera ¢ megadiversa e isso se reflete em muitos modelos de espermatozoides, de modo
que sdo observadas caracteristicas especificas relacionadas a subordens, superfamilias,

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

Decifrar a historia evolutiva dos besouros ¢ um dos grandes problemas na biologia dos
insetos, e estudos que reflitam a historia natural desses insetos sdo desafiadores devido a
riqueza de espécies, as caracteristicas morfoldgicas complicadas e dados moleculares esparsos
(Zhang et al., 2018). Apesar dos inumeros trabalhos utilizando tanto dados morfoldgicos
quanto moleculares, ainda ha muitas dividas em relacdo a classificagdo interna em diferentes
grupos, como o diverso grupo Cucujiformia.

Ao longo do processo evolutivo a espermatogénese e os espermatozoides acumularam
variagoes morfologicas distintas que diferem nos grupos de insetos. O estudo da morfologia
dos espermatozoides tem sido cada vez mais utilizado para resolver problemas taxondmicos ¢
ajudar a estabelecer relagdes 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 as
condi¢des ambientais.

Até o momento, porém, ndo existem (ou existem poucos trabalhos) sobre a morfologia
dos espermatozoides em representantes de Cucujiformia. Especificamente em relagdo as
familias estudadas (Erotylidae, Ciidae e Endomychidae), ndo existem informacdes
disponiveis. Dada sua diversidade, essas familias sdo importantes para o entendimento das
relagdes internas das superfamilias das quais pertencem. Além disso, conforme explorado em
cada capitulo desta tese, cada familia apresenta problemas de classificagdo interna. Deste
modo, investigar a morfologia dos espermatozoides - um complexo estrutural ainda
negligenciado em varios taxons - podera contribuir para futuros estudos morfologicos e

analises filogenéticas para esses grupos de besouros.

OBJETIVO

O objetivo principal desta tese foi investigar as caracteristicas do aparelho reprodutor e
da morfologia dos espermatozoides de besouros micetofagos das familias Erotylidae
(Cucujoidea), Endomychidae (Coccinelloidea) e Ciidae (Tenebrionoidea) a fim de contribuir
com informagdes que possam ajudar a entender as relagdes filogenéticas internas de cada

familia, bem como nos Cucujiformia como um todo.
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Studies on the spermatogenesis of Tenebrionidae beetles (Tenebrionoidea) have shown an unusual or-
ganization of spermatozoa, in which they are arranged antiparallelly within the testicular cysts. Despite
such works, many taxa of Tenebrionoidea remain to be studied, including the minute tree-fungus beetles
(Ciidae). Among the challenges in the study of the internal morphology of ciids is their small body size
(about 2 mm or less), which makes dissections and comparisons extremely arduous, Here, we provide,

’é_f_-‘é"‘;:”'d;: for the first time, an anatomical and histological study of the reproductive system (female and male) and
i a description of sperm structure of Ceracis cornifer Mellié (Ciidae), under light and transmission electron
Sper?'nalhi microscopes. We pointed out the growth of a single oocyte at a time in females, aside of evidences to-

ward a constant copulatory activity that can provide a continuous supply of sperm in their small sper-
matheca. In males, sperm have an antiparallel organization within the cysts, a condition observed so far
only in members of Tenebrionoidea. Furthermore, we observed sperm dimorphism in C comnifer. We
described, for the first time, this characteristic in a Tenebrionoidea taxon, and discussed the possible

Sperm dimorphism
Ultrastructure

relationship between sperm dimorphism and antiparallel organization of sperm.

© 2021 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Morphological data of reproductive system and sperm cells have
been used for decades to understand the phylogenetic relationships
of several taxa, including insects (Burrini et al, 1988; Jamieson
et al, 1999; Dallai, 2014; Dallai et al, 1996, 2005, 2011, 2016;
Lino-Neto et al., 2000). Studies on the spermatogenesis of darkling
beetles (Tenebrionidae: Tenebrionoidea) revealed the formation of
bundles with sperm arranged in an antiparallel organization within
the testicular cysts (Dias et al, 2012; 2013a, b; 2015). This
arrangement can also be observed in Meloidae and Ripiphoridae
(Tenebrionoidea) from the images shown in Nardi et al, (2013),
suggesting that it is a characteristic shared by distinct lineages of
Tenebrionoidea (Dias et al,, 2015). Despite such works, studies on

* Corresponding author.
E-mail address: linoneto@ufv.br (e.]. Lino-Neto).

https:/doi.org/10.1016/}.asd.2021.101088
1467-8039/@ 2021 Elsevier Ltd. All rights reserved.

the reproductive system and sperm cells are lacking in all Tene-
brionoidea families.

Ciidae (Tenebrionoidea) includes about 750 species in 51 genera
distributed in the subfamilies Sphindociinae (with a single mono-
specific genus) and Ciinae (subdivided into three tribes: Orophiini,
Xylographellini and Ciini) (Lopes-Andrade and Grebennikov, 2015;
Souza-Gongalves et al., 2020). Ciids are very small beetles (2 mm or
less), with a worldwide distribution. They live in association and are
feeding on macrofungi known as bracket-fungi (Buder et al., 2008;
Lawrence and Lopes-Andrade, 2010; Antunes-Carvalho et al., 2012;
Oliveira et al,, 2013; Lopes-Andrade and Grebennikov, 2015). There
is only one paper describing the morphology of the male and female
reproductive system in Hadreule blaisdelli (Casey) (Klopfenstein and
Craves, 1992) and a vague citation of the number of testicular fol-
licles in Cis spp. (Lopes-Andrade, 2008). To date, there are no pub-
lished studies on the Ciidae sperm.

C. cornifer (Mellié) (Coleoptera: Ciidae) is one of the four species
from the “furcifer group”, which also includes Ceracis furcifer Mellié,
C. hastifer (Mellié) and C. ruficornis Pic, all of them from the
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Neotropical region (Pecci-Maddalena and Lopes-Andrade, 2017).
Species of this group have a similar body shape and mainly use the
fungus Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill (Polyporaceae) as shelter,
food and oviposition site (Lawrence, 1973; Gumier-Costa et al.,
2003; Graf-Peters et al., 2011; Pecci-Maddalena et al., 2014). The
furcifer group is one of four species-groups within the genus Ceracis,
that includes 52 species and is the second most speciose genus of
Ciidae, surpassed only by Cis Latreille with more than 420 species.
However, the four species-groups within Ceracis represent only 21
of its 54 species, which remain to be studied (Lawrence, 1973, 2016;
Pecci-Maddalena et al., 2014; Pecci-Maddalena and Lopes-Andrade,
2017; Souza-Gongalves and Lopes-Andrade, 2018).

The main goal of this work is to describe the morphology of the
reproductive system, of females and males, and the sperm of
C. comifer (Figs. 1A and 2A), a species widely distributed in the
Neotropical region and frequently collected in basidiomes of
P. sanguineus. The present study sheds light on the internal
morphology and provides, for the first time, a description of the
sperm structure of a Ciidae species. Aside from that, the knowledge
on the Tenebrionoidea sperm is expanded.

2. Material and methods

Basidiomes of the fungus P sanguineus colonized by C. cornifer
were collected in the following localities (latitude and longitude co-
ordinates estimated by tracking localities in the online database
GeoNames (Wicle, 2012)): Serra do Cipo (S18° 49', W43°49'), Tombos
(S20° 52', W 42° 4'), Vicosa (S20° 45', W42° 52') and Laranjal (S 21°
22", W 42° 28') (State of Minas Gerais), and Porcitincula (S 20° 57/,
W42" 2')(State of Rio de Janeiro), Brazil, over the years 2016 and 2021.
These samples were maintained in the Laboratdrio de Ultraestrutura
Celular, at Universidade Federal de Vigosa (UFV), and the beetles were
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studied up to 20 days after field collections. Other information
regarding the field collections and the material examined are available
as supporting information (see Supporting Information, Table 51).

2.1. Light microscopy

To observe the morphology of female reproductive system in
C. cornifer we dissected them in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH
7.2 (PBS), and fixed in 2.5% glutaraldehyde solution in the same
buffer. The samples were washed in the same buffer, post-fixed in
1% osmium tetroxide and dehydrated in an increasing series of
ethanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%). The samples were embedded
in Leica historesin and semi-thin sections (0.5 um tick) were ob-
tained with an automatic microtome with glass knives. These sec-
tions were mounted on histological slides and stained with Giemsa
1:15 in Sorensen buffer. To distinguish the spermatheca and the
bursa copulatrix, observing the sperm, 10 females were removed
from the breeding and maintained isolated from the males for 10
days. Thereafter, the female reproductive system of these 10 fe-
males, and of 10 others that remained in contact with the males,
were dissected in PBS, fixed in 2.5% glutaraldehyde in the same
buffer and stained with 0.2 g/ml de 4,6-diamino-2-fenilindol
(DAPI). Then they were washed rapidly, transferred to histological
slides and made the total mount, covering it with coverslips using
507% sucrose solution. Images were obtained with an Olympus Q-
Color 3 digital camera coupled to an Olympus BX-60 microscope
and, for the total mount slides (stained with DAPI), also equipped
with a BP 360370 nm excitation filter. Some females were also
dissected in PBS, and the female reproductive systems were fixed
and photographed under a Zeiss Discovery V20 equipped with a
Zeiss AxioCam 506 digital camera, at the Laboratario de Sistematica
e Biologia de Coleoptera (LabCol), UFV.

Fig. 1. An adult female (A) and a schematic drawing (B) of the female reproductive system of Ceracis cornifer showing the pair of ovaries (ov) composed of three ovarioles (ovr), calyx
(ca), lateral oviducts (lo), common oviduct (co), bursa copulatrix (bc), spermatecal duct (sd), spermatheca (sp), glandular duct (gd), spermathecal gland (sg) and genital chamber (gc)

(C) Ceracis cornifer egg. Scale bars: 200 pm.
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Fig. 2. An adult male (A), and a schematic drawing (B) of the male reproductive system of Ceracis cornifer showing: a pair of testes (t), efferent ducts (ed), seminal vesicles (sv),
deferent ducts (dd), two pairs of accessory glands (lg = larger glands, sg = smaller glands) and ejaculatory duct (ejd). (B") Schematic drawing showing a detail of the accessory
glands insertion (black arrow = smaller gland, white arrow = larger gland). Scale bars: B = 200 pm.

