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Resumo geral da dissertacao

Estudos relacionando a morfologia funcional do sistema reprodutor masculino com a filogenia
molecular podem auxiliar na resolucéo das relacGes filogenéticas de Dendrobranchiata, permitindo
compreender a evolucdo de diferentes caracteres. Assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar o
sistema reprodutor masculino de vérias espécies representantes de todas as familias de Penaeoidea e
Sergestoidea. Adicionalmente, foi realizada a descricdo da morfologia do espermatozoide de
Sergestoidea, ainda incipiente na literatura e analisada comparativamente com 0s Penaeoidea
descritos na literatura cientifica. As espécies de Penaeoidea Pleoticus muelleri, Litopenaeus
schmitti, Farfantepenaeus brasiliensis, Xiphopenaeus kroyeri, Rimapenaeus constrictus, Artemesia
longinaris, Parapenaeus americanus, Sicyonia typica, Sicyonia dorsalis e de Sergestoidea,
Belzebub faxoni, Acetes americanus e Acetes petrunkevitchi foram coletadas em Ubatuba-SP. Os
Sergestidae Acetes marinus e Acetes paraguayensis, 0s Penaeoidea Aristaeopsis edwardsiana
(Aristeidae) e Benthesicymus sp. (Benthesicymidae) foram obtidos via doagéo do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia e do Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo. Para as rotinas
de histologia e microscopia eletronica de transmissao (exceto as amostras dos museus), o sistema
reprodutor masculino foi fixado em paraformaldeido 4% e processado para historesina e fixado em
solugdo Karnovsky para inclusdo em Epon-Araldite, respectivamente. O filograma foi construido a
partir de sequéncias concatenadas dos genes 16S rDNA e COI. A morfologia do sistema reprodutor
masculino esta relacionada com a filogenia do grupo. O estado plesiomorfico do vaso deferente
parece ser a presenca de dois dutos: 0 acessorio e 0 espermatico, sendo classificado como complexo
em Avristeidae e Benthesicymidae (grupos irmaos) Penaeini e Solenoceridae (grupos irméos) e em
Sergestidae. A sinapomorfia do clado formado por Parapenaeini, Trachypenaeini e Sicyoniidae € o
vaso deferente simples. A glandula acessoria presente na regido da ampola terminal € um carater
homoplasico. Com os resultados obtidos, podemos verificar padroes morfoanatémicos do sistema
reprodutor masculino para cada grupo. Assim, este trabalho norteara os futuros estudos, tornando
possivel prever qual morfologia do sistema reprodutor masculino sera observada nas espécies a
serem estudadas. Além disso, este se trata do primeiro trabalho que analisa a histéria evolutiva do

sistema reprodutor masculino em Dendrobranchiata.

Palavras-chave: espermatozoide, evolucao, filogenia, histologia, taxonomia, ultraestrutura.
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Abstract

