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Resumo

O estudo teve como objetivo caracterizar a morfologia das terminalias masculinas
de moscas da familia Syrphidae; trata-se de um grupo que apresenta grande diversidade
e importancia ecoldgica, pois além de serem polinizadoras sdo também indicadoras
ambientais e de degradagdo. O grupo apresenta desafios na identificacao de suas espécies
devido a variabilidade morfologica, em razao disso, as terminalias masculinas, estruturas
genitais dos machos, sdo frequentemente utilizadas em estudos taxonOmicos e
filogenéticos. Por meio da andlise detalhada da morfologia das termindlias, utilizando as
técnicas de microscopia eletronica de varredura e transmissdo, além da microscopia
confocal, buscamos contribuir para o conhecimento taxonomico do grupo e fornecer
dados para estudos comparativos. Além disso, investigamos a ultraestrutura do
espermatozdide em espécimes preservados em alcool 70%, visando avaliar a viabilidade
da utilizacao desse material para estudos morfoldgicos. Os resultados obtidos neste estudo
mostraram uma grande diversidade morfolégica das termindlias, com caracteristicas
ultraestruturais importantes, como presenca de cerdas, tamanho e formato das estruturas;
que diferem visivelmente entre as espécies de subfamilias diferentes. Ademais, a
caracterizagdo ultraestrutural do espermatozodide das espécies forneceu dados que
contribuem para ampliar a base de dados morfoldgicos disponiveis sobre as espécies do
grupo.

Palavras-Chave: Moscas, genitdlia masculina, Syrphinae, Microdontinae e Eristalinae.



Abstract

The study aimed to characterize the morphology of the male genitalia of flies in
the Syrphidae family; this is a group that exhibits great diversity and ecological
importance, as these flies are not only pollinators but also serve as environmental
indicators and indicators of degradation. The group presents challenges in the
identification of its species due to morphological variability; for this reason, male
terminalia, the genital structures of males, are frequently used in taxonomic and
phylogenetic studies. Through a detailed analysis of terminalia morphology, using
scanning and transmission electron microscopy techniques, as well as confocal
microscopy, we aim to contribute to the taxonomic understanding of the group and
provide data for comparative studies. In addition, we investigated the ultrastructure of
spermatozoa in specimens preserved in 70% alcohol, aiming to evaluate the feasibility of
using this material for morphological studies. The results obtained in this study showed a
high morphological diversity of the terminal structures, with important ultrastructural
characteristics, such as the presence of bristles, and the size and shape of the structures;
these differ visibly among species of different subfamilies. Furthermore, the
ultrastructural characterization of the spermatozoa of the species provided data that
contributes to expanding the available morphological database on the species of the group.

Keywords: flies, male genitalia, Syrphinae, Microdontinae and Eristalinae.



Introduciao

A Ordem Diptera ¢ representada por moscas e mosquitos e faz parte do grupo dos
insetos holometabolos, sendo considerada a quarta ordem em diversidade de insetos no
mundo, com cerca de 180.000 espécies descritas e 277 familias (Banki et al., 2026). Desse
total, mais de 31.000 espécies sdo encontradas na regido Neotropical, estando
compreendidas em cerca de 119 familias (Amorim ef al., 2002; Amorim, 2009; Carvalho
et al., 2024). As moscas s3o abundantes e sua diversidade ¢ enorme, podendo ser
encontradas em habitats variados e com habitos alimentares ¢ necessidade de recursos
diversificados (Skevington & Dang, 2002). Atualmente, estima-se que o numero de
espécies ainda ndo descritas seja maior, principalmente nas regides Afrotropical e
Neotropical (Brown et al., 2005; Kirk-Spriggs, 2017), parte disso se deve a grande
diversidade do grupo e ao reduzido niimero de taxonomistas para estuda-lo, como
acontece no Brasil (Rafael et al., 2009).

As moscas pertencem a subordem Brachycera, grupo monofilético extremamente
bem-sucedido, tendo evoluido nos ultimos 200 milhdes de anos e se diversificado
(Grimaldi & Engel, 2005). A diversificacdo ndo se restringe apenas a riqueza de espécies,
mas também a variedade estrutural e de habitos ecoldgicos com importancia econdmica,
médico-veterinaria, agricola e ecoldgica (Kirk-Spriggs, 2017; Rice ef al., 2019; Carvalho
et al., 2024). Ha evidéncias de sua associagdo com plantas desde o surgimento das
primeiras espécies com flores, sendo consideradas um dos principais grupos de insetos
polinizadores (Endress, 1994; Larson et al. 2001). A Infraordem Muscomorpha, contém
aproximadamente 100.000 espécies, e representa a grande maioria das moscas de
Brachycera (Liao et al., 2026).

Dentre as inimeras familias de Diptera, Syrphidae ¢ uma das mais abundantes e

ricas, possui mais de 6.300 espécies, organizadas em mais de 200 géneros e distribuidas
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em todo o mundo (Thompson ef al., 2010; 2013; Skevington et al., 2019; Montoya &
Wolff, 2020). Desse total, a regido Neotropical compreende cerca de 1.600 espécies
conhecidas, divididas em 82 géneros, ¢ ¢ considerada uma das regides biogeograficas
mais ricas para essa familia (Reemer, 2014; Carvalho et al, 2024). No Brasil, sdo
conhecidas cerca de 606 espécies, organizadas em 79 géneros (Morales & Marinoni,
2024), e estima-se que esse numero possa chegar préximo a 2 mil espécies, embora a
maior parte permanega desconhecida (Marinoni & Thompson, 2003).

Os sirfideos sdo alocados em quatro subfamilias: Syrphinae, Microdontinae,
Eristalinae (também conhecida por Milesiinae) e Pipizinae (Mengual et al., 2015;
Skevington et al., 2019; Montoya & Wolff, 2020).

Essas moscas sdo conhecidas por prestarem importantes servigos ecossistémicos,
como polinizadoras (Golding & Edmunds, 2000; Feldman, 2006; Jauker & Wolters, 2008;
Rader et al.,, 2009) e como indicadoras ambientais de poluicdo (Gilbert, 1993;
Sommaggio, 1999; Marshall, 2012). Dada tamanha relevancia como polinizadoras de
culturas agricolas, ja existem projetos de prote¢ao na Europa, que visam protegé-las, junto
as abelhas (Vuji¢, et al.,2022; Reverté et al., 2023 e Mazanek et al, 2025). Além da
importancia ecoldgica, algumas espécies de sirfideos também possuem importancia para
a saude publica, pois, podem causar miiases (Aguilera et al., 1999); e quando estdo
associadas a ambientes poluidos, podem atuar como veiculadoras mecanicas de
patogenos (Frankuski et al., 2011).

A maioria dos sirfideos adultos sdo visitantes florais e se alimentam de néctar e
polen (Schneider, 1969; Rojo et al., 2003). As larvas, por sua vez, possuem habitos
alimentares mais diversos e se desenvolvem em diferentes microhabitats (Speight, 2018;
Rotheray, 2019), podendo ser: 1) saprofagas, como em Callicera (Panzer, 1809), Milesia

(Latreille, 1804), Spilomya (Meigen, 1803), Criorhina (Meigen, 1822), Blera (Billberg,
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1820) e Mallota (Meigen, 1822) (Sommaggio, 1999); ii) fitofagas, como em Merodon
(Meigen, 1803), Eumerus (Meigen, 1822), Portevinia (Goffe, 1944) e muitos Cheilosia
(Meigen, 1822) (Sommaggio, 1999); iii) micofagas, como em algumas espécies de
Cheilosia (Meigen, 1822) (Sommaggio, 1999); iv) mirmeco6faga, como em algumas
espécies de Microdon (Meigen, 1803) (Schonrogge et al., 2002); v) parasitdides, como
em algumas espécies de Hypselosyrphus (Hull, 1937) (Pérez-Lachaud et al., 2014); e vi)
predadoras, onde geralmente se alimentam de pulgdes ou insetos sugadores de seivas de
plantas, como as espécies de Toxomerus e Allograpta (Smith & Chaney, 2007; Marshall,

2012).

No contexto da identificacdo e taxonomia dos insetos, varias espécies de
Syrphidae tem sido um grande desafio para os pesquisadores, pois além de serem um
grupo diverso (Banki et al., 2026), possuem ampla variacdo morfologica, sendo alguns
taxons representados por espécies robustas e grandes e outras delicadas e pequenas, como
Toxomerus (Macquart, 1855) e Ocyptamus (Macquart, 1834). Ja no contexto filogenético,
no que diz respeito as subfamilias, Microdontinae, Pipizinae e Syrphinae sdo
consideradas grupos monofiléticos, sendo Eristalinae a exce¢ao (Morales & Marinoni,

2009; Mengual et al.; 2015 € 2022; Wu et al., 2025).

Morfologia

As moscas da familia Syrphidae sdo conhecidas como moscas das flores (flower
flies) ou moscas que pairam (hover flies) devido ao comportamento de voo de algumas
espécies. O comprimento do corpo varia entre 4 e 25 mm e sua coloracao € usualmente
negra, amarela, verde metalica ou azul (Vockeroth & Thompson, 1987). Varias espécies

de Syrphidae sdo excelentes miméticos de vespas e abelhas devido seus padrdes de
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coloracdo, forma e comportamentos de voo (Gilbert, 2005; Reemer, 2013; Polidori ef al.,
2014).

Em Syrphidae ha grande variagao morfoldgica nas espécies, em geral, apresentam
cabecgas grandes, antenas curtas e olhos usualmente holdpticos nos machos (Fig.1B)
(Skevington et al., 2019). Algumas caracteristicas como a modificacdo dos segmentos
terminais do macho em termindlia, comeg¢ando no segmento 5 ao invés do 6; na asa a
presenga da veia espuria, entre as veias R e M, podem auxiliar na identificacdo, ja que,
sdo caracteristicas presente na maioria das espécies (Fig. 1A) (Vockeroth & Thompson,
1987; Skevington et al., 2019). Contudo, a veia espuria pode se apresentar assemelhando-
se a uma dobra na asa, como em Ornidia (Lepeletier & Serville, 1828) e Graptomyza
(Weidemann, 1820) (Ssymank et al., 2021). O abdomen ¢ varidvel quanto a forma,
podendo ser peciolado ou oval. Além disso, muitas espécies exibem desenhos

caracteristicos que permitem sua identificagdo, como € o caso de Toxomerus sp. (Fig.1C).

ocelos

ocelos
B Fimea (dicdptico) Macho (holéptico)

Figura 1: Caracteristicas como a presenga da veia espuria, diferenca dos olhos entre machos (holdpticos)
e fémeas (dicOpticos) e desenhos do abdomen podem auxiliar na identificagdo de moscas da familia
Syrphidae. (A e C) adaptado de Skevington et al. 2019 e (B) adaptado de Duke (2007).
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Morfologia das terminalias

Estudos comparativos de Diptera utilizando a morfologia das genitalias e a
anatomia interna tém sido feitos ha muito tempo, sendo os primeiros registros
encontrados em publicagdes do século XIX. Segundo Sinclair e colaboradores (1994), as
termindlias de machos em Diptera tém demonstrado grande diversidade e variabilidade,
se comparada a outras estruturas do corpo do inseto.