To observe the morphology of male reproductive system, 10
males of C. cornifer were dissected in PBS and the male repro-
ductive system fixed in 2.5% glutaraldehyde in the aforemen-
tioned phosphate buffer. Then, the samples were processed as in
females. To determine the total length of the sperm and their
regions, the seminal vesicles of 12 adult males were dissected in
PBS, transferred to a drop of the same buffer on histological slides,
where the sperm were spread. Then the samples were washed
with distilled water, dried at room temperature, stained with
Giemsa and then photographed. To measure the nuclei, some
samples were stained with DAPI, washed in running water and
covered with coverslips using 50% sucrose solution. All images
were obtained with an Olympus Q-Color 3 digital camera coupled
to an Olympus BX-60 microscope and, for slides stained with
DAPI, also equipped with a BP 360—370 nm excitation filter. For
histological images of testes, seminal vesicles and glands (Fig. 4A,
B and F), several frames were captured with 40x lens and
mounted on panoramic images. Sperm length measurements

were obtained using Image-J software (http://rsbweb.nih.gov/ij/),
and the mean was calculated from the total number of cells
analyzed (n = 120) in male individuals (n = 12) from 6
populations.

2.2. Transmission electron microscopy

To observe the sperm ultrastructure, testes and seminal vesicles
of 10 individuals were dissected in PBS, and fixed in a 2.5%
glutaraldehyde solution with 2% sucrose and 1% tannic acid in the
same buffer, for 5 days (Dallai and Afzelius, 1990). The samples
were washed in distilled water and post-fixed in 1% uranyl acetate.
Then they were dehydrated in an increasing alcoholic series, in
100% acetone, and embedded in Epoxy resin (Epon 812). Ultrathin
sections (~60 nm) were obtained in an RMC Power Tome-X auto-
matic ultramicrotome with a diamond knife, placed on copper
grids, and contrasted with 3% uranyl acetate and 0.2% lead citrate.
All samples were observed and photographed using a transmission

19



C. Folly, 15.C Pecci-Maddalena, C Lopes-Andrade et al.

Arthropod Structure & Development 64 (2021) 101088

Fig. 3. Female reproductive system of Ceracis cornifer {A) Detail showing the bursa copulatrix (bc) and the spermatheca (sp). (B and C) Total mount of bursa copuliatrix {bc) and
spermatheca (sp), stained with DAPI, of females maintained with the males (B) and isolated (C). Note in B (detail in B") sperm nuclei (arrows) in the bursa copulatrix (bc), in addition
to the spermateca (sp), but in C they only appear in the spermatheca (sp). The dotted line indicates internal area of the bursa copulatrix (bc). (D) Longitudinal section of the
spermatheca filled with sperm (arrows), and the beginningof the spermathecal duct {sd). Scale bars: A—C = 50 pm; D = 10 pm.

electron microscope (Zeiss EM109), operating at 80 kV, at the
Niicleo de Microscopia e Microandlise, UFV.

3. Results
3.1. Female reproductive system

The female reproductive system of C. cornifer (Fig. 1B) consists
of a pair of lateral ovaries, with a single oocyte maturing at a time
— the eggs mesure about 450 pm in length (Fig. 1C). Each ovary is
composed of three ovarioles that converge to the calyx, an
enlarged region of the lateral oviducts. The lateral oviducts open

into the common median oviduct, which opens into a genital
chamber (or vagina). In the median dorsal region of the genital
chamber, a channel is formed that expands, giving rise to an
ellipsoidal-shaped bursa copulatrix (Figs. 1B and 3A-C),
measuring about 150 pm in length. A narrow spermathecal duct at
the bursa copulatrix distal portion connects it to the spermatheca
(~80 pm), connected to the spermathecal gland (~90 pm) through
the glandular duct (Figs. 1B and 3).

The spermatheca of C. cornifer (Fig. 3D) is rhiniform (e.g., kidney
shaped), sclerotized, with moving sperm inside it. In all dissected
females that were in contact with males, spermwere observed both
in the bursa copulatrix and in the spermatheca (Fig. 3B—B’, arrows
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Fig. 4. Longitudinal section of male reproductive system of Ceracis cornifer under light microscopy. (A) Testis (t) (ap = apical region), efferent duct (ed) and seminal vesicle (sv) filled
with sperm (black arrow). Nate cysts in the early (black asterisks) and advanced {white asterisks) stages of differentiation, and the seminal vesicle (sv). (B—E) Details of cyst stages of
differentiation: (B) spermatocyte, (C) early spermatid, (D) advanced spermatid and (E) sperm. Scale bars: A = 50 um; B—E = 10 pm.
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indicate the sperm nuclei). Conversely, in isolated females, sperm
were only found in spermatheca (Fig. 3C, arrow indicates the sperm
nuclei).

3.2. Male reproductive system

The male reproductive system of C. cornifer is composed of a pair
of elongate testes measuring about 530 pm in length, followed by
two short efferent ducts. Aside from that, two seminal vesicles
(~130 um) at the most distal portion of their respective deferent
ducts, ending in a single ejaculatory duct concomitant with two
pairs of accessory glands (Fig. 2B). Each testis consists of only one
follicle and no variation in this number was observed among in-
dividuals of all populations examined by us.

The follicles are completely filled with cysts at different stages of
spermatogenesis (Fig. 4). The spermatogonia occupy the apical
region of the follicles (Fig. 4A), so that only the initial stage of
spermatogenesis occurs in this. The cysts have a centripetal orga-
nization in the follicles, therefore, cysts in early stages of differen-
tiation (Figs. 4A and 5A, black asterisks) occupy mainly the apical
region, but also the follicles periphery. Cysts in more advanced
stages of differentiation are closer to the center and the testes exit
(Figs. 4A and 5A, white asterisks).

At the beginning of spermiogenesis, spermatids migrate to two
opposite poles of the cyst. Firstly, the flagella grow and then the
nuclei also begin to elongate. At the end of spermiogenesis, the
sperm cells, fusiform and well packaged, are distributed as follows:
half of them with the nuclei towards one pole of the cyst and half
with the nuclei towards the opposite pole. Thus, in each cyst with
up to 256 germ cells (corresponding to 8 division cycles) (Fig. 5B),
two clusters of up to 128 spermatozoa each arranged antiparallely
are observed (Fig. 5C).

The sperm of C. cornifer are long and slender, measuring
355 + 5.5 (346-361) pm in length, coefficient of variation
(CV) = 1.5%, of which only 11 + 0.3 (10—12) pm correspond to
nucleus (Fig. 5D and D). Each seminal vesicle corresponds to a
portion of the deferent duct most distal in relation to the ejacula-
tory duct (Fig. 2B). The seminal vesicles are short and conspicuously
enlarged in relation to the post-vesicular portion of the deferent
duct, which, in turn, is long and thin, and flows into a single ejac-
ulatory duct concomitant with the accessory glands (Fig. 2B).

The male reproductive system of C. cornifer has also two pairs of
accessory glands. One pair is rhiniform, translucent and short
(~140 pm) (Figs. 2B and 5E), and the other pair is white, opague and
long (~600 pm) (Figs. 2B and 5E). The pair of larger glands is
inserted below the smaller glands, but surrounds them at the base
and appears twisted over them (Fig. 2B').

The gland walls have a single layer of columnar cells with a basal
nucleus. The smaller accessory glands have a secretory region and a
storage region. In these glands the stored secretion is homogeneous
(Fig. 5E, asterisk), whereas in the larger glands, the secretion is
granular and heterogeneous in appearance (Fig. 5E, arrows). These
glands, when stained with Giemsa, have different affinities with the
acid-base components of this dye, showing more acid secretion in
the smaller gland and more basic secretion in the larger one,
although the latter also have acid granules.

3.3. Sperm ultrastructure

The head sperm contains an apical acrosome and a nucleus,
followed by the flagellum formed by an axoneme, two long
asymmetric mitochondrial derivatives (MD) and two thin and
slightly asymmetrical accessory bodies (Fig. 6).

In the acrosome, about 3 pm in length, it was possible to observe
a perforatorium covered by the acrosomal vesicle (Fig. 6A). The
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nucleus is thin and elongated (Fig. 5D’), homogeneously filled with
compact chromatin (Figs. 5D" and 6B,C). The nucleus gradually ta-
pers from its base to the anterior portion (Fig. 5D'), and at the
posterior end it forms a lateral indentation which houses the larger
MD (Fig. 6C). In the flagellum, the axoneme has a 9 + 9 + 2 mi-
crotubules pattern: nine outer single microtubules (accessory tu-
bules) with 16 protofilaments, nine microtubule doublets and two
central single microtubules, all connected by intertubular material
(Fig. 6G and G'). At the end of the flagellum, the axoneme is
disorganized, it is the last flagellar element to end (Fig. GE).

The MDs run parallel along the axonemal length, they are
conspicuously asymmetrical in diameter and shape. The larger one
(Fig. 6F and G), positioned diametrically opposite to the axoneme,
has an ellipsoidal shape in cross section and is almost completely
filled with paracrystalline material (Fig. GF, asterisk). The larger MD
appears first, adjacent to the nucleus (Fig. 6C), and ends after the
smaller MD (Fig. 6D). This latter, in turn, is piriform in cross section
and represents only about 1/4 of the larger MD diameter (Fig. GF
and G). Laterally to the axoneme, between it and the MDs, are two
thin and dense accessory bodies, slightly asymmetrical in diameter
(Fig. 6F).

4. Discussion
4.1. Female reproductive system

In insects, the spermatheca is an organ of ectodermal origin
responsible for receiving, maintaining and releasing the sperm
to fertilize the eggs. In the female reproductive system, the
morphology of spermathecae, accessory glands and the number of
ovaries per ovary, in general, vary among species (Snodgrass, 1935;
Tombes and Roppel, 1972; Doyen, 1993). Due to the small size of the
ciids, and technical difficulties in dissection, examination and
photography of specimens, information on their internal anatomy
are rare (e.g., Klopfenstein and Graves, 1992; Lopes-Andrade, 2008),
and comparisons among different taxa are limited. However, the
general anatomy of the female reproductive system of C cornifer is
very similar to that described for Hadreule blaisdelli (Ciini), with a
conspicuous difference in the spermatecal gland shape: rhiniform
in C. cornifer, but thin and elongate in H. blaisdelli (see Klopfenstein
and Graves, 1992).