Studies about the functional morphology of the male reproductive system utilizing molecular
phylogeny can clarify the relationships of Dendrobranchiata, allowing us to understand the
evolution of different characters. Thus, the objective of this work was to characterize the male
reproductive system of several species in Penaeoidea and Sergestoidea. Additionally, the
description of the sperm morphology of Sergestoidea, still incipient in the literature, was analyzed
in comparison with the Penaeoidea described in the scientific literature. The species Pleoticus
muelleri, Litopenaeus schmitti, Farfantepenaeus brasiliensis, Xiphopenaeus kroyeri, Rimapenaeus
constrictus, Artemesia longinaris, Parapenaeus americanus, Sicyonia typica, Sicyonia dorsalis and
Sergestoidea species, Belzebub faxoni, Acetes americanus and Acetes petrunkevitchi were collected
in Ubatuba-SP. The species Acetes marinus and Acetes paraguayensis, Aristaeopsis edwardsiana
(Aristeidae) and Benthesicymus sp. (Benthesicymidae) were obtained via donation from the
National Institute of Amazonian Research and the USP Zoology Museum - Sdo Paulo. For routine
histology and transmission electron microscopy (except museum samples), the male reproductive
system was fixed in 4% paraformaldehyde and processed for historesin and fixed in Karnovsky
solution for inclusion in Epon-Araldite. The phylogram was constructed from concatenated
sequences of the 16S rDNA and COI genes. The morphology of the male reproductive system is
related to the phylogeny of the group. The plesiomorphic state of the vas deferens seems to be the
presence of two ducts: the accessory and the spermatic, classified as complex in Aristeidae and
Benthesicymidae (sister groups), Penaeini and Solenoceridae (sister groups) and in Sergestidae. The
synapomorphy of the clade formed by Parapenaeini, Trachypenaeini and Sicyoniidae was the
simple vas deferens. The accessory gland present in the region of the ampulla is a homoplastic
character. With the results obtained, we can verify morphoanatomical patterns of the male
reproductive system for each group. Thus, this work will guide future studies, making it possible to
predict which morphology of the male reproductive system will be observed in the species to be
studied. Furthermore, this is the first work that analyzes the evolutionary history of the male

reproductive system in Dendrobranchiata.

Keywords: evolution, histology, phylogeny, sperm, taxonomy, ultrastructure.
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Fernanda Cristina Salti

Breve introducdo do grupo de estudo

Os crusticeos Decapoda estdo subdivididos em duas subordens: Dendrobranchiata, a qual é
composta pela infraordem Penaeidea, e a subordem Pleocyemata, que agrupa 0s crustaceos que
incubam o0s ovos e apresentam a zoea ap0s a eclosdo, esta é representada pelas infraordens
Stenopodidea, Caridea, Astacidea, Thalassinidea, Palinura, Anomura e Brachyura (De Grave e
Fransen, 2011). Os Dendrobranchiata sdo os camardes que apresentam como caracteristicas
compartilhadas as branquias dendrobranquiadas, os ovos liberados livremente no meio e a eclosao
das larvas como nauplios sendo a Unica excecédo a este padrdo os camardes da familia Luciferidae
(Péerez-Farfante e Kensley, 1997). Atualmente, apresenta aproximadamente, 533 espécies descritas
que se organizam em duas superfamilias: Sergestoidea Dana, 1852 e Penaeoidea Rafinesque, 1815
(De Grave e Fransen, 2011). Os camarfes Sergestoidea sdo plancténicos, semitransparentes e
diminutos, sendo compostos pelas familias Luciferidae e Sergestidae. No Brasil, a familia
Sergestidae Dana, 1852 € representada por quatro espécies, sendo Acetes americanus americanus
Ortmann, 1893 e Acetes petrunkevitchi (Burkenroad, 1945), coletados majoritariamente no veréo e
em aguas rasas na regido costeira do estado de Sdo Paulo (Simdes et al., 2013). Dentro desta familia
h& ainda duas espécies com ocorréncia no Brasil, as quais sdo adaptadas a baixos niveis de
salinidade, como Acetes marinus Omori, 1975 com ocorréncia em aguas salobras na regido
hidrografica do Tocantins-Araguaia, e Acetes paraguayensis Hansen, 1919, o (nico camarao
Dendrobranchiata dulcicola, com distribuicdo nas bacias Amazénica e do Parana (Omori, 1975;
Xiao e Greenwood, 1993). A familia Luciferidae De Haan, 1833, por sua vez, é composta apenas
pelos géneros Belzebub Vereshchaka, Olesen e Lunina, 2016 e Lucifer Thompson, 1829, com duas
espécies abundantes no litoral do estado de Sdo Paulo Belzebub faxoni (Borradaile, 1915) e Lucifer
typus Milne Edwards, 1837 (Teodoro et al., 2012; Vereshchaka et al., 2016).