Diversos trabalhos envolvendo moscas tem utilizado a termindlia de machos como
fonte para estudos ndo s6 morfoldgicos, mas também de desenvolvimento, evolugdo e
comportamento, como ¢ o caso do trabalho de Rice e colaboradores (2019) com
Drosophila melanogaster (Meigen,1830). A ideia de que a terminalia de machos evoluiu
muito rapido em comparacdo a outras partes do corpo ¢ bem difundida, sendo
frequentemente interpretado como resultado da acdo da sele¢do sexual, que pode
promover rapida divergéncia por meio de escolha de fémeas, competi¢do espermatica ou
mecanismos de isolamento reprodutivo (Buenaventura & Pape, 2018; Eberhard &
Lehmann, 2019).

Assim como ocorre com outras espécies de mosca da Infraordem Muscomorpha,
dentre elas as da familia Syrphidae, as terminalias sofrem uma rotacdo de 360°,
denominada circunversao, onde os segmentos 5 a 8 sdo girados em 180° e o segmento 9
em mais 180° ficando o segmento 8 imediatamente atras do segmento 9 (epandrio)
(Vockeroth & Thompson, 1987; Sinclair, 2000) (Fig.2).

Segundo Cumming & Wood (2009) e Van Steenis (2023), a terminalia em Diptera
¢ formada por seis estruturas principais: 1) Epandrio, formado pelo tergito IX e que
carrega um par de lobos ou sustilos; 2) Hipandrio: esternito IX fusionado com os
gonocoxitos; 3) Pré e pos-gonito: par de lobos articulados na por¢ao apical do hipandrio,

lateral ao edeago; 4) Edeago: o6rgdo copulatorio intromitente e que junto com a bainha
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parameral formam o falo, que pode se apresentar com um ou dois segmentos — basifalo
ou distifalo; 5) Bainha parameral: parametros fusionados ou modificados, combinados
com o edeago formam o falo e 6) Proctiger: todas as estruturas posteriores ao segmento

IX, em machos de Syrphidae restritos aos cercos e anus (Fig.2).

Cercus

\{\\&%?{j Mﬂ’ e

Epandrium

C / Ejaculatory apodeme
Sub epandnal sclerue j

Surstylus\\\. “'.( Hypahdrtall =

sl ‘/armfll 4 Phallapodeme
| % "/‘

R e R
)" _Basiphallus. NS )

. -~ . Hypandrium
'\\5 T e~ “X. / Yp
_Pc’s’lgonlte_* S~

Distiphallus « ~7 1%

XA

Figura 2: Abdomen e terminalias de macho da espécie Syrphus ribesii (A-B) e Ocyptamus gastroctatus
(C) (Syrphidae). Figuras A e C mostram a vista lateral ¢ a figura B vista ventral da terminalias.
Abreviaturas: aed: edeago; aed apod: apdédema do edeago; bph: basifalo; cerc: cercos; epand: epandrio;
hypd: hipandrio; st: esternito; sur: surstilo e tg: tergito. (Fonte: McAlpine, 1981 e Van Steenis et al.,
2023)
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Ultraestrutura do espermatozoide

O estudo sobre a ultraestrutura de espermatozoides ¢ considerada importante, ja
que, a diversidade da morfologia espermatica, pode fornecer dados a respeito do caminho
evolutivo de espécies (Higginson, 2011; Rezende ef al., 2024) e potenciais mecanismos
relacionados a variabilidade na fertiliza¢do e reprodugdo das espécies (Malawey et al.,
2019). Em estudos que propuseram analisar a ultraestrutura do espermatozoide de insetos,
foi possivel descrever os caracteres que o compdem, tais como, nicleo, acrossoma,
derivados mitocondriais, adjunto do centriolo e axonema; onde a descri¢do precisa e
detalhada de tais estruturas ¢ capaz de evidenciar as diferengas morfoldgicas existente

entre as espécies (Name et al., 2010; Gracielle et al., 2016; Mercati et al., 2023).

Quando dados dos caracteres morfoldgicos dos espermatozoides sdo analisados
em conjunto com outras informagdes, como dados moleculares ou morfologia externa, os
resultados se tornam mais consistentes, robustos e confiaveis, melhorando o
entendimento sobre as relagdes filogenéticas existentes (Gottardo et al., 2016; Tavares-

Bastos et al., 2024).

A ultraestrutura do espermatozdide em Diptera, tende a apresentar enorme
heterogeneidade, se comparada a outras ordens de inseto, como Lepidoptera e Coleoptera.
Tal diversidade pode ser encontrada principalmente na variagdo dos adjuntos do centriolo,
nas assimetrias e organizacdo dos derivados mitocondriais e nas modificagdes na
estrutura do flagelo, enquanto em outras ordens a estrutura bésica do espermatozoide

tende a ser mais conservada (Jamieson, 1987; Jamieson ef al., 1999).

Em Diptera, a ultraestrutura de espermatozodes de nematoceros foi mais bem
estudada do que dos braquiceros (Name et al., 2010). Nas espécies de braquiceros

estudadas, a ultraestrutura do espermatozoide segue o mesmo padrao morfologico, com
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a presenca de um acrossoma apical, nicleo com cromatina compactada, derivados
mitocondriais apresentando regido paracristalina em seu interior e axonema com o padrao

9+9+2 (Jamieson, 1987; Jamieson ef al., 1999) (Fig.3).

Dessa forma, € possivel perceber que o estudo da morfologia tanto das termindlias
quanta da ultraestrutura do espermatozdide sdo importantes para complementar o

conhecimento existente acerca das espécies de Diptera.

Figura 3: Desenho esquematico representando a morfologia do espermatozéide de Crysomya megacephala
(Calliphoridae) comumente encontrada em Diptera. Em i: acrossoma, ii: nucleo, iii: transi¢do nucleo-
flagelo, iv: adjunto do centriolo, v: axonema e derivados mitocondriais, vi: final da cauda axonema e
derivado mitocondrial (Fonte: Name et al., 2010).
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Justificativa

A morfologia da terminalia de machos ¢ uma fonte de caracteres para se distinguir
espécies na maioria das familias de Diptera, contudo, ha poucos estudos taxondmicos
modernos que incluam ilustragdes dessa estrutura para ajudar no diagnostico dessas
espécies.

Na literatura, embora existam descri¢des da terminélia masculina de sirfideos (e.g.
Nagatomi & Iwata, 1976; Nagatomi, 1984; Sinclair et al., 1994), nenhuma delas se propds
a comparar a morfologia entre as espécies/grupos. Nessa perspectiva, ha a necessidade de
ampliar as descricdes morfologicas das terminalias de mais espécies de Syrphidae, de
forma a explorar a ultraestrutura e aprimorar os estudos sobre a familia.

O uso de dados estruturais e ultraestruturais das termindlias masculinas
apresentam-se como uma ferramenta que possibilita a ampliagao do quantitativo de dados
e informagoes, cobrindo assim as lacunas existentes na caracterizacdo das terminalias
masculinas de Diptera.

Apesar da diversidade e importancia de Syrphidae, a identificagdo precisa das
espécies ainda ¢ um desafio. Em muitos casos ¢ dependente do padrao de coloragao nas
asas, abdomen e térax (Metz & Thompson, 2001; Borges & Couri, 2009), que em sua
maioria, podem estar danificados ou perdidos por causa de métodos tradicionais de
montagem e preservacdo. Além disso, a utilizagdo de técnicas de microscopia por si sO
ou combinadas, embora bem estabelecidas, ndo sdo comumente utilizadas para o
processamento de amostras entomologicas, especialmente sirfideos (Harbach, 1984; Metz
& Thompson, 2001; Mengual, 2011), que sdo em sua maioria descritas por meio de
ilustragcdes e montadas com métodos tradicionais, tais como, secagem em estufas ou a

temperatura ambiente.
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A termindlia dos machos ¢ uma fonte de caracteres morfologicos usada para
distinguir muitas espécies de moscas (Vockeroth and Thompson, 1987; Reemer, 2014).
O trabalho de Sinclair e colaboradores (2013), trouxe uma representacao detalhada das
termindlias de vérias familias, utilizando a morfologia como base para sua abordagem
evolutiva.

O estudo da ultraestrutura dos espermatozoides tem se mostrado importante, pois,
devido a sua diversidade morfolégica pode fornecer dados sobre o desenvolvimento
evolutivo das espécies (Jamieson, 1987; Jamieson et al., 1999, Higginson, 2011; Rezende
et al., 2024) e potenciais mecanismos associados a diversidade de processos de
fertilizacdo e reproducao (Melawey et al., 2019). Além disso, pouco se conhece sobre a
ultraestrutura do espermatozoéide das espécies de Syrphidae.

Objetivos

Considerando a complexidade morfoldgica, as modificagdes estruturais, a falta de
consenso sobre a classificagdo de algumas espécies e ainda o nimero reduzido de
publicagdes, relacionadas ao grupo, nesse contexto, este trabalho tem por objetivo a
caracterizacdo morfologica das terminalias masculinas e da ultraestrutura do
espermatozodide em representantes de trés subfamilias de Syrphidae.

Assim, pretende-se, por meio da sua descricao e ilustragcdo (micrografias e analise
comparativa), ampliar os dados disponiveis e contribuir para um melhor entendimento da

biologia e taxonomia deste grupo.

Objetivos Especificos
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e Demonstrar como técnicas usadas no preparo de amostras para
Microscopia Eletronica podem contribuir para a preservagao de espécimes
de moscas da familia Syrphidae.

e Demonstrar como as microscopias podem contribuir para a caracterizagao
morfologica das terminalias de moscas da familia Syrphidae.

e Aprimorar as informacdes morfologicas existentes das termindlias ja
descritas na literatura.

e Realizar descri¢do das estruturas e ultraestruturas que compdem as
termindlias masculinas de algumas espécies da familia Syrphidae e, a
partir disso, comparar as diferencas entre os representantes das subfamilias
Microdontinae, Eristalinae e Syrphinae (estudo da morfologia comparada);

e Realizar a descricdo morfoldgica da ultraestrutura do espermatozoide e a
descri¢ao de seus componentes a partir de testiculos e espermatecas de

moscas armazenados em alcool 70%, por longos periodos.

Material e Métodos

Os espécimes foram coletados por meio de armadilhas de interceptacdo de voo do
tipo Malaise. Representantes das subfamilias Syrphinae, Microdontinae e Eristalinae
foram fornecidos pelo Laboratorio de Insetos Necréfagos, da Universidade Federal de
Goias, coletados no Parque Nacional das Emas, Floresta Nacional de Silvania, Reserva
Particular de Desenvolvimento Sustentavel Legado Verdes do Cerrado e area rural do
municipio de Varjdo. Todas as areas no estado de Goids. Outros ainda, foram fornecidos
pelo Laboratério de Desenvolvimento e Metamorfose de Diptera — LADDI da
Universidade de Brasilia, provenientes de coletas realizadas na Fazenda Agua Limpa,
Taguatinga e Ceilandia, todas situadas no Distrito Federal. A identificagdo dos espécimes

coletados foi realizada utilizando chave dicotomica (Metz & Thompson, 2001; Marinoni
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et al., 2007; Borges & Couri, 2009) e consulta ao acervo da Colecdo Entomologica da

Universidade de Brasilia — UnB. Os espécimes estavam armazenados em alcool 70%.

As espécies utilizadas nesse trabalho, os respectivos locais de coleta e o numero

de espécimes utilizados podem ser vistos na tabela 1.

Os espécimes utilizados para cada uma das técnicas s6 puderam ser utilizados uma

Unica vez, pois € necessario o preparo adequado para cada uma das técnicas.

Tabela 1. Relaciio das espécies e seus locais de coleta.