In the present worlk, although the females of C. cornifer exhibited
two ovaries with three ovarioles each, we observed only one oocyte
developing at a time, an event also described for H. blaisdelli (see
Klopfenstein and Graves, 1992). Ovarioles can vary considerably in
number in different taxa, and the extremes in ovariole number may
reflect the level of egg production (Kocakoglu et al.,, 2021). Inter-
estingly, in insects with a trend towards miniaturization, size
reduction is generally accompanied by specific changes, which can
lead, for example, to the occurrence of females with only one ovary,
or that only one oocyte at a time can be brought to maturity
(Minelli and Fusco, 2019). According to Grebennikov (2008), one of
the implications of the so-called “miniaturization process” is that
selective pressure on small organisms favors females that lay less
eggs. Therefore, it is possible that the maturation of only one oocyte
at a time in females of C. cornifer may be related to the very small
body size of these beetles.

In females that were isolated for 10 days, spermwere found only
in the spermatheca. On the other hand, in those females main-
tained in contact with males, the sperm were observed in the
structures that correspond to the spermatheca and the bursa cop-
ulatrix, even in those individuals that had oviposition marks in their
ovaries. During copulation, in some insects, sperm is deposited in
the bursa copulatrix and then migrates to the spermatheca, where
they are stored until released to fertilize eggs. The time of migration
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Fig. 5. Male reproductive system of Ceracis cornifer under the light microscope. (A) Cross section of a testis showing cysts in early stages of differentiation in the periphery (black
asterisks), and others more advanced in the central region (white asterisks). (B) Cross section of a cyst in advanced stage, showing 243 spermatids. (C) A bundle with spermatozoa in
antiparallel organization, stained with DAPI, to differentiate nuclei (n) and flagela (f) (D) A sperm cell showing the nucleus (n) and flagellum (f). (D") A sperm nucleus stained with
DAPI. Note that it gradually tapers towards the anterior tip, and has a lateral indentation at the posterior tp. (E) Smaller accessory gland (sg) showing the secretory region (sec), the
storage region (sto) and the homogeneous contents in the lumen {asterisk). Larger accessory gland (lg). Note the acidic granular content {white arrow), and the basic heterogeneous
content {black arrow) in the lumen. Scale bars: A, Cand E = 50 pm; B, D and D' = 10 pm.
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Fig. 6. Cross sections of Ceracis cornifer spermatids and sperm under transmission electron microscopy. (A) Acrosome showing perforatorium (p) and acrosomal vesicle (av). (B) A
nucleus {n) with homogeneously compact chromatin. (C) Nucleus-flagellum transition region showing the indentation at the nuclear end (n) housing the anterior tip of the larger
mitochondrial derivative {Imd). (D, E) Posterior tip of flagella: the larger mitochondrial derivative (Imd) and axoneme (ax). (F) Flagellum of a spermatid showing axoneme (ax), two
asymmetric accessory bodies (ab), and smaller (smd) and larger (Imd) mitochondrial derivatives. Note in the latter the large area of paracrystalline material (asterisk). (G) Flagella of
two spermatids showing axonemes (ax) clockwise and anticlockwise {curved arrows) with respect to the dynein arms. Note that even with different orientations, the larger
mitochondrial derivatives (Imd) appear to the left of axoneme in the two spermatids. Smaller mitochondrial derivatives (smd). (G') Detail of axoneme showing an accessory tubule
{at) with 16 protofilaments and a microtubule doublet (do) with the dynein arms (arrowheads) in clockwise orientation. Scale bars: A=G = 100 nm; G' = 50 nm.
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is variable, but it usually occurs in just a few hours. Therefore,
probably the presence of male gametes also in the bursa copulatrix
of all females of C. cornifer which were maintained in the presence
of males is an indication that females of this species exhibit con-
stant copulatory activity.

Following this hypothesis, considering the relation between
the small spermathecal size and the large length of C. cornifer
sperm, a constant copulatory activity by females may provide a
constant sperm supply to their spermathecae. Although the pre-
sent work does not focus on behavior, it is important to consider
that multiple matings by females (polyandry) would allow the
occurrence of gametes from more than one male in their bursa
copulatrix and/or spermatheca, increasing the variability and
leading to sperm competition (Fitzpatrick and Baer, 2011; De
Souza et al,, 2018). The latter one acts as a driver of characteris-
tics that lead to longer sperm as well as to a higher quality of the
ejaculate, which can be predicted by the long sperm and low
coefficient of variation (CV) observed in this ciid. Studies have
shown the association of polyandry with low variation in sperm
length, because under high risk of sperm competition, males tend
to produce more homogeneous sperm cells (Calhim et al., 2007),
Thus, the low variation in sperm length can be traduced as higher
sperm quality (Fitzpatrick and Baer, 2011; De Souza et al., 2018).
For now, our data show that in C. cornifer the sperm supply is
probably constant; therefore, selective pressure would favour also
constant sperm competition.

4.2. Male reproductive system

Anatomically, the male reproductive system of C. cornifer re-
sembles that of Tenebrio molitor L. (Tenebrionidae), mainly
regarding the morphology and number of accessory glands (see
Chapman, 1998). However, differences were observed in the posi-
tion of the seminal vesicles, size of structures and, mainly, in the
number of testicular follicles. Interestingly, all ciids studied until
now have shown a reduction in number of the testicular follicles,
compared to other Tenebrionoidea, as follows: In Ciidae, the
number of testicular follicles seems to vary from 1 [C. cornifer and
C. furcifer (personal observation)] to 3 [Cis chinensis (2), about 30
other species of Cis (3) and Ha. blaisdelli (3) (see Klopfenstein and
Craves, 1992; Lopes-Andrade, 2008)]. On the other hand, other
members of Tenebrionoidea, can exhibit from 6 to more than 20
follicles per testis (see Supporting Information, Table S2). Consid-
ering the medium length of the members from the studied tene-
brionoid families (e.g., Tenebrionidae, Rhipiphoridae and Meloidae)
it is plausible to suppose that, in Ciidae, the reduction in the
number of testicular follicles may be directly related to the small
body size of these insects.

In addition, we verified the antiparallel organization of sper-
matozoa within the testicular cysts, where in each cyst, up to 256
sperm formed are organized into two antiparallel clusters of up to
128 cells each. Although this antiparallel organization occurs in
all previously studied Tenebrionoidea (Dias et al., 2012; 2013a, b;
2015; see also Nardi et al,, 2013), the number of cell division
cycles and, therefore, the final number of sperm per cyst, is quite
variable and can differ as follows: up to 512 in Tr. castaneum, Zoo.
confusa, Te. molitor (Tenebrioninae) and U. dermestoides (Diaper-
inae), and up to 2048 in Lagria villosa (Lagriinae) (Dias et al., 2012,
2013a, 2015). In C. cornifer, with up to 256 per cyst, the number of
cell divisions is the same as exhibited in Ma. tricuspidata (Ripi-
phoridae) (see Fig. 1C in Nardi et al, 2013) (see Supporting
Information, Table S2).

The antiparallel organization of sperm in cysts occurs in families
not closely related within Tenebrionoidea. However, this feature
has not been observed in representatives from other superfamilies,

Arthropod Structure & Development 64 (2021) 101088

as follows: Curculionidae (Burrini et al., 1988; see also the figures in
Kocakoglu et al, 2019), Chrysomelidae (Baccetti and Daccordi,
1988; Dallai et al., 1998); Cerambycidae (Dallai et al., 1998); Coc-
cinellidae (Dallai et al., 2017); Elateridae, Buprestidae and Lamp-
yridae (Dias et al., 2020); Erotylidae and Endomychidae (personal
observation). Therefore, itis possible to assume that the antiparallel
organization may be an exclusive condition of Tenebrionoidea, a
taxon considered monophyletic (see Lawrence and Newton, 1995;
Beutel and Friedrich, 2005; Buder et al,, 2008; Bocdk et al., 2014;
Kergoat et al., 2014).

4.3. Sperm ultrastructure

The sperm length of C. cornifer, with about 355 um, is close to
that found in Te. molitor (310 pm), Hy. scutellatus (362 um) and Zon.
flava (365 pm) (Baccetti et al., 1973; Nardi et al,, 2013), which show
the longest sperm lengths among the studied tenebrionoids (see
Supporting Information, Table S2). The acrosome (about 3 um) with
a perforatorium similar to that observed in other tenebrionid
beetles (Dias et al., 2013b). The sperm nucleus of C cornifer is very
small (considering the sperm total size)and, as in Tr. castaneum (see
Dias et al., 2015), tapers from the base to its anterior tip and, at the
posterior tip, forms a lateral indentation housing the anterior
portion of the larger mitochondrial derivative.

During spermatogenesis in Tenebrionoidea beetles, by a still
unclear cellular mechanism, spermatids give rise to two sperm
clusters, inside the same cyst, arranged with their nuclei facing
opposite poles (Dias et al., 2015). In a cross section through these
cysts, at the mid-flagellar region of sperm, the antiparallel orien-
tation of these cells can be recognized by the orientation of dynein
arms in the microtubule doublets of axoneme (Fig. 5G°, arrow-
heads), which in some cells appear clockwise and in others anti-
clockwise (Fig. 5G, arrows).

The MDs in C cornifer sperm showed strong asymmetry (one
MD is about 4x thicker than the other one). Such asymmetry also
occurs in another species of the furcifer group, C. furcifer (personal
observation), in Te. molitor (Baccetti et al., 1973) and Tr. castaneum
(Dias et al,, 2010, 2015), but it was not observed in the other
aforementioned Tenebrionoidea (U dermestoides, Zoo. confusa,
L villosa, Ma. tricuspidata, Zon. flava, Hy. scutellatus and My. varia-
bilis). It is worth noting that, although the orientation of dynein
arms of the axoneme is clockwise and anticlockwise due to the
antiparallel arrangement of spermatozoa in the cyst, the MDs
exhibit the same position in all sperm cell of the cyst(Fig. 5G — note
that arrows indicate opposite orientations, but the position of the
MDs is the same in both spermatids). Therefore, if we took, for
example, these two spermatozoa and placed their axonemes in the
same orientation, we would have two different cells, one with the
larger MD to the left of the axoneme and the other one with the
larger MD to the right of the axoneme. Therefore, what we clearly
see in C. cornifer sperm (as in Te. molitor and Tr. castaneum) are two
distinct cell types in the same cyst, characterizing a sperm
dimorphism.