Em Penaeoidea, sdo encontradas cinco familias: Penaeidae, Sicyoniidae, Solenoceridae,

Aristeidae e Benthesicymidae, totalizando mais de 500 espécies de camarBes com distribuicdo
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cosmopolita (Pérez-Farfante e Kensley, 1997; Costa et al., 2003; De Grave e Fransen, 2011). A
familia Penaeidae Rafinesque, 1815 possui aproximadamente 33 géneros e 215 espécies de
camardes (Pérez-Farfante e Kensley, 1997; De Grave e Fransen, 2011), as quais estdo divididas em
trés tribos: Penaeini, Parapenaeini e Trachypenaeini. Recentemente, Ma et al. (2009), Camargo et
al. (2016, 2017) e Cheng et al. (2018) baseados em dados moleculares, morfoldgicos e
ultraestruturais do espermatozoide, indicaram diferencas significativas entre estes grupos, propondo
que as tribos de Penaeidae sejam elevadas a familias, uma vez que a familia Sicyoniidae Ortmann,
1898 é grupo irmao de Trachypenaeini. Entretanto, apesar de vérios trabalhos caracterizando a
morfologia do sistema reprodutor masculino realizados com Penaeini (Malek e Bawab, 1974; Ro et
al., 1990; Bauer e Cash, 1991; Chow et al. 1990; Fransozo et al., 2016), Trachypenaeini (Bauer e
Min, 1993), Solenoceridae (Diaz et al., 2002) e Sicyoniidae (Bauer, 1991; Subramoniam, 1995) e
diferentes propostas sobre a evolucdo do sistema reprodutor terem sido levantadas (Bauer, 1991),
até 0o momento, nenhum trabalho comparativo mais amplo envolvendo as -caracteristicas
anatomicas, histoldgicas e histoquimicas do sistema reprodutor masculino com todas as familias de
Dendrobranchiata foi realizado, o que dificulta o mapeamento de tais caracteristicas para uma
proposta sobre a evolucdo deste sistema, incluidos os espermatozoides. Assim, com a analise
comparativa da morfologia do sistema reprodutor masculino para varias espécies de cada familia de
Dendrobranchiata podera ser possivel auxiliar na resolucdo de questdes taxondmicas propostas na
literatura e, a0 mesmo tempo, propor um modelo mais abrangente sobre a evolu¢do do sistema
reprodutor e das células germinativas masculinas para estes camaroes.

Desta maneira 0s objetivos da presente dissertacdo foram caracterizar a morfologia do
sistema reprodutor masculino de Penaeoidea e Sergestoidea, além de propor a historia evolutiva das
caracteristicas obtidas, incluido a ultraestrutura do espermatozoide, a fim de auxiliar no
esclarecimento das relagcGes de parentesco do grupo e inferir como se deu a evolugdo do sistema

reprodutor masculino e do espermatozoide. Para a conclusdo deste objetivo, este trabalho foi
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dividido em dois capitulos. No capitulo | figura a evolugdo do sistema reprodutor masculino em
Penaeoidea, obtido por meio do mapeamento de caracteristicas morfolégicas e histoquimicas com
representantes de todas as familias. No capitulo Il foi realizado, pela primeira vez, o estudo do
sistema reprodutor masculino em Sergestoidea, com a adicdo das caracteristicas ultraestruturais do
espermatozoide das espécies brasileiras, as quais foram associadas aos dados ultraestruturais
obtidos na literatura, tornando possivel analisar a historia evolutiva dos camarfes com branquias

dendriticas, por meios deste sistema e seus espermatozoides.
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Capitulo 1

Evolucéao do sistema reprodutor masculino em camardes Penaeoidea (Dendrobranchiata) a

partir de dados morfoldgicos e moleculares
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Resumo