Espécimes
Subfamilia Espécies Local da coleta utilizados
Microdontinae
_ Parque Nacional das 5
S.rolanderi (Reemer, 2008) Emas
S.barretoi (Carrera, Lopes & Parque Nacional das 3
Lane, 1947) Emas
P.nigrispinosus (Shannon, 1927) Varjao-GO 2
C.chrysidimima (Hull, 1937) Varjao-GO 2
Eristalinae
C.chalybescens (Wiedemann, 3
1830) Varjao - GO
Varjao - GO,
FAL-UnB, 5
O.obesa (Fabricius, 1775) UnB
E.taeniops (Wiedemann, 1818) FAL-UnB, Taguatinga-DF 3
P.furcata (Wiedemann, 1819) FAL-UnB, Ceilandia-DF 3
P.vinetorum (Fabricius, 1798) FAL-UnB, Ceilandia-DF 3
P.scutellaris (Fabricius, 1805) FAL-UnB 3
Syrphinae
Parque Nacional das 5
T.lacrymosus (Bigot, 1885) Emas
_ Parque Nacional das 5
T.politus (Say, 1823) Emas
T.dispar (Fabricius, 1794) FAL-UnB 2
T.laenas (Walker, 1852) FAL-UnB 2
T.watsoni (Curran, 1930) FAL-UnB 2
Floresta Nacional Silvania,
Varjao-GO, S
D.clavata (Fabricius, 1794) RPDS
Ocyptamus (Macquart, 1834) sp. Floresta Nacional Silvania 2
Xanthandrus (Verral, 1901) sp. Floresta Nacional Silvania 2
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A terminologia adotada para a descri¢ao dos caracteres morfoldgicos da genitalia
foi baseada nos trabalhos de Cumming & Wood (2017) e Van Steenis e colaboradores
(2023). As moscas foram fotografadas utilizando uma camera Canon EOS Rebel T7, lente
Canon EF 100 mm macro. As imagens foram tratadas utilizando o software Darktable

versdo 4.4.2. O focus stacking foi feito no Helicon Focus 8.0.2.

Preparo das genitalias

Para o estudo das terminalias de machos de Syrphidae, os abdomens foram
removidos e diafanizados em solucdo de KOH a 10% por aproximadamente 24 h. Apds
o processo de diafanizacdo, as pegas foram neutralizadas em solugdo de acido acético
10%, posteriormente lavadas em agua destilada e armazenadas em microtubos contendo
alcool 70%. Para observacao prévia das estruturas, as pecas foram montadas em laminas

escavadas temporarias com glicerol.

Preparo para Microscopia Eletronica de Varredura

As genitalias dos machos foram fixadas em solucao Karnovsky (glutaraldeido 2%,
paraformaldeido 2%, 5 mM CaCl; e sacarose 3% em tampao cacodilato de so6dio 0,1M),
pH 7,2 a 4°C por aproximadamente 12 h. Pés-fixados por 1 h em tetréxido de 6smio 1%,
em seguida foram desidratados em séries crescentes de acetona (30, 50, 70, 90, 100%)
por 15 minutos cada. As amostras foram secas no equipamento de secagem ao ponto
critico (Balzers - CPD 030) e metalizadas com ouro (equipamento: Leica - EM SCD 500).
As andlises foram realizadas no microscopio eletronico de varredura marca Jeol, modelo
JSM-7001F a 15Kv.

As imagens de todas as espécies foram coloridas artificialmente, respeitando um

padrdo de coloragdo para cada estrutura, da seguinte forma: surstilo (azul), cercos (verde),
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epandrio (rosa), processo pos anal (vermelho), pds-gonito (amarelo), hipandrio (azul

claro), edeago (laranja).

Preparo para Microscopia Confocal de Varredura a Laser

As genitalias dos machos foram montadas em laminas de vidro com glicerol e
laminula e analisadas no Microscopio Confocal de Varredura a Laser, marca Leica,
modelo TCS SP5, equipado com lasers com os seguintes comprimentos de onda: 408,
488 e 594. O sinal da autofluorescéncia foi captado em 3 canais PMT com as seguintes
janelas: azul (410-470), verde (500-545) e vermelho (600-720). As estruturas foram
analisadas usando a objetiva x10 com lente seca (NA 0,3). Imagens sequenciais foram
obtidas utilizando o Z-stack e posteriormente visualizadas recorrendo-se a projecao 3D.
A metodologia adotada foi baseada nos trabalhos de Chetverikov (2013) e Grzywacz e

colaboradores (2014).

Preparo para Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Os testiculos de machos e espermatecas de fémeas foram retirados de moscas
previamente armazenadas em alcool 70% e fixados em solu¢ao Karnovsky (glutaraldeido
2%, paraformaldeido 2%, 5 mM CaCl2 e sacarose 3% em tampao cacodilato de sodio
0,IM), pH 7,2 a 4°C por aproximadamente 12 h. Pés-fixados por 1 h em tetroxido de
6smio 2%, ferricianeto de potassio 1,6% em tampao cacodilato de s6dio 0,2 M, em
seguida foi feita a contrastagdo in block em solu¢do aquosa de acetato de uranila 0,5%
por 12 h, desidratados em série de acetona (30, 50, 70, 90, 100% ) e embebidos em resina
Spurr. Os cortes ultrafinos foram feitos em ultramicrotomo marca Leica, modelo EM UC7,
contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo, posteriormente examinados e
fotografados em Microscopio Eletronico de Transmissao marca Jeol, modelo JEM-1011

a 80 kV.
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Resultados

As moscas secas em temperatura ambiente sofreram descoloragdo e seu
tegumento colapsou, o que levou a uma aparéncia enrugada e alteragdo de varios
caracteres morfologicos (Fig. 4 A-B). Os espécimes submetidos ao protocolo de MEV
(desidratacdo e secagem por ponto critico) mantiveram um alto grau de integridade
morfoldgica, quando comparados aos espécimes secos em temperatura ambiente ou em
estufas. As estruturas mais delicadas, como a cabega, os olhos ¢ 0 abddmen, ndo foram

danificadas quando submetidas a secagem por ponto critico; da mesma forma, a coloragio

original do espécime também foi mantida (Fig.5 A-H).

Figura 4: Moscas da espécie 7. politus, submetidas ao processo de secagem tradicional, a temperatura
ambiente. Em (A) fotografia com vista dorsal em (B) vista lateral.
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Figura 5: Moscas submetidas ao processo de secagem utilizando o equipamento ponto critico. Em (A-B)
T. politus, (C-D) T. lacrymosus, (E-F) D. clavata e (G-H) S. rolanderi. Em (A, C, E e G) fotografia com
vista dorsal em (B, D, F e H) vista lateral. Todas as imagens apresentam escala de 1 mm.
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Morfologia da terminalia

Subfamilia Syrphinae

As terminalias de machos das espécies Toxomerus lacrymosus (Bigot, 1884),

Toxomerus politus (Say, 1823), Toxomerus dispar (Fabricius, 1794), Toxomerus watsoni

(Curran, 1930), Toxomerus laenas (Walker, 1852), Dioprosopa clavata (Fabricius, 1794),

Ocyptamus (Macquart, 1834) sp. — grupo cilindricus e Xanthandrus (Verral, 1901) sp.

pertencentes a subfamilia Syrphinae foram analisadas por microscopia eletronica de

varredura, o que possibilitou evidenciar os principais componentes da terminalia e

forneceu maior resolu¢do e precisdo para a caracterizagdo de estruturas como cercos,

surstilos, epandrio, entre outras, além da presenca de ultraestruturas como cerdas e

espinhos e sua distribuicdo. Seguem os resultados obtidos para cada espécie:

T. lacrymosus: Em vista ventral do abdomen, € possivel visualizar o
processo pos-anal curto, sem a presenga de cerdas. Sustilos ovais, contudo,
mais largo na regido apical do que na base, se comparados aos de 7. politus.
Apresentam cercos e surstilos com cerdas longas por toda a superficie. O
epandrio, estd posicionado lateralmente aos cercos, e edeago ¢ visivel na
vista ventral do abdomen (Fig. 6A). Em vista lateral da genitalia, pds-
gonito, posicionado abaixo do surstilo, apresenta espinhos bem evidentes.
Edeago largo e curto (Fig. 7A e Fig. 9A).

T. politus: Em vista ventral do abddmen, surstilo oval, com cerdas longas
espagadas por toda a superficie. Pequenas cerdas na por¢do central. O
processo pos anal (processo triangular ou post anal hood) se apresenta bem
evidenciado, em formato triangular. Em sua extensao € possivel visualizar
uma fileira de cerdas em cada uma de suas laterais. Tem sua base junto ao

epandrio, posicionando-se entre os surstilos (Fig. 6B). Os cercos sao
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densamente recobertos com cerdas curtas e longas, distribuidas ao longo
de toda a estrutura. S@o circundados pelo epéandrio, na vista ventral do
abdomen, estrutura densamente recoberta por pequenas cerdas ao longo
de toda sua superficie (Fig 6B). Em vista lateral da genitalia, o pds-gonito
esta posicionado logo abaixo do surstilo e, apresenta grandes espinhos,
distribuidos ao longo das regides laterais. O edeago ¢ largo (Fig. 7B e 12A).
Na Figura 9B ¢ possivel visualizar o apédema do falo, logo apds a inser¢ao
do edeago.

T. dispar: Processo pés-anal evidente com seu apice ficando atrds dos
surstilos. Estes apresentam cerdas muito longas no apice, cerdas curtas nas
extremidades laterais e cerdas medianas ao longo de toda a superficie. Sdo
observados cercos ovais, recobertos por cerdas pequenas € medianas
espalhadas ao longo de toda a superficie; sdo circundados pelo epandrio,
que ¢ recoberto de cerdas curtas por toda sua superficie. Edeago
proeminente e visivel na vista ventral do abdomen. (Fig. 6C).

T. watsoni: Surstilos com cerdas curtas no centro e cerdas medianas
distribuidos ao longo de toda a superficie. Processo pds-anal bem
evidenciado e longo, quase do tamanho dos surstilos. Possui cerdas em
toda superficie. Cercos ovais, recoberto por cerdas curtas e medianas
distribuidos ao longo de toda superficie. Epandrio circundando os cercos,
em vista ventral, pegando a base do processo pos-anal. Ainda em vista
ventral, ¢ possivel visualizar as pontas dos espinhos do pds-gonito, atras
da por¢ao apical dos surstilos e a por¢ao apical do edeago (Fig. 6D).

T. laenas: Surstilos ovais com a presenca de cerdas muito longas ao longo

de toda superficie, além de grande concentracao de cerdas curtas na regido
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central. Processo pos-anal situado entre os surstilos, possui base larga,
chegando a altura da por¢ao medial dos surstilos, sendo todo recoberto por
cerdas curtas. Observou-se que os cercos sdo ovais e recobertos de cerdas
curtas e médias, distribuidas ao longo de toda superficie; sdo circundados
pelo epandrio, que ¢ recoberto por cerdas curtas. Na vista ventral do
abdomen, ¢ possivel visualizar uma pequena por¢cdo do edeago, com
aparéncia pontiaguda, situado atras dos surstilos, logo acima do processo
pos-anal (Fig. 6E). Na vista lateral da genitélia, € possivel visualizar o pos-
gonito, situado abaixo dos surstilos, proximo ao edeago. O po6s-gonito
possui espinhos distribuidos por toda a sua extensdo. Edeago constitui-se
de uma estrutura larga com varias reentrancias. Hipandrio encaixado logo
abaixo do epandrio (Fig. 7C).