It is possible to assume that this antiparallel orientation of
sperm with this pattern of dimorphism optimizes the organization
of cells inside the cyst, allowing a maximum compaction and,
therefore, a smaller testicular area per cyst. Thus, it is plausible to
suppose that this orientation may have arisen as result of the
dimorphism of mitochondrial derivatives and remained in tene-
brionoid beetles.

5. Conclusion

Some features observed in C. cornifer seem to be related to the
small size of these beetles: the growth of only one oocyte at a time in
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females and the marked reduction in the number of testicular fol-
licles in males. Our observations also point out to a constant copu-
latory activity of the females, which would provide a continuous
supply of sperm in their reduced spermatheca. In males, the anti-
parallel organization of spermatozoa in the cyst (a condition present
to date in all studied Tenebrionoidea and absent in other beetles)
reinforces the position of Ciidae within this superfamily. Finally, we
observed in C. comifer sperm, as well as in other tenebrionoid
beetles, two distinct cell types, characterizing sperm dimorphism.
Aside from that we also suggest that the antiparallel orientation of
spermatozoa in the cyst optimizes its organization, allowing its
maximum compaction. We assume that antiparallelism may have
arisen as a result of dimorphism in mitochondrial derivatives and
has remained in Tenebrionoidea. The descriptions provided here
help to unveil the internal and the sperm morphology of Ciidae,
expand the knowledge on the Tenebrionoidea sperm, and will
contribute to future studies on the coleopteran spermatology.
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Descricao dos espermatozoides em Erotylinae (Coleoptera, Erotylidae),

a primeira em Cucujoidea

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

Resumo

Estudos sobre a ultraestrutura dos espermatozoides em besouros Cucujiformia ainda estao
restritos a poucas familias dentro de Tenebrionoidea, Chrysomeloidea, Curculionoidea e
Coccinelloidea. Apesar da recente redefinicdo de Cucujoidea, a classificagdo interna dessa
superfamilia ainda ¢ problemdtica, e sinapomorfias morfoldgicas ainda ndo foram
reconhecidas para a superfamilia. Historicamente, Erotylidae (Cucujoidea) passou por
diferentes classificagdes sistematicas e, embora atualmente seja considerada monofilética,
existem duvidas sobre as relagdes internas de varios tdxons. Até o momento, em Erotylidae,
ha trabalhos descrevendo a termindlia abdominal e um estudo anatomico do sistema
reprodutor em Megalodacne heros, porém, os espermatozoides em Erotylidae — ou qualquer
taxon dentro de Cucujoidea — sdo, até entdo, desconhecidos. Aqui, fornecemos, pela primeira
vez, um estudo histoldgico dos testiculos e uma descrigdo dos espermatozoides de Erotylidae,
sob microscopia de luz e MET. Membros das trés tribos de Erotylinae de ocorréncia na regiao
Neotropical (Erotylini, Tritomini e Megalodacnini) foram examinados. Mostramos que a
morfologia testicular e dos espermatozoides podem fornecer dados importantes para a
sistematica de Erotylidae. Evidenciamos caracteristicas ultraestruturais que ainda ndo foram
observadas em nenhum outro taxon de Coleoptera, € que podem caracterizar os
espermatozoides dessa familia. Além das caracteristicas comuns entre as tribos, e diferencas
na regido de transi¢do nucleo-flagelo colocam Tritomini e Megalodacnini mais proximas entre

si do que qualquer uma delas com Erotylini.

1. Introducao
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Nos insetos, o estudo dos espermatozoides tem fornecido caracteres informativos em diversos
taxons, 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 estdo restritos a poucas familias 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 redefinicdo recente, a classificacdo interna da
superfamilia Cucujoidea ainda ¢ problematica, e sinapomorfias morfoldgicas que sustentem o
grupo ainda ndo foram reconhecidas (Leschen et al., 2005; Robertson et al., 2015).
Historicamente, Cucujoidea tem sido considerada um “lixo taxondmico” para besouros cujas
familias possuem habitos similares (Leschen et al., 2005; Robertson et al., 2015).

Erotylidae (Cucujoidea), composta principalmente por espécies micetofagas (Leschen &
Buckley, 2007; Leschen et al., 2010), passou por diversas classificacdes sistematicas até ser
estabelecida como a conhecemos atualmente (Wégrzynowicz, 2002; Leschen et al., 2005).
Erotylidae inclui cerca de 3500 espécies em 260 géneros (Lawrence & Slipinski, 2013),
distribuidos em seis subfamilias: Cryptophilinae, Erotylinae, Languriinae, Loberinae,
Pharaxonothinae e Xenoscelinae. A subfamilia Erotylinae ¢ 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 trés ultimas de ocorréncia na Regido
Neotropical.

Erotylidae foi considerada monofilética nas trés hipoteses filogenéticas disponiveis para
a familia (ver Wegrzynowicz, 2002; Leschen, 2003; Robertson et al., 2004), porém existem
duvidas sobre as relagdes internas de varios taxons (Leschen et al., 2010; Pecci-Maddalena et
al, 2020). Em Erotylinae, as tribos Erotylini, Megalodacnini e Encaustini sdo consideradas
monofiléticas em todas as analises (Wegrzynowicz, 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 hipoteses (Wegrzynowicz, 2002; Robertson et
al., 2004; Leschen et al., 2010; Pecci-Maddalena et al., 2020).

Até o momento, em Erotylidae, hé trabalhos que descrevem a terminélia abdominal de
machos e fémeas (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, nao
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existem estudos publicados sobre os espermatozoides em Erotylidae ou qualquer outra familia
de Cucujoidea. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi descrever a morfologia dos
espermatozoides de tdxons pertencentes as trés tribos de Erotylinae que ocorrem na regido
Neotropical (Erotilini, Tritomini e Megalodacnini), e discutir as implicagdes dos resultados

em relacdo a classificagdo desses grupos.

2. Material e Métodos

2.1. Espécies Examinadas

A classificag@o supragenérica de Erotylidae usada aqui segue Bouchard et al. (2011), e a
nomenclatura taxondmica 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:
Mpycotretus trifasciatus Guérin
Pselaphacus signatus Guérin-Méneville

Triplax brasiliensis (Guérin)

Megalodacnini Sen Gupta:

Megalodacne indica (Linnaeus)

Os individuos foram coletados entre 2016 e 2021, na Mata do Paraiso e no campus da
Universidade Federal de Vigosa, incluindo a Mata da Biologia, todos no municipio de Vigosa,
MG, Brasil (S20° 45°, W42° 52°). Posteriormente, foram fotografados em estereomicroscopio
Zeiss Discovery V20 equipado com camera digital Zeiss AxioCam 506, no Laboratorio de

Sistematica e Biologia de Coleoptera (LabCol) da UFV.

2.2. Microscopia de Luz
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Para examinar testiculos e espermatozoides, individuos machos sexualmente maduros
de cada espécie foram dissecados em tampao fosfato de sodio 0,1 M e pH 7,2 (PBS). Os
testiculos foram fixados com glutaraldeido 2,5% em PBS por 24 horas. Em seguida, as
amostras foram lavadas no mesmo tampdo, pos-fixadas em tetroxido de oOsmio 1%,
desidratadas em série crescente de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) e incluidas em
historesina Leica. Cortes semifinos (0,5 um) foram obtidos em micrétomo automatico com
navalhas de vidro, montados em laminas histoldgicas e corados com solucao filtrada de
Giemsa 1:15 em agua destilada.

Para determinar o comprimento total dos espermatozoides e de suas regides, ductos
deferentes dos mesmos individuos, imediatamente apos a dissec¢ao, foram transferidos para
uma gota de PBS sobre 1dminas histoldgicas, onde os espermatozoides foram espalhados. Em
seguida, as amostras foram lavadas com agua destilada, secas a temperatura ambiente, coradas
com Giemsa e fotografadas. Para medir os nucleos, algumas amostras foram coradas com
DAPI, lavadas em agua corrente e cobertas com laminula sobre solucdo de sacarose a 50%.

Todas as imagens foram obtidas em microscopio Olympus BX-60 equipado com
camera digital Olympus Q-Color3 e, para laminas coradas com DAPI, equipado também com
filtro de excitacdo BP 360-370 nm. Para imagens histologicas de testiculos, varios quadros
foram capturados com a lente objetiva de 40x e montados em imagens panoramicas. As
medi¢des 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 niumero total

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

2.3. Microscopia Eletronica de Transmissdo

Para observar a ultraestrutura dos espermatozoides, testiculos e ductos deferentes foram
dissecados em PBS e fixados em solucao de glutaraldeido 2,5% com sacarose 2% em PBS.
As amostras foram lavadas em agua destilada e pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1%. Em
seguida, foram desidratadas em série crescente de etanol, em acetona 100%, e incluidos em
resina Epoxi (Epon 812). Cortes ultrafinos (~ 60 nm) foram obtidos em ultramicrétomo
automatico 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 microscopio eletronico de transmissdo (Zeiss EM109),

operando a 80 kV, no Nucleo de Microscopia e Microandlise da UFV.
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3. Resultados

Todos os Erotylinae examinados (Fig. 1A—B) possuem dois testiculos esféricos, e cada
um composto por apenas um foliculo (Fig. 2A e C). Uma cépsula testicular envolve cada
testiculo e parte do respectivo ducto deferente (Fig. 2A), que inicialmente aparece justaposto
lateralmente ao testiculo. No entanto, ao remover a cépsula, ocorre uma rotacao lateral (de
90°) do testiculo em relagdo a extremidade anterior do ducto deferente. O unico foliculo
testicular ¢ totalmente preenchido com cistos em diferentes estdgios da espermatogénese (Fig.
2A e C). Ao final da espermiogénese os cistos, contendo até 512 células germinativas cada
(Fig. 2D), s@o observados proximos a saida para o ducto deferente, onde se rompem liberando
os espermatozoides que deixam os testiculos individualizados (Fig. 1A e C).