Trabalhos recentes demonstram inconsisténcias na filogenia de Penaeoidea, como a parafilia de
Penaeidae. No presente estudo caracterizamos a morfologia do sistema reprodutor masculino de
Penaeoidea e mapeamos os caracteres na filogenia molecular. O sistema reprodutor masculino de
Pleoticus muelleri, Litopenaeus schmitti, Farfantepenaeus brasiliensis, Xiphopenaeus kroyeri,
Rimapenaeus constrictus, Artemesia longinaris, Parapenaeus americanus, Sicyonia typica,
Sicyonia dorsalis, Aristaeopsis edwardsiana e Benthesicymus sp. foi processado para historesina. A
arvore evolutiva foi construida a partir do método de Inferéncia Bayesiana. Em Benthesicymidae e
Aristeidae (grupos irméos), Solenoceridae e Penaeini (grupos irmaos) o vaso deferente médio
(MVD) apresenta 0s dutos acessorio e espermatico, sendo a sinapomorfia dos clados e a
plesiomorfia de Penaeoidea. O clado formado por Trachypenaeini, Parapenaeini e Sicyoniidae
apresenta 0 MVD com um duto. Em Penaeini a glandula acessoria € simples em F. brasiliensis, e
complexa, com diversas camaras glandulares em L. schmitti. Benthesicymidae, Aristeidae,
Solenoceridae e Sicyoniidae ndo apresentam camara glandular, sendo uma homoplasia. Em
Trachypenaeini e Parapenaeini a glandula acessoria € simplificada, sendo um carater
homoplasico. Em relacdo ao espermatdforo, a plesiomorfia parece ser a formacdo de um
espermatoforo complexo. As analises filogenéticas mostraram que Penaeidae € um grupo
parafilético e as tribos apresentam muitas diferencas no sistema reprodutor masculino, reforcando a

necessidade de serem elevadas a familias.

Palavras-chave: filogenia, histologia, Penaeidae, reconstrucdo de estado ancestral de caréater, vaso

deferente.
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Abstract

Recent studies shows inconsistencies in the phylogeny of Penaeoidea, such as the paraphyletic of
Penaeidae group. In this study, we characterized the male reproductive system morphology of
Penaeoidea and traced the ancestral evolutionary history. The studied species were Pleoticus
muelleri, Litopenaeus schmitti, Farfantepenaeus brasiliensis, Xiphopenaeus kroyeri, Rimapenaeus
constrictus, Artemesia longinaris, Parapenaeus americanus, Sicyonia typica, Sicyonia dorsalis,
Aristaeopsis edwardsiana and Benthesicymus sp. and the samples were processed for historesin.
The evolutionary tree was built using the Bayesian Inference. In Benthesicymidae and Aristeidae
(sister groups), Solenoceridae and Penaeini (sister groups) the median vas deferens (MVD) shows
accessory and sperm ducts, that was the synapomorphy of the clades and the plesiomorphy of
Penaeoidea. The clade formed by Trachypenaeini, Parapenaeini and Sicyoniidae presents the MVD
with a single duct. In Penaeini, the accessory gland is simple in F. brasiliensis, and complex, with
several glandular chambers in L. schmitti. Benthesicymidae, Aristeidae, Solenoceridae and
Sicyoniidae not have a glandular chamber that was a homoplasic. In Trachypenaeini and
Parapenaeini the accessory gland is simplified, being a homoplastic character. The complex
spermatophore is the ancestral state. Our results shows that Penaeidae is paraphyletic and each tribe
has significant differences in the male reproductive system, reinforced the taxonomic reorganization

purposed.