D. clavata: Surstilos mais largos na base e na regido medial, tornando-se
mais pontiagudo na regido apical. Cercos possuem formato semi-circular,
mais largo na base e mais pontiagudo nas extremidades, contudo o apice
¢ mais delgado, em vista ventral do abdomen. Além disso, € todo recoberto
por longas cerdas. Processo pos-anal ndo ¢ aparente nessa espécie, sendo
visivel em vista ventral do abdomen, entre os surstilos, apenas o edeago
(Fig. 6F). Em vista lateral e ventral da genitalia, o pds-gonito nao possui
espinhos ao longo de sua superficie, apresentando em sua extremidade
anterior apenas cerdas longas. Epandrio apresenta-se recoberto de cerdas
curtas por toda sua extensao. Hipandrio nao apresenta cerdas e se encaixa
logo abaixo do epandrio. Edeago ¢ longo, estendendo-se desde a altura dos

surstilos até abaixo do hipandrio (Fig. 7D e Fig 12B). Na figura 9C ¢
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possivel visualizar, por transparéncia, que uma por¢ao do edeago se dobra
por tras do pos-gonito.

Ocyptamus spl. — Grupo Cilindricus: Em vista lateral, os surstilus
apresentam cerdas medianas e esparsas, em toda a sua extensdo; o seu
ponto de encontro com o épandrio ndo ¢ delimitado por uma sutura ou uma
linha forte, o que passa a impressao, das duas estruturas, de serem uma
forma tinica e continua. Epandrio arrendondado na por¢ao mais proximal
e mais fino e estreio na por¢ao mais distal, proxima ao surstilo; recoberto
em toda sua extensao por cerdas curtas. Cercos recobertos de cerdas longas
e curtas ao longo de toda sua extensao, sendo circundado pelo epandrio.
Hipandrio encaixado logo abaixo do epandrio, e junto a sua por¢ao
anterior estd localizado o pos-gonito. Possui cerdas muito curtas em sua
extremidade oposta ao epandrio. Pos-gonito aparenta ser uma estrutura
retangular com cerdas esparsas em sua superficie. Nao apresenta espinhos,
somente cerdas longas na por¢ao anterior. O edeago ¢ longo e se dobra ao
se encaixar entre os poOs-gonitos. Apresenta uma regido serrilhada na
porcao distal, logo abaixo do pos-gonito (Fig. 7E). Na figura 9D, indicado
pelo (*) € possivel visualizar o apédema do falo logo apos a inser¢ao do
edeago.

Xanthandrus spl.: Assim como Ocyptamus sp., em vista lateral da
genitalia, apresenta surstilo alongado, situado a frente do epandrio, em sua
porcdo distal. Possui poucas cerdas, algumas longas em suas extremidades
laterais, e em sua por¢do central, cerdas curtas e esparsas. Também se
apresenta recurvado para baixo. Cercos recoberto por cerdas muito longas

e curtas por toda sua extensdo. Estdo localizados circundados pelo
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epandrio. Epandrio, ¢ mais arredondado na por¢ao proximal e alongado na
por¢do distal, onde se encontra com o surstilo, sendo recoberto por cerdas
curtas na sua por¢ao média. Hipandrio estd localizado logo abaixo do
epandrio, onde em sua por¢do distal se encontra com o pods-gonito.
Também possui cerdas muito curtas em sua extremidade oposta ao
epandrio. Pos-gonito ¢ uma estrutura retangular que se alarga na sua
porcao distal, possui espinhos em sua base, proximo ao hipandrio. Edeago
se localiza entre os pos-gonitos, ¢ alongado e se dobra de modo a se
encaixar por entre essas estruturas. Assim como Ocyptamus sp. possui

uma regido serrilhada, em sua regido distal, proximo a abertura (Fig.7F).
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Figura 6: Vista ventral abdomen das terminalias das espécies da subfamilia Syrphinae. Em (A) T.
lacrymosus, (B) T. politus, (C) T. dispar, (D) T. watsoni, (E) T. laenas ¢ (F) D. clavata. As estruturas estdo
indicadas pela colorag@o a seguir: Surstilo (Azul), Cercos (Verde), Processo pos-anal (Vermelho), Epandrio
(Lilas) e Edeago (Laranja). Abreviatura: st: esternito, S: surstilo, C: cercos, ED: edeago, EP: epandrio,
PP: processo pds-anal Todas as imagens estao com a escala de 100 pm.
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Figura 7: Vista lateral das terminalias das espécies da subfamilia Syrphinae. Em (A) T. lacrymosus, (B) T.
politus, (C) T. laenas, (D) D. clavata, (E) Ocyptamus spl e (F) Xanthandrus spl. As estruturas estdo
indicadas pela coloracdo a seguir: Surstilo (Azul), Cercos (Verde), Epandrio (Lilés), Hipandrio (Azul claro),
Pos-gonito (Amarelo) e Edeago (Laranja). Abreviatura: S: surstilo, C: cercos, ED: edeago, EP: epandrio,
H: hipandrio, PG: pds-gonito. Todas as imagens estdo com a escala de 100 pm.
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Subfamilia Microdontinae

As espécies analisadas foram Surimyia rolanderi (Reemer, 2008),

Schizoceratomyia barretoi (Carrera, Lopes & Lane, 1947), Pseudomicrodon

nigrispinosus (Shannon, 1927), Chrysidimyia chrysidimima (Hull, 1937).

Segue a descricdo da morfologia encontrada para cada espécie:

S. rolanderi: Surstilos em formato de bastiao recoberto de pequenos espinhos ao
longo de toda sua superficie. Cercos retangulares com cerdas médias ao longo
da superficie. Epandrio situado logo abaixo dos cercos, tendo os surstilos ligados
na sua por¢ao distal. Edeago longo e fino, bifurcado, iniciando na por¢ao média.
O épice do edeago ¢ arredondado (Fig. 8A e Fig. 12C). Na figura 9E ¢ possivel
visualizar o apddema ejaculatorio junto a base do edeago. Bifurcagdo do edeago
se iniciando na por¢ao medial (Fig. 9E). Em vista ventral da genitalia, hipandrio
recobre toda a base do edeago (Fig. 12C).

S. barretoi: Em vista lateral da genitalia, surstilo em formato de bastao
alargando-se proximo a base, sendo recoberto de cerdas medianas ao longo de
toda sua superficie. Cercos retangulares com densa pilosidade. As extremidades
laterais dos cercos mais proximas dos surstilos apresentam cerdas longas em
toda sua extensdo. Cercos menores do que a extensdo dos surstilos., situados
junto ao epandrio na sua regido distal. Epandrio com pouco pilosidade,
apresentando cerdas curtas apenas na regido proxima aos cercos. A ponta
arredondada do edeago ¢ possivel de ser visualizada, logo abaixo do surstilo
(Fig.8B). Na figura 9F ¢ possivel visualizar as estruturas por tras do epandrio.
Em vista ventral da genitdlia, o edeago apresenta-se bem evidenciado, sendo
possivel notar sua bifurcagdo. Hipandrio posicionado logo abaixo do epandrio e

do edeago (Fig. 12D).
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P. nigrispinosus: Em vista lateral da genitélia, surstilo curto com espinhos curtos
ao longo de toda sua extensdo. Cercos logo acima dos surstilos, com superficie
toda recoberta por cerdas curtas e cerdas muito longas distribuidas em sua
superficie. Situados junto ao epandrio em sua porcao distal. Epandrio recoberto
de cerdas medianas em toda sua extensdo. Hipandrio situado logo abaixo do
epandrio e dos surstilos (Fig. 8C).

C. chrysidimima: Em vista lateral da genitalia, surstilos recobertos por espinhos
e em formato de bastdo, contudo, quando comparado com S§. barretoi, sao
menores ¢ a sua por¢ao distal possui dimensdes semelhantes ao dos cercos.
Cercos recobertos por densa pilosidade, sendo em sua maioria cerdas curtas ou
medianas. Junto aos cercos, em sua por¢ao proximal, encontra-se o epandrio,
estrutura arredondada e recoberta por cerdas em sua por¢ao central. Abaixo do
epandrio, destaca-se o hipandrio, estrutura grande que recobre a inser¢do do
edeago. Edeago longilineo e delgado, sendo maior que o tamanho dos surstilos

(Fig. 8D).
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Figura 8: Vista lateral das terminalias das espécies da subfamilia Microdontinae. Em (A) S. rolanderi, (B)
S. barretoi, (C) P. nigrispinosus e (D) C. chrysidimima. As estruturas estdo indicadas pela coloracdo a
seguir: Surstilo (Azul), Cercos (Verde), Epandrio (Lilas), Hipandrio (Azul claro) e Edeago (Laranja).
Abreviatura: S: surstilo, C: cercos, ED: edeago, EP: epandrio, H: hipandrio. Todas as imagens estdo com
a escala de 100 um.
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Figura 9: Vista lateral das genitalias visualizadas por microscopia confocal. E possivel notar que a técnica
produz um efeito translicido no material, tornando possivel a visualizagdo de estruturas que estdo atras
de outras. Subfamilia Syrphinae: (A) T. lacrymosus, (B) T. politus, (C) D. clavata (D), Ocyptamus spl;
subfamilia Microdontinae: (E) S. rolanderi e (F) S. barretoi. O * indica o apé6dema do falo. Todas as
imagens possuem com escala de 250 pm.
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Subfamilia Eristalinae

As espécies analisadas, da subfamilia Eristalinae, foram: Copestylum
chalybescens (Wiedemann, 1830), Ornidia obesa (Fabricius, 1775), Eristalinus taeniops
(Wiedemann, 1818), Palpada furcata (Wiedemann, 1819), Palpada vinetorum (Fabricius,
1798) e Palpada scutellaris (Fabricius, 1805).

A estrutura do pds-gonito parece ser fusionada ao hipandrio, formando uma
estrutura Unica. Segue a descri¢gdo morfologica encontrada:

e (. chalybescens: em vista ventral do abdomen (Fig 10A), epandrio
aparece evidenciado, com a presenca dos cercos em sua por¢ao central.
Uma pequena parte dos surstilos ¢ aparente. Cercos em formato oval,
recobertos por cerdas longas. Em vista lateral, surstilos em formato
arredondado, com cerdas longas em sua regido distal. Epandrio situado
junto a por¢do proximal do surstilo; possui cerdas curtas em toda sua
extensdo. Hipandrio situado logo abaixo do epandrio; ndo possui cerdas
em sua extensao. Em sua por¢ao mais distal, o hipandrio apresenta regiao
mais afilada e curvada para baixo, em formato de gancho. Edeago largo,
envolvido pelo hipandrio, com por¢ao visivel logo abaixo do mesmo
(Fig.11A).

e 0. obesa: Em vista ventral do abdomen, cercos rodeados pelo epandrio
que ¢ bem evidenciado. Entre os cercos ¢ possivel visualizar parte do
edeago (Fig.10B). Em vista lateral, surstilo em formato de bastdo, com
pouca cobertura de cerdas, distribuidas ao longo da por¢do distal. Cercos
com formato ovalado, posicionados acima do epandrio; eles possuem
cerdas longas e curtas ao longo de toda sua extensdo. Epandrio situado na
por¢do proximal dos surstilos; ele possui cerdas curtas por toda sua

extensdo média até a base. Hipandrio situado logo abaixo do epandrio;
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possui pequenos espinhos na regido inferior, proxima ao edeago € uma
depressdo semicircular, com pequenos digitos, em sua por¢do média
inferior. Além disso, o hipandrio também apresenta um espinho Unico na
margem superior da por¢do distal. Em sua por¢do mais proximal, ¢é
recoberta por cerdas muito curtas (Fig. 11B).