Em todos os taxons amostrados, os espermatozoides exibem os mesmos componentes
estruturais (Figs. 1, 3-5): um complexo acrossomal apical trilaminar (vesicula acrossomal
com uma cavidade interna irregular onde se insere o perforatorio e uma camada
extracrossomal) (Figs. 3A, 4A-B, 5A), seguido de um nucleo 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 sdo dois derivados mitocondriais, um
axonema e dois corpos acessorios (Figs. 3E, 4F e 5E). Os derivados mitocondriais (DMs) sdo
quase tdo longos quanto ao axonema, tém forma elipsoidal em corte transversal, ambos com
uma regido central menos eletrondensa, e sdo notavelmente assimétricos em diametro. O DM
maior esta posicionado diametralmente oposto ao axonema, enquanto o DM menor, a direita
do axonema, representa cerca de 1/4 do didmetro maior. O axonema comeca abaixo da ponta
posterior do nucleo, e tem o padrdo de 9+9+2 microtiibulos: nove microtibulos Unicos
externos (tibulos acessorios), nove duplas de microtubulos periféricas e dois microtubulos

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 regido de
nicleo (n) e flagelo (f), ¢ de um detalhe da regido da cabeca do espermatozoide, corado com DAPI para
evidenciar o nucleo (n) (E ¢ G) ou Giemsa (A—D e F), mostrando acrossomo (seta) e nicleo (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) ¢ (G)

Megalodacne indica (Linnaeus). Barras: espécimes = 3mm; espermatozoides = 25 um; nicleos = 10 pm.
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flavovittatus (Duponchel). Note a capsula testicular (ct) envolvendo o testiculo e o ducto deferente (dd), os cistos
em diferentes estagios da espermatogénese (1, 2, 3), e os espermatozoides maduros espalhados por todo o
testiculo (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 estagios da espermatogénese (1, 2, 3), e os espermatozoides
livres (asteriscos) apenas na regido proxima ao ducto deferente (dd) e ndo preenchendo os espagos entre os cistos
(setas). (D) Corte transversal em Megalodacne indica (Linnaeus) mostrando um cisto, em estagio avangado, com
465 espermatozoides. Barras: A e C =200 um; B =50 um; D =10 um.
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Os corpos acessorios, envolvendo parcialmente o axonema, exibem uma porcao eletrondensa
com aspecto fusiforme ou subtriangular em corte transversal, e uma expansao (“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 acessorios terminam primeiro (Fig. 3F), em seguida o DM menor
(Figs. 3G e 4G), depois 0 DM maior, entdo o axonema, que desorganizou antes do término do
DM maior (Figs. 3H e 4H). Ainda nessa regido do flagelo, uma camada de material denso,
circundando o axonema e parcialmente 0 DM maior é observada (Figs. 3G-H e 4G-H). E
possivel notar na microscopia de luz que, quando os componentes do flagelo sdo separados
pela manipulacdo, dois deles permanecem unidos nessa extremidade.

Apesar das similaridades que definem um padrao geral, algumas particularidades podem
ser observadas nos testiculos, no tamanho e no arranjo dos componentes estruturais dos

espermatozoides, como sera descrito a seguir.

3.1. Erotylini

Em I flavovittatus e I. rubidus, quando os cistos se rompem, 0s espermatozoides se
espalham por todo o testiculo, entre os cistos ainda em desenvolvimento (Fig. 2A-B). Ainda,
nos ductos deferentes dos individuos dessas duas espécies ndo foram observadas regioes
correspondentes a vesicula seminal. Os espermatozoides de I. abdominalis, I. flavovittatus e 1.
rubidus tém cerca de 880 um (nucleo: 35 pm), 470 um (nucleo: 37 um) e 400 pm (nucleo: 35
um) de comprimento, respectivamente (Fig. 1A—C). O acrossomo apresenta uma camada
extracrossomal discreta; em corte transversal, tem formato eliptico a quase circular, e aparenta
ter a base continua com a extremidade anterior do nucleo (Fig. 3A). O nucleo ¢
uniformemente preenchido por cromatina densamente compactada (Fig. 3B) e, na sua
extremidade posterior, ele € chanfrado e, proximo a uma das calhas laterais, ha um recuo onde
se aloja a extremidade anterior do DM maior e um discreto material do adjunto do centriolo
(Fig. 3C). Logo depois surge o DM menor (Fig. 3D) e, depois da extremidade posterior do

nucleo, surgem o axonema e os dois corpos acessorios (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 eletronica de transmissdo. (A) Acrossomo mostrando
perfuratério (p), vesicula acrossomal (va) e camada extracrossomal (ea). (B) Nucleo (n) com cromatina
homogeneamente compacta; note as calhas laterais (asteriscos). (C, D) Regido de transi¢do nucleo-flagelo
mostrando um recuo do nucleo (n), onde surge a ponta anterior do derivado mitocondrial maior (dM) e,
posteriormente, o derivado mitocondrial menor (dm). Note o adjunto de centriolo (ac) discreto. (E) Flagelo
mostrando axonema (ax), dois corpos acessorios (ca) e dois derivados mitocondriais assimétricos e dois corpos
acessorios (ca). Observe um derivado maior (dM), oposto ao axonema, ¢ um derivado menor (dm), deslocado
lateralmente, ambos com uma regido central menos eletrondensa (asteriscos em E e F). Nos corpos acessorios
(ca); note uma expansdo com um material menos compacto (cabegas de seta brancas) e uma regido amorfa ainda
menos densa (cabecas de seta pretas). (F—H) Porgao final do flagelo. Observe que os corpos acessorios 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
espermiogénese, 0s espermatozoides nao se espalham por todo o testiculo, sendo observados
apenas proximo a saida para o ducto deferente (Fig. 2C). Uma regido dilatada do ducto
deferente, que corresponde a vesicula seminal, foi observada. Os espermatozoides de M)y.
trifasciatus, P. signatus e T. brasiliensis, tém cerca de 177 um (ntcleo: 22 pm), 195 um
(nucleo: 13 pum) e 165 um (ntcleo: 22 um) de comprimento, respectivamente (Fig. 1D-F). O
acrossomo ¢ mais afilado, achatado e curvado na extremidade anterior, a0 mesmo tempo que
a camada extracrossomal se torna mais espessa e com projecoes laterais (Fig. 4A—B). A base
do perforatorio se insere em uma cavidade excéntrica na ponta do nucleo. O nucleo, ainda que
preenchido por cromatina compactada, apresenta pequenas regioes eletronlicidas (Fig. 4C).

Diferentes das espécies anteriores, a extremidade anterior do DM maior esta inserida em uma
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cavidade excéntrica na base do nucleo, entre as duas calhas laterais (Fig. 4D). A por¢ao
posterior de nucleo 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 nucleo, junto com o

axoncma.

- > SR — PR Gy &3 kit I - “ _ masy i IS )
Figura 4 — Cortes transversais em espermatide e espermatozoides de Mycotretus trifasciatus Guérin (A e C),
Pselaphacus signatus Guérin-Méneville (D) e Triplax brasiliensis (Guérin) (B ¢ E-H) sob microscopia
eletronica de transmissdo. (A, B) Acrossomo mostrando perfuratério (p), vesicula acrossomal (va) e camada
extracrossomal (ea); note o corte na regido apical (A), mais achatado do que na base (B), ¢ com projecdes
laterais da camada extracrossomal. (C) Nucleo (n) com cromatina homogeneamente compacta; note as calhas
laterais (asteriscos) e as cavidades no nucleo (setas brancas). (D, E) Regido de transi¢do nucleo-flagelo
mostrando o derivado mitocondrial maior (dM) surgindo dentro do nucleo (n), abragado por ele (D), e
posteriormente (E), quando a extremidade final do nucleo ja4 estd menor e ndo envolve mais o derivado
mitocondrial. (F) Flagelo mostrando axonema (ax), dois derivados mitocondriais assimétricos e dois corpos
acessorios (ca). Observe os derivados mitocondriais com uma regido central menos eletrondensa (asteriscos). (G,
H) Porgéo 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 0s espermatozoides se
espalham por entre os cistos em todo o testiculo. Nesta espécie, os espermatozoides tém

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

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

do nucleo (Fig. 5C-D), entre suas duas calhas laterais, mas mais proxima a uma delas.

Figura 5 — Cortes longitudinal (A) e transversais (B—E) em espermatozoides de Megalodacne indica (Linnaeus)
sob microscopia eletronica de transmissdo. (A) Regido apical do acrossomo, mostrando perfuratorio (p), vesicula
acrossomal (va) e camada extracrossomal (ea). (B) Nucleo (n) com cromatina homogeneamente compacta; note
as calhas laterais (asteriscos) e as cavidades no nucleo (setas). (C, D) Regido de transi¢do nucleo-flagelo
mostrando o derivado mitocondrial maior (dM) surgindo dentro do nucleo (n), abragado por ele (C), e
posteriormente (D), quando a extremidade final do nucleo ja ndo envolve completamente o derivado
mitocondrial. (E) Flagelo mostrando axonema (ax), dois derivados mitocondriais assimétricos e dois corpos
acessoérios (ca). Barras: 100 nm.

4. Discussao

A anatomia dos testiculos de todos os taxons examinados segue o mesmo padrio
descrito por McHugh et al. (1997) para Me. heros. A organizacdo dos cistos testiculares e o
numero de espermatozoides por cisto foram as mesmas em todas as espécies. No entanto,
espermatozoides maduros e individualizados espalhados por toda area interna dos testiculos

foram notados apenas em I. flavovittatus, I. rubidus (Erotylini) e Me. indica (Megalodacnini).
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Essa caracteristica incomum esta, provavelmente, relacionada com a auséncia de uma vesicula
seminal diferenciada. Os testiculos ndo sdo, originalmente, locais de armazenamento e
maturacao de espermatozoides, assim, nas espécies em que nao ocorrem vesiculas conspicuas
ou diferenciadas, ¢ possivel que os testiculos desempenhem o papel de reservatorios, i.e.,
onde os espermatozoides maduros permanecem e, aos poucos, vao passando para os ductos
deferentes a medida que estes esvaziam devido as copulas.

Os tamanhos médios dos espermatozoides foram diferentes entre as trés tribos, embora
similares dentro de cada tribo; exceto em [. abdominalis, cujos espermatozoides sdo
aproximadamente duas vezes mais longos em relacdo as outras duas espécies de Iphiclus
(Erotylini).