Keywords: histology, Penaeidae, phylogeny, reconstruction of ancestral state of character, vas

deferens.
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Introducéo

A superfamilia Penaeoidea agrupa as principais espécies de camar@es marinhos as quais sao
distribuidas em cinco familias: Penaeidae, Sicyoniidae, Solenoceridae, Aristeidae e
Benthesicymidae, totalizando mais de 500 espécies registradas (Pérez-Farfante e Kensley, 1997;
Costa et al., 2003; De Grave e Fransen, 2011). Penaeidae Rafinesque, 1815 esté dividida em trés
tribos: Penaeini, Parapenaeini e Trachypenaeini, onde encontramos 0s camardes mais importantes
do ponto de vista econdémico sendo alvo da frota pesqueira (Severino-Rodrigues et al., 2002;
Castilho et al., 2015). A familia Sicyoniidae Ortmann, 1898 é composta por camardes conhecidos
popularmente como camardes-pedra, importantes constituintes da macrofauna bentdnica e
fundamentais para as cadeias troficas marinhas (Castilho et al., 2008a). Os Solenoceridae Wood-
Mason e Alcock, 1891 sdo abundantes em grandes profundidades, entretanto Pleoticus muelleri (CS
Bate, 1888) ¢é abundante nas aguas rasas do litoral paulista e também tem sido alvo da frota
pesqueira (Pérez-Farfante, 1975; Severino-Rodrigues et al., 2002; Castilho et al., 2008b). Em
Aristeidae Wood-Mason in Wood-Mason e Alcock, 1891 encontram-se espécies de profundidade
(200 a 1850 metros) muito exploradas economicamente, principalmente no Mar Mediterraneo
(Belcari et al., 2003). A familia Benthesicymidae Wood-Mason in Wood-Mason e Alcock, 1891 por
sua vez, é representada por espécies de profundidade ainda pouco estudadas.

A morfologia do sistema reprodutor masculino de crustaceos decapodes € muito variavel e
tem auxiliado na resolucdo de diversos problemas taxonémicos e evolutivos (Bauer, 1991). Em
Penaeoidea, o sistema reprodutor masculino foi parcialmente estudado nos Sicyoniidae como
Sicyonia brevirostris Stimpson, 1871, com apenas uma regido do vaso deferente descrita, e em
Sicyonia ingentis (Burkenroad, 1938) onde € apresentada a ultraestrutura do vaso deferente (Bauer,
1991; Subramoniam, 1995). Em Solenoceridae, somente PIl. muelleri e Solenocera vioscai
Burkenroad, 1934, foram estudados, sendo que em S. vioscai somente uma regido do vaso deferente

foi descrita (Bauer, 1991; Diaz et al., 2002). Aristeidae apresenta pouquissima informagéao, no qual
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0 sistema reprodutor de Aristeus alcocki Ramadan 1938 € apresentado com apenas duas imagens
histologicas (Paramasivan et al., 2018). A familia Benthesicymidae é totalmente desconhecida do
ponto de vista histoldgico existindo poucos estudos abordando a morfologia do petasma
(Vereshchaka et al., 2017).

A familia Penaeidae, seguindo a nomenclatura dos géneros proposta por Pérez-Farfante
Kensley (1997), é a mais bem estudada do ponto de vista histomorfologico. Para esta familia a tribo
Penaeini figura como a mais representativa, tendo o sistema reprodutor masculino conhecido para
Melicertus kerathurus (Forskal, 1775) como Penaeus kerathurus em Malek e Bawab (1974),
Farfantepenaeus duorarum (Burkenroad, 1939) e Farfantepenaeus aztecus (lves, 1891) como
Penaeus duorarum e Penaeus aztecus em Bauer (1991) e Bauer e Cash (1991), Penaeus monodon
Fabricius, 1798 (Feng et al., 2018), Litopenaeus setiferus (Linnaeus, 1767) como Penaeus setiferus
em Ro et al., (1990), Bauer (1991), Bauer e Cash (1991) e Chow et al., (1991), Litopenaeus
vannamei (Boone, 1931) como Penaeus vannamei em Chow et al., (1991) e Litopenaeus schmitti
(Burkenroad, 1936) em Fransozo et al. (2016). A outra tribo estudada foi Trachypenaeini com
apenas uma espécie descrita, sendo Rimapenaeus similis (Smith, 1885) como Trachypenaeus similis
em Bauer e Min (1993).