E. taeniops: Em vista ventral do abdomen, surstilos aparentes e bem
evidenciados; possuem cerdas muito longas e curtas recobrindo toda sua
extensdo. Epandrio envolvendo os cercos. Cercos recobertos de cerdas
curtas, contudo, em sua porcao distal, apresenta cerdas longas (Fig.10C).
Em vista lateral, o epandrio esta situado junto aos cercos em sua por¢ao
proximal. Possui cerdas muito curtas em sua por¢ao proxima aos cercos €
aos surstilos. Surstilos situados logo abaixo dos cercos, se estendendo até
a parte média da base do epandrio.; possuem cerdas curtas na regiao
proxima ao epandrio e cerdas longas em sua regido distal; apresenta
espinhos em sua regido interna (Fig.11C). Hipandrio sem cobertura de
cerdas e apresentando dois pequenos ganchos em sua por¢ao mais distal,
proxima ao surstilo. Por¢do apical do edeago visivel, em formato de dois
tubos finos paralelos (Fig.11C) e em vista ventral da genitalia, ¢ possivel
visualizar que o edeago ¢ envolto pelo hipandrio (Fig. 12E).

P. furcata: Em vista ventral do abdomen, surstilos, cercos e epandrio em
evidéncia. Cercos posicionados na por¢do central, com formato oval
(Fig.10D). Em vista lateral, surstilos se estendendo da regido anterior até
a por¢ao média abaixo do epandrio; possui cerdas muito longas em seu
apice, cerdas médias em sua por¢do distal. Nao possui cerdas em sua

porcao central. Epandrio arredondado, coberto de cerdas muito curtas,
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situado entre os cercos e os surstilos. Hipandrio situado logo abaixo do
epandrio e dos surstilos, ndo possuindo cerdas em sua extensdo. Edeago
localizado entre as algcas do hipandrio, com uma por¢do convexa
dorsalmente a mostra (Fig.11D).

P. vinetorum: Em vista ventral do abdomen, surstilos, epandrio e cercos
evidenciados. Pequena porcdo do edeago ¢ visivel entre os cercos
(Fig.10E). Em vistal lateral da genitalia, cercos posicionados acima do
epandrio; possuem cerdas curtas e longas em toda sua extensao. Surstilos
curtos e recurvados para baixo; recobertos por cerdas na sua por¢ao
proximal, junto ao epandrio; além disso, também possui cerdas muito
longas na mesma regido. Epandrio arredondado, recoberto de cerdas curtas
por toda sua extensao. Hipandrio longo, com extremidade denteada em sua
regido distal, proximo aos surstilos, ndo possuindo cerdas em sua extensao;
extremidade proximal rugosa e por¢do aparente do edeago convexa (Fig.
11E). Em vista ventral da genitalia, edeago localizado entre as alcas do
hipandrio (Fig. 12E).

P. scutellaris: Em vista ventral do abdomen, sustilos, epandrio, cercos e
parte do hipandrio evidenciados. Cercos recobertos por cerdas muito
curtas em toda sua extensdo; em sua por¢ao mais externa apresenta grande
quantidade de cerdas muito longas. Entre os cercos ¢ possivel observar
uma pequena por¢ao do edeago (Fig 10F). Em vista lateral, da genitalia, o
surstilo apresenta uma forma mais arredondada; com a presenca de cerdas
muito curtas na regido central e cerdas mais longas nas adjacéncias. Se
estende até abaixo do epandrio, quase até a base hipandrio Cercos

localizados acima dos surstilos e epandrio. Epandrio recoberto por cerdas
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curtas em toda sua extensdo. Hipandrio com a extremidade distal em
formato de garra; apresenta pequenos espinhos. Parte do edeago visivel

localizado entre as algas do hipandrio (Fig.11F).

100pm
—

Figura 10: Vista ventral do abdomen evidenciando as terminalias das espécies da subfamilia Eristalinae.
Em (A) C. chalybescens, (B) O. obesa, (C) E. taeniops, (D) P. furcata, (E) P. vinetorum e (F) P. scutellaris.
As estruturas estdo indicadas pela coloracdo a seguir: Surstilo (Azul), Cercos (Verde), Epandrio (Lilas) e
Edeago (Laranja). Abreviatura: S: surstilo, C: cercos, ED: edeago, EP: epandrio. Todas as imagens estdo
com a escala de 100 um.
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Figura 11: Vista lateral da genitalia das espécies da subfamilia Eristalinae. evidenciando as terminalias das
espécies da subfamilia Eristalinae. Em (A) C. chalybescens, (B) O. obesa, (C) E. taeniops, (D) P. furcata,
(E) P. vinetorum e (F) P. scutellaris. As estruturas estdo indicadas pela coloragdo a seguir: Surstilo (Azul),
Cercos (Verde), Epandrio (Lilas), Hipandrio (Azul claro) e Edeago (Laranja). Abreviatura: S: surstilo, C:
cercos, ED: edeago, EP: epandrio, H: hipandrio. Todas as imagens estdo com a escala de 100 um.

41



Figura 12: Vista ventral das terminalias de representantes das 3 subfamilias. Em (A) T.lacrymosus (B)
T.politus — Syrphinae; (C) S.rolanderi e (D) S.barretoi — Microdontinae; (E) P. vinetorum e (F) P.
scutellaris - Eristalinae. As estruturas estdo indicadas pela coloragdo a seguir: Surstilo (Azul), Cercos
(Verde), Epandrio (Lilas), Hipandrio (Azul claro) e Edeago (Laranja). Abreviatura: S: surstilo, C: cercos,
ED: edeago, EP: epandrio, H: hipandrio, PG: pds-gonito. Todas as imagens estdo com a escala de 100 pm.
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Espermatozoide

Foi analisada a ultraestrutura dos espermatozdides das espécies: 7. lacrymosus, T.
politus, D. clavata, S. barretoi, S. rolanderi e O. obesa.

Embora as espécies analisadas tenham apresentado algum grau de degradacao dos
espermatozodides, ainda foi possivel fazer uma descri¢do geral de estruturas como
derivados mitocondriais e axonema, no que diz respeito a formato e tamanho. Para as
espécies da subfamilia Syrphinae (Fig 13 A-C) foi possivel observar que os derivados
mitocondriais de 7. lacrymosus (Fig.13A) sdo diferentes dos apresentados por 7. politus
(Fig. 13B) sendo os ultimos, com formato mais oval ou arredondado. Ambas as espécies
apresentam material paracristalino no interior dos derivados mitocondriais e possuem
derivados mitocondriais de tamanhos diferentes (um maior e outro menor). Foi possivel
observar ainda, que em 7. lacrymosus, a inser¢do do adjunto do centriolo acontece
paralela ao final do nucleo, na regido de transi¢do cabega-cauda (Fig.13A). D. clavata,
por sua vez, apresenta derivado mitocondrial maior com formato triangular e o derivado
menor reduzido. E possivel visualizar a inser¢do do adjunto do centriolo na regido de
transicao cabega-cauda. (Fig. 13C).

J& para a familia Microndontinae, observou-se que S. rolanderi apresenta dois
derivados mitocondriais em formato semi-circular, em corte transversal, os quais
apresentam regido paracristalina em seu interior. (Fig. 13D). Em S. barretoi, os derivados
mitocondriais sdo ovais e possuem regido paracristalina, contudo, possuem pontos
proximo as bordas pouco elétron-densos (Fig. 13E). Em corte longitudinal, figura 13F, ¢
possivel visualizar que na regido de transicdo cabeca-cauda, o nucleo localiza-se
paralelamente ao axonema, ¢ logo abaixo do nucleo se inicia o adjunto do centriolo.

A espécie O. obesa, representante da subfamilia Eristalinae, apresenta nucleo com

cromatina densamente condensada, com lacunas circulares menos elétron-densas (Fig.
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14A - *). Na regido de transi¢do, foi possivel observar o final do nucleo paralelo ao
centriolo (Fig. 14C) e mais abaixo, que a por¢do final do nicleo também se apresenta
paralela ao axonema e ao adjunto do centriolo (Fig. 14D). Os derivados mitocondriais
possuem formato fusiforme, mais largos no meio e se estreitando nas extremidades.

Possuem regido paracristalina em seu interior (Fig. 14B).
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Figura 13: Micrografias eletronicas de Transmissdo mostrando a ultraestrutura do espermatozoide das
moscas da familia Syrphidae. Em (A) T. lacrymosus, (B) T. politus, (C) D. clavata, (D) S. rolanderi e (E-
F) S. barretoi. Abreviagdes: ax: axonema; ca: adjunto do centriolo; md: derivado mitocondrial; n: nucleo.
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Figura 14: Micrografias eletronicas de Transmissdo mostrando a ultraestrutura do espermatozoéide de O.
obesa. Abreviaturas: ax: axonema; ca: adjunto do centriolo; c: centriolo; md: derivado mitocondrial; n:
nucleo.

Discussao
Contribuicdes das técnicas para a conservacio dos espécimes

Um dos grandes problemas enfrentados por quem trabalha com entomologia e
taxonomia ¢ conseguir preservar, da melhor maneira possivel, a estrutura do inseto. Em
insetos com estrutura fragil e delicada, geralmente nio se tem obtido muito sucesso, ja
que o protocolo padrio de secagem dos insetos € realizado a temperatura ambiente ou

estufa. E exatamente isso que se tem encontrado na literatura, quando os objetos de estudo
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sdo insetos inseridos nesse contexto. Em trabalhos envolvendo moscas da familia
Syrphidae, por exemplo, constantemente, observa-se espécimes com estrutura
morfoldgica preservada, contudo, ainda apresentando deformagdes em regides como
abdomen e cabega (Reemer, 2010; Carvalho-Filho et al., 2014; Miranda et al., 2020) mas
que devido a sua importancia para os estudos taxonomicos aproveita-se o que ¢ possivel
de ser observado.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram uma maior preservacdo de
estruturas delicadas como olhos, cabeca e abdomen, por meio do aproveitamento de
etapas utilizadas no preparo para a microscopia eletronica de varredura, como a
desidratagdo e secagem ao ponto critico, o que evidencia que ¢ possivel aumentar o grau
de preservacdo das estruturas corporais e de caracteres morfologicos importantes da
regido da cabeca e abdomen. Além disso, a manutenc¢ao da coloracdo original do espécime,
¢ um relevante fator a ser considerado, ja que, a coloracdo ¢ um carater morfoldgico
eventualmente importante para a diferencia¢do taxondmica (Badejo ef al., 2020; Cruz et
al., 2021).

Gordh & Halls (1979) j4 haviam descrito em seu trabalho as vantagens de se
utilizar o equipamento de secagem ao ponto critico como meio de preservagdo e
montagem de insetos. No presente trabalho, a mesma técnica foi aplicada a moscas da
familia Syrphidae e os resultados mostram que o grau de preservagdo dos caracteres
morfoldgicos, comumente deteriorados pela fragilidade dos espécimes, ¢ superior ao
utilizado em trabalhos disponiveis na literatura para essa familia (Metz & Thompson,
2001; Borges & Couri, 2009; Reemer, 2010).

Embora seja um método que consuma tempo € recursos, a secagem ao ponto
critico pode vir a ser uma escolha mais adequada, no que se refere a preservagdo de

espécimes, pois, garante que eles serdo mais facilmente identificaveis no futuro,
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especialmente quando se trabalha com descri¢do de novas espécies e designagdo de
espécimes-tipo. O método permite que a amostra permaneca intacta, preservando as
caracteristicas do inseto vivo, como colorag¢do e morfologia. Dessa forma, eles podem ser

depositados em colegdes entomologicas para futuras analises.