O padrio ultraestrutural dos espermatozoides pode oferecer bons caracteres
diagnosticos (Dias et al., 2013a). Nos flagelos dos espermatozoides de Erotylidae observamos
uma expansdo dos corpos acessorios conhecida como “puff-like”, que também ocorre em
outros Cucujoidea, e.g., Carpophilus hemipterus (Nitidulidae) e Cryptolestes ferrugineus
(Laemophloeidae) (obs. pes.). Tal caracteristica 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 ndo ocorre nos taxons ja
examinados de Tenebrionoidea (ver Dias et al., 2013a, 2015, 2021; Nardi et al., 2013; Folly et
al., 2021). Na hipdtese de Robertson et al. (2015), Cucujoidea + (Curculionoidea +
Chrysomeloidea) formam um clado, enquanto Tenebrionoidea seria um grupo
filogeneticamente mais distante. Portanto, € possivel que a presenca de “puff-like” seja uma
sinapomorfia compartilhada por Cucujoidea + (Curculionoidea + Chrysomeloidea).

Em geral a ultraestrutura dos espermatozoides € bastante similar ou pode exibir
variagoes discretas em niveis taxondmicos abaixo de familia. Aqui observamos diferencas
entre as tribos examinadas, especialmente na regido de transi¢do entre o nucleo e o flagelo.
Em Erotylini, por exemplo, o ntcleo 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 ¢ inserido em uma cavidade na
base do nucleo. Chrysomeloidea (Baccetti ¢ Daccordi, 1988) e de muitos Curculionoidea —
exceto Curculioninae e Apionidae — (ver Burrini et al., 1988; Lino-Neto e Dolder, 1995).
Ainda, o nticleo ¢ completamente preenchido por cromatina em Erotylini, mas € cavitado em
Tritomini e Megalodacnini.

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

grupos monofiléticos (Wegrzynowicz, 2002; Leschen, 2003; Robertson et al., 2004), e o
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padrdo ultraestrutural dos espermatozoides, revelado aqui, concorda com essa hipodtese.
Apesar do monofiletismo de Erotylini ser suportado por dados morfolégicos e moleculares, o
género Iphiclus — que atualmente inclui 10 subgéneros (Alvarenga, 1994) — seria parafilético
segundo Robertson et al. (2004) e carece de revisao taxonOmica. Cabe notar que os
subgéneros de Iphiclus foram estabelecidos com base em caracteristicas superficiais (e.g.
forma do corpo), em antigos trabalhos de taxonomia (e.g. Crotch, 1876; Kuhnt, 1909), sem
uma metodologia cladistica e, portanto, sem suporte filogenético. As trés espécies de Iphiclus
amostradas neste estudo pertencem ao mesmo subgénero (Iphiclus Chevrolat), no entanto as
diferengas encontradas entre I. abdmoninalis (tanto no comprimento dos espermatozoides
quanto na auséncia de espermatozoides maduros e individualizados espalhados pelo testiculo)
e as outras duas espécies de Iphiclus examinadas, sugere que elas talvez pertengam a grupos
ou subgrupos distintos, o que devera ser verificado em futuros estudos filogenéticos sobre o
género.

Tritomini, por sua vez, constitui um grupo artificial em todos os cendrios (ver
Wegrzynowicz, 2002; Leschen et al., 2010; Robertson et al., 2004; Pecci-Maddalena et al.,
2020). E importante notar que as trés espécies examinadas dessa tribo, provavelmente,
pertencem ao mesmo complexo morfologico, i.e., um potencial clado, definido por
similaridades morfologicas no aparelho bucal, metendosternito, genitdlia, dentre outras
estruturas (Pecci-Maddalena et al., 2020; Pecci-Maddalena com. pess.). O padrao morfolégico
similar verificado na ultraestrutura dos espermatozoides de My. trifasciatus, P. signatus e T.
brasiliensis, esta de acordo com a hipdtese de que essas, e outras espécies dentro de
Tritomini, podem ser proximamente relacionadas. As similaridades morfoldgicas observadas
na ultraestrutura dos espermatozoides de Megalodacne indica (Megalodacnini) e os Tritomini
examinados também sdo congruentes com a hipdtese de Wegrzynowicz (2002), que coloca
Megalodacnini (+ Encaustini), de maneira parafilética, dentro de Tritomini.

E importante notar que as trés hipoteses filogenéticas disponiveis para Erotylidae foram
publicadas ha quase duas décadas (ver Wegrzynowicz, 2002; Leschen, 2003; Robertson et al.,
2004) e novos caracteres e tdxons precisam ser examinados e analisados para a proposicao de
novas hipoteses sobre as relagcdes evolutivas dentro da familia, especialmente a luz das
mudangas classificatorios 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 € o caso

de Erotylidae — dificultam o aumento da amostragem taxonOmica utilizada. Ainda assim,



42

representantes das trés tribos de Erotylinae presentes na regido Neotropical foram amostrados

aqui.

5. Conclusao

Em conclusdo, mostramos que a morfologia testicular e dos espermatozoides podem fornecer
dados importantes para a sistematica de Erotylidae. Caracteristicas ultraestruturais, como as
calhas laterais no nucleo, ainda nao foram observadas em nenhum outro tdxon de Coleoptera,
e pode caracterizar os espermatozoides dessa familia — ou, pelo menos, dessa subfamilia. As
especificidades da regido de transicdo nucleo-flagelo também colocam Tritomini e
Megalodacnini mais proximas entre si do que qualquer uma delas com Erotylini. As
caracteristicas morfoldgicas encontradas aqui podem, futuramente, ser incorporadas em

matrizes filogenéticas de dados morfoldgicos em Erotylidae.
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Sistema reprodutor masculino, espermiogénese e espermatozoides em uma espécie de

Stenotarsus Perty (Coccinelloidea: Endomychidae)

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

Resumo

Endomychidae sdo besouros considerados estreitamente relacionados aos Coccinellidae
e, historicamente, ambas as familias eram classificadas dentro da superfamilia Cucujoidea,
incluidos na Série “Cerylonid”. Desde a recente redefinicdo de Cucujoidea, a série tem sido
reconhecida como uma superfamilia independente, Coccinelloidea, considerada monofilética.
No entanto, ndo existe consenso sobre suas relagdes internas e existem inimeros problemas
taxondmicos a serem resolvidos. Endomychidae t€m um historico taxondmico com muitas
mudangas de classificagdo ¢ movimento de taxons entre subfamilias. At¢é o momento, em
Endomychidae, héd trabalhos descrevendo a termindlia abdominal em muitos tdxons, mas
nenhum descreveu as caracteristicas ultraestruturais dos espermatozoides de Endomychidae —
ou de qualquer outra familia dentro de Coccinelloidea, que ndo Coccinellidae. Aqui,
descrevemos, pela primeira vez, o sistema reprodutor e o0s espermatozoides em um
representante de Stenotarsus (Endomychidae), um género com grande nimero de espécies,
encontrado na regido Neotropical. Mostramos as principais semelhangas entre os
espermatozoides de Endomychidae e Coccinellidae: um acrossomo seguido de um corpo
basal, que da origem a um axonema com 9+9+2 microtibulos, e um nucleo que corre paralelo
aos componentes flagelares. Além disso, nossos estudos histoldgicos revelaram a presencga de
uma bomba ejaculatdria, que parece ocorrer outros taxons de Endomychidae e Anamorphidae
(Coccinelloidea), mas ndo em Coccinellidae. as estruturas descritas aqui jogam luz sobre o
conhecimento morfolégico em Endomychidae e podem auxiliar em futuros estudos

taxondmicos em Coccinelloidea.

1. Introducao
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Os Endomychidae sdo besouros, em sua maioria micetdéfagos, considerados estreitamente
relacionados aos Coccinellidae (Tomaszewska 2000a, 2010). Ambas as familias,
historicamente, estiveram classificadas dentro da superfamilia Cucujoidea, incluidos na Série
“Cerylonid”, originalmente proposta por Crowson (1955). Estudos moleculares e pesquisas
abrangentes em Cucujoidea resultaram na separacdo 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 superfamilia independente, Coccinelloidea, considerada
monofilética.

A classificagdo atual de Endomychidae é baseada em dados morfologicos, a partir das
analises cladisticas realizadas por Tomaszewska (2000a, 2005, 2010) e na filogenia molecular
de Robertson et al. (2015). Essa classificacdo reconhece cerca de 90 géneros e mais de 1600
espécies distribuidas em 9 subfamilias: Cyclotominae, Danascelinae, Endomychinae,
Epipocinae, Leiestinae, Lycoperdininae, Merophysiinae, Pleganophorinae ¢ Xenomycetinae
(Robertson et al., 2015; Tomaszewska et al., 2018b), com méxima diversidade em regides
tropicais e subtropicais (Shockley et al., 2009, Robertson et al., 2015; Bouchard et al., 2017;
Tomaszewska et al., 2018b). Apesar dessa diversidade, o estudo morfolégico de
Endomychidae na regido Neotropical tem sido negligenciado ha décadas.

Desde o estabelecimento de Coccinelloidea como superfamilia, diversas hipdteses de
relacionamentos foram propostas para seus grupos internos. Porém, ndo existe consenso sobre
essas relacdes e existem varios problemas taxondmicos a serem resolvidos (ver Robertson et
al., 2015). Apesar das pesquisas que envolvem a descrigdo dos espermatozoides de
Coccinellidae (e.g., Wang, 1998; Dallai et al., 2017, 2018, 2019; Dias et al. 2020), nao
existem informagdes sobre essas estruturas para os outros taxons de Coccinelloidea, como € o
caso de Endomychidae.

Endomychidae tém um histérico taxondomico com muitas mudancgas de classificagcdo e
movimento de taxons entre subfamilias, e muitos grupos necessitam de revisao taxondmica.
As analises cladisticas de Endomychidae conduzidas por Tomaszewska (2000a, 2005)
forneceram intimeros caracteres morfoldgicos e propuseram alguns agrupamentos de espécies.
No entanto, até hoje, nenhum trabalho descreveu as caracteristicas ultraestruturais dos
espermatozoides de Endomychidae — ou de qualquer outra familia dentro de Coccinelloidea,
que ndo Coccinellidae. Deste modo, o objetivo deste trabalho ¢ descrever o sistema reprodutor

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

encontrado em areas florestais na regido Neotropical.

2. Material e Métodos

Individuos de Stenotarsus sp. (Fig. 1A) foram coletados em dezembro de 2019, sobre
fungos em troncos de arvores, em dias ensolarados que sucederam um periodo chuvoso. As
coletas foram realizadas na Mata do Paraiso, pertencente a Universidade Federal de Vicosa,
no municipio de Vigosa, MG, Brasil (S20° 45°, W42° 52’). Posteriormente, foram
fotografados em estereomicroscopio Zeiss Discovery V20 equipado com camera digital Zeiss

AxioCam 506, no Laboratério de Sistematica e Biologia de Coleoptera (LabCol) da UFV.