O sistema reprodutor masculino de Penaeoidea esta localizado no cefalotorax, sendo
constituido por um par de testiculos e o par de vasa deferentia, 0s quais se abrem no coxopodito do
5° pereiopodo (King, 1948; Bauer, 1991). Os testiculos tém morfologia variavel, compostos por 7 a
10 pares de l6bulos testiculares formando uma rede entre o coracdo e o estdbmago (Bauer e Min,
1993; Fransozo et al., 2016). O vaso deferente de penedideos esta dividido em trés regides
morfologicamente distintas: proximal (PVD), média (MVD) e distal (DVD), sendo o PVD a menor
regido do vaso deferente e se origina dos testiculos (King, 1948; Ro et al., 1990; Bauer e Min, 1993;
Fransozo et al., 2016). Esta regido recebe os espermatozoides 0s quais estdo imersos em pequena

quantidade de secrecdo na luz do duto Unico, como descrito para Sicyoniidae, Penaeidae e
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Solenoceridae e, portanto, considerada a morfologia padrdo de Penaeoidea (Ro et al., 1990; Bauer e
Min, 1993; Subramoniam, 1995; Diaz et al., 2002; Fransozo et al., 2016). O MVD pode apresentar
variacdes morfolégicas. Em Trachypenaeini e Sicyoniidae este é caracterizado como um duto Unico
(Bauer 1991; Bauer e Min, 1993; Subramoniam, 1995). Entretanto, nos Penaeini e em
Solenoceridae 0 MVD é complexo e composto por dois dutos paralelos, o espermatico e o acessério
(Malek e Bawab, 1974; Ro et al., 1990; Bauer e Cash, 1991; Chow et al., 1991; Diaz et al., 2002;
Fransozo et al., 2016).

O DVD se estende até a regido mais dilatada do vaso deferente, formando a ampola terminal
a qual também pode ser tratada como duto ejaculatorio e que possui diferentes complexidades
relacionadas com a producéo de espermatoforos (Ro et al., 1990; Bauer, 1991; Bauer e Cash, 1991).
Em R. similis a ampola possui organizacdo simples, formada por apenas uma camara anexa ao vaso
deferente e produz a “substancia plug”, cuja fungdo ¢ impedir inseminac6es subsequentes (Bauer e
Min, 1993). Em contrapartida, em L. schmitti, L. vannamei e L. setiferus a ampola terminal
apresenta maior complexidade, sendo formada por varias cadmaras glandulares associadas ao duto
acessorio e secretam diferentes materiais que serdo subunidades adesivas do espermatoforo
complexo nos camardes branco (Ro et al., 1990; Bauer e Cash, 1991; Fransozo et al., 2016),
caracteristica considerada plesiomorfica em Penaeoidea (Pérez-Farfante, 1969; Bauer, 1991). Por
outro lado, em F. duorarum e F. aztecus ocorre uma camara unica a qual produz o material do
apéndice que serd associado ao espermatéforo, sendo este claramente diferente daquele descrito
para Litopenaeus (Bauer, 1991; Bauer e Cash, 1991). Assim, apesar destes varios estudos, o
conhecimento da anatomia e morfologia do sistema reprodutor masculino destes camardes ainda se
encontra desconectado e isolado e uma analise comparativa com maior nimero de espécies de todas
as familias de Penaeoidea, pode tornar mais claras as relacbes de parentesco e como ocorreu a