Caracteriza¢io morfologica das terminalias

A caracterizagdo da morfologia da terminélia de machos das espécies da familia
Syrphidae mostrou, por meio da microscopia eletronica de varredura e microscopia
confocal, que € possivel uma melhor visualizagdo e descricao das estruturas que compdem
a terminalia, o que possibilita uma fonte mais confidvel de distingdo entre muitas espécies
e amplia os dados morfoldgicos que se tem na literatura sobre a genitalia dessa espécie.

Na literatura ¢ possivel encontrar estudos semelhantes, que utilizaram outras
espécies. No trabalho de Samerjai e colaboradores (2021), duas espécies de moscas
pertencentes a familia Sarcophagidae foram identificadas com base nas variagdes
morfoldgicas e morfométricas da ultraestrutura da terminélia masculina (cercos e juxta).
Buenaventura e colaboradores (2018) trazem uma andlise filogenética, a partir de dados
morfolégicos da genitdlia de machos da subfamilia Sarcophaginae, onde para a
visualizacdo dos caracteres morfologicos foi utilizada a microscopia eletronica de
varredura. Pela mesma técnica, andlises do detalhamento morfoldgico da genitalia de
Parasacophaga dux (Sarcophagidae) (Chaiwong et al., 2007), permitiram a distingao
entre esta e outras espécies previamente reportadas na literatura (Bianziger & Pape, 2004).
Estes estudos demonstram a relevancia da caracterizagdo morfologica utilizando a
microscopia eletronica de varredura, sendo ela uma importante ferramenta complementar
capaz de fornecer dados relevantes e importantes que podem auxiliar nos estudos

taxondmicos das espécies.
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Os resultados apresentados neste estudo, com relagdo as moscas da familia
Syrphidae, permitem evidenciar diferengas morfoldgicas em estruturas especificas dentro
de um mesmo género, como € o caso do processo pos-anal bem evidenciado nas espécies
T. politus, T. watsoni e T. laenas e quase inexistente em 7. lacrymosus. Além disso, a
morfologia dos surstilos e cercos, aliados a presenca ou auséncia de densa cobertura
pilosa e de espinhos também sdo caracteristicas notaveis quando se faz uma comparagado
entre as espécies. A diferenga no tamanho do processo pos-anal ja ¢ uma caracteristica
morfoldgica conhecida, como se pode ver nos trabalhos de Metz & Thompson (2001) e
Borges & Couri (2009), contudo, sdo tratadas de forma genérica, somente quanto ao
tamanho, ndo descrevendo de forma detalhada a estrutura. Por ser um dos caracteres
morfologicos que contribuem para a determina¢do de espécies dentro do género
Toxomerus ¢ de suma importancia uma descricdo morfoldgica detalhada, com um maior
nimero de caracteristicas que possam vir a diferencia-la entre as espécies.

Um grande desafio encontrado ao longo do desenvolvimento deste trabalho foram
as poucas informacgdes disponiveis acerca das espécies. Neste estudo, para alguns géneros,
como foi o caso de Ocyptamus e Xanthandrus ndo se conseguiu chegar ao nivel de espécie,
pois, houve a dificuldade de se encontrar chaves dicotdomicas que chegasse a esse nivel.
Na literatura, informagdes sobre a genitalia das outras moscas da subfamilia Syrphinae
analisadas no presente estudo, ndo estdo disponiveis em grande quantidade. Contudo,
ainda sim foi possivel evidenciar a diferenca morfoldgica existente entre os géneros.
Apesar de possuirem morfologias muito semelhantes, as genitalias das moscas dos
géneros Ocyptamus spl. e Xanthandrus spl. possuem caracteristicas estruturais e
ultraestruturais que diferenciam o formato e tamanho de estruturas como os surstilos,
epandrio e pos-gonito. Em Ocyptamus spl. a base do surstilo ¢ estreita, a base do epandrio

¢ arredondada e a base do pds-gonito ¢ larga; por sua vez, em Xanthandrus spl. a base do
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surstilo ¢ mais larga, epandrio mais comprido do que arredondado e base do pos-gonito
mais estreita; portanto, sendo possivel observar diferengcas morfoldgicas sutis entre os
géneros avaliados.

Ao se observar os representantes da subfamilia Microdontinae, notou-se que o
formato e tamanho dos surstilos ¢ diferenciado quando se comparam as espécies. O
edeago apresentou morfologia distinta para cada espécie analisada. Comparando os dados
disponiveis na literatura, ¢ possivel perceber que caracteristicas como o edeago fino e
bifurcado, e surstilo se iniciando abaixo do epandrio sdo caracteristicas que estdo
presentes em outras espécies da subfamilia Microdontinae. Portanto, podem ser uma
caracteristica da subfamilia, como observado nos trabalhos de Reemer & Mengual (2026)
que apresenta a descri¢do de uma nova espécie do género Ubristes; de Reemer (2008)
que apresenta a descri¢ao de outra espécie do género Surimyia, e Reemer & Stahls (2013)
que apresenta a descricdo de outras espécies dos géneros Schizoceratomyia e
Chrysidimyia,

J& para a subfamilia Eristalinae foi possivel observar que a morfologia dos cercos
se apresentou semelhante em todas as espécies, onde a presenga de cerdas longas e curtas
em toda sua extensdo e o formato ovalado foi evidenciado. Além disso, algumas
caracteristicas morfologicas parecem ser proprias do género ao qual pertencem, como ¢
o caso da porgdo distal do hipandrio recurvada para baixo, vista em C. chalybescens, e
que também pode ser visualizado em outras espécies do género Copestylum descritas nos
trabalhos de Rotheray e colaboradores (2007) e Ricarte e colaboradores (2015). No
hipandrio de O. obesa, a depressdo encontrada na regido média e o espinho na margem
superior sdo estruturas que ja foram descritas anteriormente por Carvalho-Filho e
colaboradores (2009); caracteristica essa que ndo estavam presente em O. therezinhae

espécie nova descrita no mesmo trabalho. As espécies do género Palpada apresentam
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caracteristicas morfoldgicas semelhantes, quanto ao formato geral da genitdlia, o que
parece ser um padrdo do género. O formato arredondado dos surstilos, a extremidade
distal do hipandrio em formato de garra ou gancho e o edeago com a porcao visivel
convexa sdo caracteristicas que também sdo encontradas nos trabalhos que descrevem
outras espécies do género, tais como em Morales & Marinoni (2009) e Reemer & Morales
(2016).

Quando se compara o padrao estrutural da genitalia, levando-se em consideragao
as subfamilias como um todo, é possivel perceber que nas espécies da subfamilia
Microdontinae ndo foi observado a presenga da estrutura pds-gonito, o que esta de acordo
com o descrito por Van Steenis (2023) que traz em seu Glossario de terminologias a
informagdo de que em Syrphidae, o pds-gonito pode estar ausente ou fusionado ao
hipandrio.

Na literatura, ha um debate sobre qual seria a origem e a nomenclatura do pos-
gonito; alguns autores, como McAlpine, (1981), trazem a estrutura com o nome de
paramero, enquanto Cumming e colaboradores (1995) afirmam se tratar de uma nova
estrutura em Cyclorhapha homdloga ao gonoéstilo. O que pudemos observar nas espécies
analisadas ¢ que de fato a estrutura se mostra de forma diferenciada quando se compara
as subfamilias. Nas espécies aqui analisadas de Microdontinae, a estrutura estava ausente
(Fig. 8), em Eristalinae parecia estar fusionada ao hipandrio em sua porcao distal e em
formato de gancho (Fig. 11) e em Syrphinae, apresenta-se como uma estrutura separada
(Fig.7). Cumming e colaboradores (1995) trazem que em linhagens basais de
Cyclorrhapha o gondstilo (p6s-gonito) € uma estrutura reduzida a lobos em formato de
gancho ou estdo ausentes citando como exemplo algumas espécies de Syrphidae e a

maioria das espécies de Pipunculidae.
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B — Microdontinae

Com base em filogenias disponiveis na literatura, como os trabalhos de Mengual
e colaboradores (2008), Morales & Marinoni (2009), Reemer & Stahls (2013) e Mengual
e colaboradores (2015), € possivel observar que a subfamilia Microdontinae ¢ considerada
a mais basal, o que pode explicar as diferengas morfologicas encontradas nas genitalias,

principalmente se comparadas a Syrphinae, a subfamilia mais derivada (Fig. 15).

Pipunculidae

P. nigrispinosus

v

S. rolanderi

| S. barretoi

C. chrysidimima

Eristalinae

C. chalybescens

v

O. obesa

E. taeniops
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P furcata

P vinetorum

P scutellaris

Syrphinae

v
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Figura 15: Dendograma da familia Syrphidae. Na figura ¢ possivel visualizar como as estruturas
morfologicas das genitalias de representantes de cada subfamilia se diferenciam entre sim. Pipunculidae
aparece como o grupo externo. Surstilo (Azul), Cercos (Verde), Epandrio (Lilas), Hipandrio (Azul claro) e
Edeago (Laranja). Todas as imagens estao com a escala de 100 um.
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Com relagdo a utilizacao da Microscopia Confocal para a analise morfoldgica da
genitalia, observou-se que a técnica permitiu uma melhor visualizacao e identificacao de
estruturas que naturalmente estdo sobrepostas e que por meio da microscopia de luz ou
eletronica de varredura ndo era possivel de serem vistas. Em Ocyptamus sp1, por exemplo,
foi possivel observar a inser¢ao do apédema do falo, estrutura essa que fica por tras do
epandrio (Fig.9D -*). Isso porque a técnica utiliza a visualizagdo de multiplos planos
focais, que, combinados, permite a reconstru¢do tridimensional das estruturas (Grzywacz
et al., 2014). Na literatura, a utilizacdo da autofluorescéncia do exoesqueleto de quitina
para a visualizagdo na microscopia confocal, tem sido utilizada como ferramenta no
estudo morfoldgico de insetos, principalmente no estudo de imaturos de diptera.
Grzywacz e colaboradores (2014), trouxeram a caracterizacdo morfologica de larvas de
Calliphoridae e Muscidae, evidenciando as particularidades do cefaloesqueleto. Em outro
estudo, Klaus e colaboradores (2003), utilizaram a genitalia de Drosophila melanogaster
e Culex tarsalis para demonstrar como a reconstru¢do 3D e a microscopia confocal sdo

uteis para estudos morfologicos.

Ultraestrutura do espermatozoide

No que se refere a ultraestrutura do espermatozoéide, a literatura tradicionalmente
traz como protocolo padrio a fixagdo dos testiculos logo apos a dissecco, isso para que
a estrutura de tecidos e células seja preservada. Os resultados obtidos neste trabalho
demonstram que apesar dos testiculos ndo terem sido submetidos a protocolo de fixacao
adequado, ainda foi possivel visualizar as principais estruturas dos espermatozdides, com
excecdo das membranas, que ndo foram preservadas. A possibilidade de reconhecimento

e caracterizacdo de pelo menos alguns caracteres ultraestruturais de espermatozoéides sdo
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de grande valia, pois, em casos em que ha pouca disponibilidade de material ou até mesmo
em casos em que se tratam de espécimes raros € possivel a utilizagao desse recurso.