2.1. Microscopia de Luz

Machos sexualmente maduros de Stenotarsus sp. foram dissecados em tampao fosfato
de sodio 0,1 M e pH 7,2 (PBS). Para examinar a histologia dos testiculos, vesicula seminal e
bomba ejaculatéria, a fixacdo foi feita em glutaraldeido 2,5% em PBS por 24 horas. Em
seguida, as amostras foram lavadas no mesmo tampao, poés-fixadas em tetroxido de ésmio
1%, desidratadas em série crescente de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) ¢ incluidas em
historesina Leica. Cortes semifinos (0,5 pm) foram obtidos em micrétomo automatico com
navalhas de vidro, montados em laminas histologicas e corados com solucdo filtrada de
Giemsa 1:15 em agua destilada. Para observar os cistos dentro dos foliculos testiculares,
alguns foliculos foram individualizados depois da fixagdo, lavados, colocados sobre lamina
histoldgica e coberto com laminula sobre uma solugdo de DAPI + meio de montagem.

Para determinar o comprimento total dos espermatozoides e de suas regides, vesiculas
seminais foram transferidas para uma gota de PBS sobre laminas histologicas, onde os
espermatozoides foram espalhados. Em seguida, as amostras foram lavadas com &gua
destilada, secas a temperatura ambiente, coradas com Giemsa e fotografadas. Para determinar
os tamanhos dos nucleos, algumas amostras foram coradas com solugdo de DAPI + meio de
montagem e cobertas com laminula.

As ilustragdes do aparelho reprodutor foram feitas a partir das dissec¢des € observagdes
em estéreomicroscopio e, no caso da bomba ejaculatoria, a reconstrucdo foi feita a partir de
cortes histoldgicos sequenciais. Todas as imagens foram obtidas em microscépio Olympus

BX-60 equipado com camera digital Olympus Q-Color3 e, para laminas coradas com DAPI,
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equipado também com filtro de excitagdo BP 360-370 nm. Para imagens histologicas, varios
quadros foram capturados com lentes de 40x ou 100x e montados em imagens panoramicas.
As medi¢des do comprimento dos espermatozoides foram obtidas usando o software Image-J
(http://rsbweb.nih.gov/ij/), ¢ a média foi calculada a partir do nimero de células integras

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

2.2. Microscopia Eletronica de Transmissdo

Para observar a ultraestrutura dos espermatozoides, foliculos testiculares e vesiculas
seminais foram dissecados em PBS e fixados em solucdo de glutaraldeido 2,5% com sacarose
2% em PBS. As amostras foram lavadas em agua destilada e pos-fixadas em tetroxido de
o6smio 1%. Em seguida, foram desidratadas em série crescente de etanol, em acetona 100%, e
incluidos em resina Epoxi (Epon 812). Cortes ultrafinos (~ 60 nm) foram obtidos em
ultramicrotomo automatico 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 microscopio eletronico de transmissdo (Zeiss

EM109), operando a 80 kV, no Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV.

3. Resultados

3.1. Sistema Reprodutor Masculino

O sistema reprodutor masculino de Stenotarsus sp. (Fig. 1B—C) consiste em um par de
testiculos, seguido por duas vesiculas seminais bem desenvolvidas. Os dois ductos deferentes
pos-vesiculares desembocam na extremidade anterior de um ducto ejaculatorio Unico
juntamente com, e ao lado de, dois pares de glandulas acessérias. Na por¢do posterior do

ducto ejaculatorio ha uma bomba ejaculatéria e, entdo, o edeago.
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Figura 1 — Individuo macho (A) e aparelho genital (B, C) de Stenotarsus sp. (B) Desenho esquematico do
sistema reprodutor mostrando testiculos (t), vesiculas seminais (vs), ducto deferente pds-vesicular (dpo),
glandulas acessoérias (g1, g;), ducto ejaculatorio (dej) e bomba ejaculatéria (bej). No detalhe a direita, de um
testiculo sem a capsula testicular, note o formato dos foliculos (fol) e como cada um deles desemboca no ducto
deferente pré-vesicular (dpe) por meio do ducto eferente (de). (D) Bomba ejaculatoria seguida do pénis (pe).
Extremidade final do ducto ejaculatorio (dej); saco interno (si). Barras: A = 1mm; B, C= 0,5 mm.

Cada testiculo ¢ composto por cerca de 22 foliculos piriformes, com uma por¢do
globosa maior e uma constri¢do, seguida por uma por¢do menor, também globosa, seguida de
um ducto eferente curto (Figs. 1B, detalhe, e 3A). Os foliculos testiculares estdo dispostos
lado a lado ao longo da por¢do pré-vesicular delgada e longa do ducto deferente; como
resultado desse arranjo, a porcao pré-vesicular do ducto deferente ¢ espiralada (Fig. 1B,
detalhe). Nos foliculos, internamente, sdo observados cistos em diferentes estagios da
espermatogénese (Fig. 3A-B).

Logo apds a porgdo espiralada do ducto deferente — onde desembocam os foliculos

testiculares — ha um alargamento conspicuo que corresponde a vesicula seminal (Fig. 1B).
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Figura 2 — Bomba ejaculatoria de Stenotarsus sp. (A) Desenho esquematico representando um corte longitudinal
mostrando a espessa camada muscular (m) e o ducto ejaculatorio (seta) atravessando assimetricamente a bomba
ejaculatoria (bej). As letras a esquerda representam a altura aproximada dos cortes transversais a seguir (B—-G).
Os niimeros romanos representa as por¢des do ducto ejaculatorio descritas no texto: (i) (B—C) a porgdo anterior;
(i1) (D—F) porcdo dentro na bomba ejaculatoria, quando a camada muscular ndo envolve diretamente o ducto;
(ii1) (G—H) porgao pds-bomba ejaculatoria, onde a camada muscular se projeta posteriormente formado um canal
por onde passa o ducto ejaculatorio. Barras: 200 um.

Cada vesicula possui uma por¢ao dobrada, que fica coberta pela capsula conjuntiva
juntamente com os foliculos testiculares, € uma por¢dao nao coberta (compare Fig. 1B e o
detalhe). Nos individuos sexualmente maduros, a vesicula seminal fica completamente
preenchida por espermatozoides ja individualizados (Fig. 3C, D). A por¢ao pods-vesicular do
ducto deferente também ¢ delgada — porém, ndo tanto quanto sua por¢do pré-vesicular — e

alcanga o ducto ejaculatorio concomitante com as glandulas acessorias (Fig. 1B).
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Dois pares diferentes de glandulas acessoérias (Fig. 1B) estdo associados a extremidade
anterior do ducto ejaculatério, lado a lado com os ductos deferentes: um par é branco, opaco e
longo, com uma constri¢ao préximo a sua por¢ao anterior, € o outro par ¢ curto, Sinuoso — em
forma de "s" — e translucido.

O ducto ejaculatorio € longo (Fig. 1B), e sua porcdo posterior atravessa o pénis até a
extremidade posterior do saco interno (Fig. 1C). Esse ducto ¢ revestido internamente por
cuticula e, ao longo do seu comprimento, sao observadas as seguintes por¢des distintas: (i) a
por¢dao mais anterior ¢ longa, envolvida por uma camada muscular circular e se insere no
bulbo ejaculatério (Figs. 1B, 2A—C); (ii) em seguida, essa camada muscular forma uma
invaginacdo e, deixando de envolver o ducto ejaculatério, forma a bomba ejaculatoria, que é
larga e globosa (Figs. 1B-C e 2A); (iil) posteriormente a camada muscular da bomba
ejaculatdria se estreita formando um canal curto através do qual passa o ducto ejaculatério
(Fig. 2A, D-F); (iv) a por¢ao final do ducto ejaculatdrio € longa, atravessa o interior do pénis

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

3.2. Espermiogénese e Espermatozoides

Os cistos no estagio inicial da espermatogénese ocupam principalmente a regido apical
dos foliculos (Fig. 3A). A medida que as espermatides se alongam dentro dos cistos, eles
passam a ocupar a periferia dos foliculos (Fig. 3B). Conforme a espermiogénese avanga e as
células vao eliminando o citoplasma, os cistos se movem em dire¢do a saida do foliculo que ¢
o inicio do ducto eferente (Fig. 3B).

Logo no inicio da espermiogénese, nas espermatides ainda jovens e esféricas, as
mitocondrias se fundem formando o nebenkern (Fig. 4A). Imediatamente depois, este se
separa em dois complexos mitocondriais (Fig. 4B) e, entdo, dardo origem a dois derivados
mitocondriais iguais nos espermatozoides (Fig. 5G). E possivel identificar, proximo ao ntcleo
ainda esférico, um material do adjunto do centriolo fortemente corado (Fig. 4C, cabegas de
setas). O nucleo assume diferentes formas a medida que se alonga durante a espermiogénese,
variando desde esférico nas espermatides inicias, passando por uma fase fusiforme nas
espermatides medianas e tardias (Fig. 4D), até se alongar completamente e assumir uma
posicdo lateral aos elementos flagelares (Fig. SE-G). Enquanto as espermatides ainda estdao
alongando, percebe-se uma espécie de “bolha” encaixada em uma depressdo formada
lateralmente na metade posterior do nucleo, que desaparece no espermatozoide maduro. Ao

final da espermiogénese, cada cisto contém até 128 espermatozoides (Fig. 4E).
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Figura 3 — Foliculo testicular e espermatozoides de Stenofarsus sp. (A) Corte longitudinal de um foliculo
testicular mostrando cistos em diversos estagios da espermatogénese (c;, ¢, € c3). (B) Montagem total de foliculo
testicular corado com DAPI, mostrando cistos em estagios avangados da espermiogénese (c4). (C—D) Corte
longitudinal (C) e transversal (D) das vesiculas seminais; note o epitélio vesicular (ep) espesso e o0s
espermatozoides preenchendo completamente o limen. (E-E’) O mesmo espermatozoide corado com Giemsa
(E) e DAPI (E’); note as regides distintas: acrossomo (seta preta), regido anterior (ra), regido nicleo-flagelo (nf)
e porcao final (seta azul). Barras: 100 um.
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Figura 4 — Cortes histologicos de foliculos testiculares mostrando detalhes da espermiogénese em Stenotarsus sp.
(A) Espermatides jovens evidenciando nebenkern (ne) e nucleo (n). (B) Em seguida, o nebenkern se separa
formando dois complexos mitocondriais (cml e cm2) proximos ao micleo (n). (C) Detalhe de espermatides
mostrando niicleo (n), ainda esférico, e o material do adjunto do centriolo (cabeca de seta). (D) Em uma fase
mais avangada da espermiogénese, os nucleos (n) estdo fusiformes e os flagelos (f) também estdo se alongando;
¢ possivel notar uma “bolha” pouco densa associada a metade posterior do nucleo (asterisco). (E) Cistos (c) em
estagio avangado da espermiogénese, com até 128 espermatozoides cada.

Os espermatozoides de Stenotarsus sp. sdo muito longos, com aproximadamente 1230
um de comprimento (Fig. 3E). A microscopia de luz, é possivel observar uma porgdo anterior
longa e bastante delgada medindo aproximadamente 470 um, seguida de uma por¢do mais

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

nucleo ja ndo estd presente, tem apenas cerca de 13 pm de comprimento (Fig. 3E).

Figura 5 — Cortes transversais de espermatozoides de Stenotarsus sp. sob microscopia eletronica de transmissao.
(A) Acrossomo mostrando perforatério (p), vesicula acrossomal (va) e uma camada de material circundante
(cabega de seta). (B) Regido anterior mostrando o corpo basal (cb); note uma extensdo lateral do acrossomo
(cabeca de seta branca), ¢ a camada circundante (cabega de seta preta), agora mais espessa. (C—D) Axonema com
resquicios da extensdo do acrossomo (cabega de seta branca) e da camada circundante (cabega de seta preta) (C),
e uma regido posterior sem esses elementos (D). (E-G) Regido nucleo-flagelo. Note que anteriormente os
derivados mitocondriais (dm) aparecem de ambos os lados do nucleo (n) (E); posteriormente eles aumentam em
didmetro (F), até ocuparem mais da metade do didmetro total nessa regido e envolverem completamente o nucleo
(G). Os corpos acessorios (ca) aparecem sempre ao lado do axonema. (H) Extremidade posterior do flagelo,
onde o nucleo ja ndo estd presente. (I) Extremidade final do espermatozoide, apenas com axonema ja
desorganizado. Barras: 200 nm.

A microscopia de eletronica foi possivel observar que na extremidade anterior da por¢io
delgada estd o acrossomo com o perforatério medindo aproximadamente 17 pm.
Imediatamente depois do acrossomo tem-se o corpo basal (Fig. 5B), ambos revestidos pelo

mesmo material, que € mais delgado no acrossomo que no corpo basal. No axonema, continuo
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com corpo basal, ja € possivel notar o padrdo 9+9+2 microtibulos (Fig. 5C-D). A porgao
espessa e longa ¢ a regido onde estdo os componentes do flagelo e, paralelamente a eles, um
nucleo bastante delgado (Fig. SE-G). Na regidao do flagelo, além do axonema e do nucleo,
ocorrem dois derivados mitocondriais simétricos e dois conspicuos corpos acessorios (Fig.
5E-G). No inicio do flagelo (Fig. 5E), os derivados mitocondriais sdo aproximadamente ovais
e tém diametro um pouco menor do que o diametro do axonema. Ainda nessa regido, os
corpos acessorios, situados na lateral e entre o axonema e os derivados mitocondriais,
circunda mais da metade do axonema e tem projecdes que conectam os derivados e o nucleo
(Fig. 5E). Entdo, os derivados mitocondriais, agora com didmetro por volta de trés vezes
aquele do axonema, e tornam-se alongados, justapostos e situado entre o nucleo axonema
(Fig. 5F). Em alguma regido flagelar, os derivados mitocondriais tornam-se subtriangulares e
curvados, abracando completamente o nucleo que ¢ o componente mais delgado do (Fig. 5G).
Na porgdo final do flagelo (Fig. 3E), o nucleo ¢é o primeiro a terminar (Fig. SH) e, finalmente,

0 axonema com seus microtibulos totalmente desorganizados (Fig. 51).

4. Discussao

A anatomia dos testiculos de Stenotarsus sp. difere de algumas espécies ja examinadas
em outras familias 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 foliculos testiculares — circulares ou levemente alongados — se
encontram em uma regido anterior do ducto deferente. Também difere do padriao observado
em uma espécie de Bystus (Anamorphidae), cujos testiculos sdo esféricos e unifoliculares
(obs. pes.). Para fins de comparagdo, ndo existem trabalhos, at¢é o momento, que incluam
dados sobre aparelho reprodutor completo — ou, ao menos, sobre testiculos — em
Endomychidae.

Tomaszewska (2000a, 2005) conduziu grandes estudos incluindo caracteres
morfoldgicos da termindlia abdominal em machos e fémeas; apesar da importancia desses
trabalhos, as descri¢des para alguns taxons mencionam apenas um ‘“ducto ejaculatoério com
glandula acesséria”, sem maiores detalhes (ver Tomaszewska, 2000a). Contudo, as evidéncias
histologicas aqui obtidas sobre essa estrutura indicam que a porcdo dilatada do ducto
ejaculatorio, circundada por uma camada muscular muito espessa, ¢ uma modificacdo que

atua como uma bomba ejaculatoria, € ndo ha qualquer tipo celular com caracteristica secretora
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que poderia caracteriza-la como uma glandula. Uma estrutura anatomicamente diferente,
também com caracteristicas de bomba ejaculatoria, ocorre em Bystus sp. (Anamorphidae)
(obs. pes.). A bomba ejaculatoria constitui uma especializacdo do ducto ejaculatério para
transferéncia do ejaculado ou parte dele (Snodgrass, 1935; Evans, 1961; Jaloszynski ¢ Ruta,
2021), e é reconhecivel por um alargamento no limen do ducto ejaculatério e algum grau de
esclerotizagdo para fixacdo do musculo compressor (Jaloszynski e Ruta, 2021).

A bomba ejaculatoria tem reconhecido potencial filogenético, por exemplo em Diptera,
Mecoptera, Siphonaptera, Strepsiptera (Hiinefeld e Beutel, 2005) e em diversas familias de
Coleoptera (Evans, 1961; Lawrence, 1994; Wanat, 2001; Hiinefeld 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 ndo havia
sido descrita em Endomychidae. A robusta filogenia de Coleoptera publicada por Lawrence et
al. (2011), com mais de 500 caracteres morfoldgicos, inclui uma extensa matriz de caracteres
baseada em diversos trabalhos taxondmicos sobre diferentes familias de besouros. Nota-se
que Lawrence et al. (2011), baseando-se nas descrigdes de Tomaszewska (2000a), consideram
a bomba ejaculatoria um caréter “ausente” nos tdxons amostrados por eles, incluindo Bysfus
sp. — a ¢época descrito na subfamilia Anamorphinae (Endomychidae), hoje incluido em
Anamorphidae (sensu Robertson et al. (2015)). Possivelmente, a codificagao “ausente” tenha
ocorrido porque a estrutura foi descrita como “glandula”, e ndo como “bomba ejaculatéria”,
tal como mencionada aqui. O reconhecimento dessa estrutura como uma bomba ejaculatoria
fornece novos elementos a serem explorados em futuras analises filogenéticas baseadas em
caracteres morfologicos de Endomochyidae e taxons relacionados, por exemplo,
Anamorphidae.

Os espermatozoides de Stenotarsus sp., medindo cerca de 1230 pm, podem ser
considerados gigantes (ver Pitnick et al., 2009). Dois estudos recentes amostraram 15 espécies
de Coccinellidae, de quatro subfamilias, e todas exibiram tamanhos expressivamente menores
dos espermatozoides (105-257 pm) (Dallai et al., 2018; Dias et al., 2020). Os
espermatozoides do Endomychidae aqui estudado, exibiu caracteristicas ultraestruturais muito
semelhantes aquelas descritas para Coccinellidae (Wang, 1998; Dallai et al., 2017, 2018,
2019; Dias et al. 2020): um acrossomo com perforatorio, seguido de um corpo basal, que da
origem a um axonema com 9+9+2 microtubulos, dois derivados mitocondriais, dois corpos
acessorios € um nucleo que corre paralelo aos componentes flagelares, oposto ao axonema, e
com um material amorfo conectando todos os elementos da regido nucleo-flagelo. No entanto,

uma diferenga notavel refere-se aos derivados mitocondriais que, além de envolverem
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completamente o nucleo por alguma extensdo, tém o didmetro de duas a trés vezes maior que
em Coccinellidae (Wang, 1998; Dallai et al., 2017, 2018, 2019; Dias et al. 2020) ou
Anamorphidae (obs. pes.). As caracteristicas mais marcantes dos espermatozoides de
Stenotarsus sp. sao o acrossomo seguido posteriormente pelo corpo basal € o ntcleo junto aos
componentes flagelares, como também observado em Coccinellidaec ¢ Anamorphidae — tdxons
estreitamente relacionados a Endomychidae (Robertson et al, 2015; McKenna et al, 2019).
Tais caracteristicas parecem preservadas em Coccinelloidea, pelo menos no clado que inclui
essas trés familias (Endomychidae, Anamorphidae e Coccinellidae) e concordam com o
monofiletismo da familia, proposto nos estudos supracitados. Futuros estudos incluindo mais
taxons de Endomychidae e de outras familias de Coccinelloidea precisam ser relizados, a fim
de contribuir com a resolucdo de problemas taxondmicos na superfamilia. Por ora, as
estruturas descritas no presente estudo jogam luz sobre o conhecimento morfologico em

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

Os resultados desta tese sobre a morfologia do sistema reprodutor e ultraestrutura dos
espermatozoides de besouros Cucujiformia das familias Ciidae (Tenebrionoidea), Erotylidae
(Cucujoidea) e Endomychidae (Coccinelloidea) evidenciaram tanto caracteristicas que se
distribuem dentro de cada superfamilia, quanto caracteristicas particulares, capazes de
distinguir tdxons menores — ao nivel de familia e tribo (no caso de Erotylidae). Deste modo,
ressaltamos o potencial do estudo espermatozoides na sistematica dessas familias de besouros,

bem como da sua biologia reprodutiva.
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