As espécies analisadas neste trabalho, nao possuem dados disponiveis na literatura
relacionados a ultraestrutura do espermatozoéide, dessa forma, apesar de poucos caracteres
morfoldgicos terem sido recuperados e descritos, ainda sim, sdo dados importantes a
serem acrescentados acerca da morfologia das espécies e de Syrphidae. A ultraestrutura
do espermatozoide encontrada para as espécies analisadas estd de acordo com o padrao
descrito para dipteros braquiceros e que estdo disponiveis na literatura (Dallai e al. 1993;
Jamieson et al., 1999; Name et al.,2012; Gracielle et al., 2016), onde foram descritos
derivados mitocondriais com a presenca de regido paracristalina e o arranjo dos
microtubulos no axonema no padrdo 9+9+2, sendo um par central, nove pares de
microtibulos periféricos e 9 microtiibulos acessorios.

A identificacdo dos caracteres morfoldgicos, da regido da cabeca (nucleo) e da
regido da cauda (adjuntos dos centriolos, derivados mitocondriais e axonema) condizem
com o padrao descrito por Wu & Zhou (1986) que descreve a ultraestrutura do
espermatozoéide de Eristalinus tarsalis, espécie também da familia Syrphidae. As espécies
T. lacrymosus, D. clavata, S. barretoi e O. obesa apresentaram o nicleo com uma
inser¢ao na regido de transicao cabeca-cauda, ficando sua extremidade inferior lado a lado
com o adjunto do centriolo, assim como foi descrito para E. tarsalis.

Em trabalhos que analisaram a ultraestrutura do espermatozoide de insetos foi
possivel fazer a caracterizacdo de cada um dos caracteres morfologicos que o compde,
tendo eles sido capazes de fornecer a descri¢do e evidenciar a diferenca morfologica
quando ha comparacao entre espécies (Name et al., 2010; Gracielle ef al., 2016; Mercati
et al., 2023). Kotzé e colaboradores (2019) compararam, a ultraestrutura do

espermatozoéide de Hermetia illucens (Stratiomyidae) com outras subespécies de Dipteros,
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revelando caracteristicas distintas na regido da cabeca, zona de transicao (parte posterior

do nticleo) e regido anterior do flagelo.

Conclusao

As técnicas aplicadas neste estudo podem contribuir para os estudos da
morfologia comparada desse grupo. Embora o uso da microscopia eletronica de varredura
ja tenha sido relatado na literatura como a melhor técnica para o estudo morfologico de

insetos, a literatura nao fornece imagens comparativas mostrando essas diferencas.

A caracterizagdo morfologica das termindlias das moscas das subfamilias
Syrphinae, Microdontinae e Eristalinae contidas neste trabalho ¢ uma importante
contribuicdo para ampliar a base de dados morfologicos sobre a familia Syrphidae. A
maior resolucdo das imagens fornecidas pela microscopia eletronica de varredura permite
uma caracterizacao mais precisa ¢ detalhada da estrutura morfolégica das terminalias.
Dessa forma, uma melhor compreensao das estruturas e das interrelagdes entre as espécies,
sera possivel. A microscopia Confocal, por sua vez, possibilitou a visualizacdo de
estruturas internas por transparéncia, sem a necessidade da retirada de pecas, o que

viabilizou a compreensdo da morfologia e conexao entre as estruturas.

A caracterizacao ultraestrutural do espermatozoide de 7. lacrymosus, T. politus,
S. rolanderi, S. barretoi, D. clavata e O. obesa realizada neste trabalho foi o primeiro
registro morfoldgico feito para essas espécies, contudo, ainda ¢ necessaria a descricao de
mais caracteres morfoldgicos para que se possa definir a estrutura do espermatozoéide de
cada espécie. As descrigdes ultraestruturais do espermatozoide mostram que, assim como
ja descrito para outras espécies de Diptera na literatura, ¢ possivel distinguir

caracteristicas e especificidades morfoldgicas. Entender a morfologia da ultraestrutura de
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mais espécies dessa familia ¢ importante, pois, enriquece o banco de dados de morfologia,
contribui com a taxonomia do grupo e possibilita um melhor entendimento sobre as

relagdes entre seus representantes e sobre a familia Syrphidae.
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ABSTRACT

The study of insects has historically been linked to the development of microscopy. As techniques have improved, research into in-
sect morphology can increasingly contribute to a better understanding of the structures and functions of the morphological charac-
ters of insects' three tagmata. We propose the use of methodologies applied in microscopy as a way of improving and facilitating the
study of the morphological characters of fly genitalia. In addition, flies preserved in 70% alcohol were used to verify the feasibility
of distinguishing ultrastructural characters in the spermatozoa, when not previously fixed for the preservation of morphological
structures. We have shown that it is viable to enhance preservation of specimens using a scanning electron microscopy technique.
In addition, the observation of genitalia using this technique, together with confocal laser scanning microscopy, enables better
visualization, description, and understanding of the morphological characteristics of fly genitalia. We also noted, in analysis using
transmission electron microscopy, that it is possible to recover and describe some morphological features of the ultrastructure of
Toxomerus politus (Say, 1823) sperm, obtained from flies stored in 70% alcohol for a long period of time. Comparison between the
methods used to investigate the structures of T. politus, observed after preserving the specimen, already demonstrates the impor-
tance of using appropriate methodology as a starting point for reliable results. The methodologies and techniques adopted in this
work have the potential to be extrapolated to research into other species of flies and other insects in a broad context.

1 | Introduction The use of microscopy has helped advance entomological dis-
coveries over the years. In 1669, the naturalist, anatomist, and
The identification and classification of insects depends on the microscopist Jan Swammerdam (1637-1680) demonstrated

evaluation of tiny structures, which are often impossible to dif- how microscopy could be used as a powerful tool in the study
ferentiate without technical equipment, such as stereomicro- of insects. He published his most famous book, “Historia
scopes and light microscopes. Insectorum Generalis” (The Natural History of Insects), in

+The author died prior to the submission of this paper. This is one of his last works.
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which he used progressive techniques for dissecting and
comparing structures to discuss the development and meta-
morphosis of insects (Friedrich et al. 2014). As technologies
improved, including the use of stereomicroscopes, entomol-
ogists were able to identify and differentiate morphological
and structural characters, which are essential for taxonomy.
Antennae, wings, and legs, for example, saw their morpholo-
gies and functions properly described, which enabled a better
understanding of abilities such as communication and flight
(Callahan 1975; Farisenkov et al. 2022).

With the emergence of electron microscopy, the power of
resolution was increased, enabling the visualization of struc-
tures on micro and nanometric scales. From the 1970s on-
wards, studies involving entomology and the use of scanning
electron microscopy (SEM) began to be developed (Conford,
Rowley, and Klun 1973; Wootton 1992). Structures and exter-
nal morphological characters previously described, with less
detail, or unknown, became part of morphological descrip-
tions and taxonomic studies (Wootton 1992; Dey, Hooroo, and
Wankhar 1995).

Transmission electron microscopy (TEM), in turn, has helped
to understand the role of the structure and function of cells and
tissues, which is essential, for example, in the ultrastructural
evaluation of gametes (Stirling and Woods 2002; Ravi, Leung,
and Zeev-Ben-Mordehai 2020). The study of the morphology
and ultrastructure of spermatozoa has proven to be relevant
since the diversity of sperm morphology can provide data on
the evolutionary path (Higginson 2011; Rezende et al. 2024)
and potential mechanisms related to variability in the fertiliza-
tion and reproduction of species (Malawey et al. 2019). When
data on spermatozoa morphological characters are analyzed
alongside other information, such as molecular data and ex-
ternal morphology, the results become consistent and reliable,
enhancing our understanding or phylogenetic relationships
(Gottardo et al. 2016; Tavares-Bastos et al. 2024).

Confocal laser scanning microscopy (CLSM), on the other hand,
through natural or artificial fluorescence, has allowed even
more accurate differentiation of insect anatomy, providing in-
formation about diversity, adaptation, and evolutionary rela-
tionships (Lee, Brown, and Monroe 2009), making it possible to
visualize features from characteristic structural profiles (Zhang
et al. 2013).

Regardless of the aforementioned possibilities and potentialities,
there are still challenges, since insects such as flies and mos-
quitoes often have fragile bodies and structures (Sarwar 2020).
The methodology commonly used to preserve specimens, where
the insects are dried and mounted at room temperature, some-
times fails to maintain the integrity of their original character-
istics and the conservation of morphological structures (e.g.,
loss of color, collapse of the integument) (author's observation).
Another issue is the lack of reliable representation of morpho-
logical structures, which are often represented by schematically
inaccurate and confusing drawings, especially regarding the
genitalia of males (e.g., Metz and Thompson 2001; Borges and
Couri 2009).

In insects, male genitalia is an essential morphological char-
acter for taxonomists, fundamental for differentiating closely
related species (Eberhard 2019), as it shows great diversity
and variability when compared to other insect body structures
(Sinclair, Cumming, and Wood 1993; Sinclair, Cumming, and
Brooks 2013). Likewise, spermatozoa and females can con-
tribute to the understanding of insect phylogeny. After mat-
ing, sexually mature females retain these cells in specialized
storage organs called spermathecae (Name, Pujol-Luz, and
Bdo 2010).

One group that represents a taxonomical challenge and could
benefit from more reliable approaches to the preservation
and representation of its structures is the family Syrphidae
(Diptera). These flies constitute a speciose group with at least
7000 described species (Catalogue of Life 2024) and are highly
diverse in morphology, comprising both large-bodied flies, and
smaller, slender ones, such as those in the genus Toxomerus
Macquart, 1855.

Moreover, syrphid flies can provide ecological services such
as pollination when adults (Golding and Edmunds 2000;
Feldman 2006; Jauker and Wolters 2008; Rader et al. 2009), and
decomposition of plant matter when still immature. They can
also be used as bioindicators (Gilbert 1993), and some species are
of public health concern since they can cause Myiasis (Aguilera
et al. 1999) and, when in degraded environments, act as me-
chanical vectors of pathogens (Francuski et al. 2011).

Despite the diversity and importance of Syrphidae, accurate
species identification is challenging. It is dependent on chaeto-
taxy and the color patterns on the wings, abdomen, and thorax
(Metz and Thompson 2001; Borges and Couri 2009), which are
often damaged or lost with traditional methods of mounting
and preservation. Additionally, the utilization of individual or
combined microscopy techniques, while well established, is not
commonly used for the processing of entomological samples, es-
pecially of syrphids (Harbach 1984; Metz and Thompson 2001;
Mengual 2011), which are mostly described with illustrations
and mounted with traditional methods.

Here we combine distinct microscopy techniques (SEM, TEM,
and CSLM) to preserve and describe fragile structures. A spe-
cies of the genus Toxomerus from the Syrphidae family was
used as a model: it is a small, slender insect, with several spe-
cific and easily damaged morphological markers, such as abdo-
men coloration. Also, we present information on the structure
and ultrastructure of the male genitalia of our model species.

2 | Materials and Methods
2.1 | Obtaining the Material

Flies of the species T.politus (Say, 1823), belonging to the
Syrphidae family (Diptera), were chosen to demonstrate the ap-
plied techniques and their outcomes since they are flies with a
fragile and delicate structure (as observed by the authors and
Sarwar 2020).
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Prior to this study, the specimens had been stored in 70% etha-
nol for approximately 5Syears. They were collected in protected
areas of Cerrado at the Emas National Park (Mineiros-GO) and
Silvania National Forest (Silvinia—GO), deposited at ZUFG
(Zoological Collection of the UFG); and Fazenda Agua Limpa
(Brasilia-DF), deposited at DZUB (Entomological Collection
of the Department of Zoology of the University of Brasilia).
Species were identified using dichotomous keys (Metz and
Thompson 2001; Marinoni, Morales, and Spaler 2007; Borges
and Couri 2009).

2.1.1 | Dissection of Genitalia

The abdomens of the males (n =10) were removed and placed in
10% KOH solution for 24h at room temperature to whiten and
eliminate soft tissue. The genitalia were then dissected and sub-
sequently prepared for microscopy analysis.

The dissected and analyzed specimens were discarded and those
that were not dissected were deposited in the DZUB collection.

2.2 | Comparison of Drying Methods

To compare outcomes of distinct drying methods with regard
to the preservation of diagnostic morphological characters,
specimens were mounted using entomological pins and dried
either at room temperature or using part of the SEM protocol,
with acetone dehydration and critical point drying (Gordh and
Hall 1979).

Once they were completely dry, the flies were photographed
using a Canon EOS Rebel T7 camera with a Canon EF 100mm
macro lens. The images were post-processed with Darktable
software version 4.4.2. Focus stacking was done in Helicon
Focus version 8.0.2.

2.3 | Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM)

The male genitalia were mounted on glass slides with glyc-
erol and a coverslip. The samples were analyzed using a
Laser Scanning Confocal Microscope, model TCS SP5 (Leica,
Germany), equipped with lasers with the following wavelengths:
408, 488, and 594 nm. The autofluorescence signal was captured
in 3 PMT channels with the following windows: blue (410-470),
green (500-545), and red (600-720). The structures were ana-
lyzed using the X10 objective with a dry lens. Sequential images
were obtained using the Z-stack and subsequently visualized
using 3D projection.

2.4 | Scanning Electron Microscopy (SEM)

The male genitalia were fixed in Karnovsky solution (2% glu-
taraldehyde, 2% paraformaldehyde, 5mM CaCl,, and 3% su-
crose in 0.1 M sodium cacodylate buffer), pH7.2, at 4°C for
approximately 12 h. They were post-fixed for 1 h in 1% osmium
tetroxide, and then dehydrated in an increasing series of

acetone (30%, 50%, 70%, 90%, and 100%) for 15min each. The
samples were dried in critical point equipment, model CPD
030 (Balzers, Liechtenstein) and metalized with gold with EM
SCD 500 equipment (Leica, Austria). The analyses were car-
ried out using a Jeol model JSM-7001F (Jeol, Japan) scanning
electron microscope.

2.5 | Transmission Electron Microscopy (TEM)

Additionally, in an attempt to obtain better-preserved sperma-
tozoa, spermathecae were used; so, the male testicles (n=10)
and female spermathecae (n=10) were removed from flies pre-
viously stored in 70% alcohol and fixed in Karnovsky solution,
pH 7.2, at 4°C for approximately 12h. They were post-fixed for
1hin 2% osmium tetroxide, 1.6% potassium ferricyanide in 0.2M
sodium cacodylate buffer, pH 7.2, then contrasted in a block in
0.5% aqueous uranyl acetate solution for 12h, dehydrated in an
acetone series (30%, 50%, 70%, 90%, and 100%), and embedded
in Spurr resin.

The ultra-thin sections were cut using an ultramicrotome,
model EM UC7 (Leica, Austria) contrasted in uranyl acetate and
lead citrate, and afterward examined and photographed using
a Transmission Electron Microscope, model JEM-1011 (Jeol,
Japan) at 80kV.

The electron microscopy protocols were adapted from De
Souza (2015), Gracielle, Tidon, and Bdo (2016), and Barros-
Cordeiro, Pujol-Luz, and Béo (2021).

3 | Results

Specimens submitted to the SEM protocol (dehydration and crit-
ical point drying) maintained a high degree of morphological
integrity when compared to specimens dried at room tempera-
ture or using drying ovens. The most delicate structures, such
as the head and eyes, as well as the abdomen, were not dam-
aged when subjected to critical point drying; likewise, the spec-
imen's original coloration was also maintained (Figure 1B,D,F).
Conversely, flies dried at room temperature underwent discol-
oration and their integument collapsed, which led to a shriveled
appearance and alteration in several morphological characters
(Figure 1A,C,E).

3.1 | Spermatozoa

Although the testicles and spermathecae had been taken from
flies preserved in 70% alcohol, which could result in the dete-
rioration of the tissues and cells, leading to some degree of deg-
radation, it was still feasible to recover information about the
spermatozoa morphology. The identification of some morpho-
logical features of the sperm ultrastructure, such as in the head
(nucleus) and the tail (the centriole adjunct, the mitochondrial
derivatives, and the axoneme) regions, was made using the TEM
technique (Figure 2A,B). In addition, it was described how the
transition from the head-tail region occurs with the insertion of
the centriole adjunct.
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FIGURE 1 | Comparison between two drying methods of the Toxomerus politus specimens: At room temperature (A, C, and E) and using the

critical point drying protocol (B, D, and F).

FIGURE 2 | Transmission electron micrograph of Toxomerus politus sperm. Images (A) and (B) shows the morphology of structures such as the
mitochondrial derivatives (md), the axoneme (ax), and the adjunct centrioles (ca).

3.2 | Genitalia

The male genitalia were morphologically characterized using
SEM, along with the adopted methodology. This allowed com-
ponents such as the aedeagus, surstylus, cercus, and postgonite
(Figure 3A-C) to be more prominently highlighted. It provided
a more precise visualization of structural features, revealing ul-
trastructural information that is often unclear or inaccurately
described with schematic drawings. Additionally, the presence

of bristles and sensilla in different parts of the genitalia was
identified.

Additionally, the CLSM technique enabled the characteriza-
tion of genital structures through cuticular autofluorescence,
highlighting color differences and enabling the visualization
of specific features such as the insertion of the aedeagus and
other previously inaccessible internal structures. In CLSM,
three-dimensional structures become translucent, revealing
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FIGURE3 | Scanningelectron micrographs of the genitalia of Toxomerus politus and its structures. The sternites (st) are visible. The surstylus (su)

region is highlighted in blue, the cercus (ce) in green, the epandrium (ep) region in purple, the hypandrium (h) in light blue, the postgonite (pg) region
in yellow, the triangular process in orange and the edeagus (ed) in red (A-C; SEM). In D (CLSM) it is possible to see the insertion of the aedeagus
behind the postgonite and epandrium. Scale bar at 100 um (A-C), 250 um (D).

internal components hidden by external structures (such as the
postgonite, epandrium, and hypandrium) that would otherwise
require removal for observation (Figure 3D).

In 3D imaging using CLSM, this insertion can be clearly seen.
The combination of both techniques (SEM and CLSM) enhances
understanding of how internal structures interrelate and con-
nect with each other.

4 | Discussion

One of the major problems faced by researchers in the fields of
entomology and taxonomy is the preservation of insects'’ struc-
ture. They can be fragile, and the standard protocol for drying
specimens is carried out at room temperature or in incuba-
tors. In studies involving syrphids, damaged specimens with
poorly preserved morphological structures are frequently
observed (e.g., Reemer 2010; Carvalho-Filho 2014; Miranda,
Skevington, and Marshall 2020), but due to their significance
in taxonomic studies, researchers make use of what can still
be observed.

Critical point drying largely improved the overall specimen in-
tegrity, especially of delicate structures such as the eyes, head,
and abdomen. The original coloration of the specimen was
also maintained, which is a relevant factor, since color can be
an important morphological character for the taxonomy of sev-
eral insect taxa (e.g., Badejo et al. 2020; Cruz et al. 2021; Song
et al. 2023).

While resource- and time-consuming, the critical point drying
method could be worthwhile to produce at least a few specimens
that will be more easily identifiable in the future, especially
when describing new species and assigning type specimens. The
method allows the sample to remain intact, preserving the char-
acteristics of the living insect. In this way, they can be deposited
in entomological collections for future analysis.

Moreover, the techniques used in this work to characterize
T. politus male genitalia allowed important structures to be vi-
sualized more clearly than when using images and schematic
drawings obtained with a stereomicroscope, such as those seen
in Thompson (1981).

These techniques provide a more reliable source of comparison be-
tween species and thus expand the morphological data currently
available in the literature, regarding the genitalia of this species.
Similar analyses carried out on other species can also be found. In
the work conducted by Samerjai et al. (2021), two species of flies
belonging to the Sarcophagidae family were identified, based on
morphological and morphometric variations relating to the cercus
and juxta (structural features of the male genitalia).

Buenaventura and Pape (2018) used morphological data from
male genitalia from the subfamily Sarcophaginae to accom-
plish a phylogenetic analysis, in which SEM was also used to
visualize the morphological characters for comparison. By SEM
technique, analysis of the morphological details of the genita-
lia of Parasacophaga dux (Thomson, 1869) (Sarcophagidae)
(Chaiwong et al. 2007) allowed the distinction between this and
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other species previously reported in the literature (Bénziger and
Pape 2004).

In terms of the ultrastructure of spermatozoa, the literature
traditionally reports the standard protocol of fixing the tes-
ticles immediately after dissection (Gracielle, Tidon, and
Bdo 2016; Malawey et al. 2019; Olazia et al. 2022), so that
the structure of the spermatozoa is preserved. In studies that
have analyzed the ultrastructure of insects, it was possible
to characterize each of the morphological characters that
compose the spermatozoa, thus providing a description and
highlighting the morphological difference when comparing
species (Name, Pujol-Luz, and B4o 2010; Gracielle, Tidon, and
B4o 2016; Mercati et al. 2023).

Kotzé et al. (2019) compared the ultrastructure of the sperm of
Hermetia illucens (Linnaeus, 1758) (Stratiomyidae) with other
species of Diptera, revealing distinct features in the head region,
overlap zone (posterior part of the nucleus), and anterior flagel-
lar region.

The morphological difference found in the ultrastructural anal-
ysis of sperm can also contribute to a better understanding of the
diversity of reproductive strategies in insects (Pitnick, Hosken,
and Birkhead 2008; Malawey et al. 2019).

The possibility of recognizing and characterizing some of the
morphological features of the sperm ultrastructure, obtained
from the testicles of flies stored in 70% alcohol, as conducted
in this study, should be seen as an achievement and power-
ful resource since, in some cases, there may be a very small
amount of material available for analysis and/or even rare
specimens.

Additionally, the CLSM technique provided a complementary
and improved visualization/ identification of morphological
structures, which are naturally overlapping and challenging
to differentiate when using light microscopy alone, offering a
sophisticated elucidation of T. politus genital morphology. It in-
cluded the visualization of multiple focal planes which, when
combined, enable the three-dimensional reconstruction of
structures (Grzywacz et al. 2014).

Confocal laser scanning microscopy is still a tool rarely used
in the morphological study of insects, but in the literature, we
find studies demonstrating its importance in the morphologi-
cal characterization of immature stages of Diptera (Grzywacz
et al. 2014). For instance, Szpila et al. (2021) provided a morpho-
logical description of the cephalopharyngeal skeleton of first
instar larvae. There are also other studies using CLSM for the
three-dimensional reconstruction of insect exoskeletons (Zill
et al. 2000; Klaus, Kulasekera, and Schawaroch 2009).

5 | Conclusion

Storing T. politus flies in 70% ethanol and drying them at the
critical point enhanced the preservation of the specimens in-
vestigated, contributing to more reliable and detailed results re-
garding the structures and their morphologies evaluated.

The techniques used in this work presented specific and com-
plementary results, identifying additional morphological char-
acters, as shown through scanning electron and CLSM.

The techniques applied in this study can contribute to the fields
of entomology and taxonomy. Although the use of SEM has al-
ready been reported in the literature as the best technique for the
morphological study of insects, the literature does not provide
comparative images showing these differences. Furthermore,
this is the first work to provide a morphological description of
the genitalia of T. politus via SEM and confocal microscopy and
its sperm ultrastructure by TEM.
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