evolucdo deste sistema neste grupo.
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O material seminal produzido pelos machos é depositado no télico das fémeas em
Penaeoidea, o qual € classificado como aberto, sem receptaculo seminal (espermateca) ou fechado,
com receptaculo seminal (Bauer, 1991; 1994; Pérez-Farfante e Kensley, 1997). O télico aberto é
encontrado nas familias Solenoceridae, Aristeidae, Benthesicymidae e no género Litopenaeus
(Penaeidae). Nestes camarGes o material seminal, o espermat6foro, é aderido externamente no
corpo da fémea, sendo considerado complexo devido a sua estrutura para suportar longa exposi¢ao
ao ambiente (Bauer, 1986, 1991, 1994; Chow et al., 1991; Pérez-Farfante e Kensley, 1997). Nas
espécies com télico fechado, o material espermatico € inserido no receptaculo seminal, classificado
como pareado e ndo pareado (Bauer, 1991, 1994; Pérez-Farfante e Kensley, 1997). No tipo pareado,
0 receptaculo é formado por duas invaginagcdes separadas em direcdo ao interior da cavidade
cefalotorécica, revestidas por cuticula. Sua abertura é protegida pelas placas do esternito XIII, XIV
ou ambos, formando uma fenda transversal ao eixo cranio-caudal do corpo, encontrado em
Parapenaeini, Trachypenaeini e Sicyoniidae. No receptaculo seminal ndo pareado, as invaginacdes
estdo ausentes, configurando uma camara unica. As placas laterais do esternito XIV podem se
encontrar mesialmente, formando uma fenda longitudinal (cranio-caudal) ou forma uma placa unica
com abertura na margem anterior, sendo este tipo encontrado em Penaeini (Bauer, 1994; Pérez-
Farfante e Kensley, 1997). Nas espécies com receptaculo seminal pareado, o material espermatico
transferido é mais simplificado, com pequenos espermatéforos esféricos, como em R. similis (Bauer
e Min, 1993) ou a massa espermatica, caracteristica do espermat6foro de Sicyoniidae, composto por
espermatozoides livres no fluido seminal (Bauer, 1991). Esta internalizacdo do espermatéforo ao
corpo da fémea € considerada uma caracteristica derivada (Pérez-Farfante, 1969; Bauer, 1991).

Diversos trabalhos foram realizados a fim de esclarecer a filogenia de Penaeoidea, a qual
parece estar bem estabelecida (Ma et al., 2009; Camargo et al., 2017; Cheng et al., 2018, Hurzaid et
al., 2020). Ma et al. (2009) realizaram uma analise com base nas sequéncias do DNA de genes

nucleares e mitocondriais e detectaram que Penaeidae é um grupo parafilético, uma vez que
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Trachypenaeini é grupo irmdo de Sicyoniidae (Ma et al., 2009). Camargo et al. (2016, 2017) por
meio da ultraestrutura do espermatozoide associada a filogenia molecular, observaram que Penaeini
possui caracteristicas plesiomorficas, enquanto Trachypenaeini e Sicyoniidae apresentam
caracteristicas mais derivadas corroborando os resultados de Ma et al. (2009). Com base em
analises moleculares com genoma mitocondrial, Cheng et al. (2018) corroboraram a monofilia de
Penaeoidea e mostraram com alto grau de suporte que as familias, Solenoceridae, Sicyoniidae,
Aristeidae e Benthesicymidae sdo monofiléticas, enquanto Penaeidae foi polifilético, suportando a
proposta que as tribos de Penaeidae sejam elevadas a nivel taxonémico de familia. Recentemente,
Hurzaid et al. (2020) também demonstraram a parafilia de Penaeidae, sendo Trachypenaeini grupo
irmdo de Sicyoniidae. Em adicdo, apesar de ndo ter sido discutido nos trabalhos, tanto a
ultraestrutura do espermatozoide como a filogenia utilizando o genoma mitocondrial separaram os
géneros Litopenaeus e Farfantepenaeus (Camargo et al., 2017; Cheng et al., 2018), os quais foram
sinonimizados em Penaeus (Ma et al., 2011) sendo ainda mantido como valido.

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a evolucao do sistema reprodutor masculino de
Penaeoidea por meio do mapeamento de caracteristicas morfoldgicas e histoquimicas e,
adicionalmente, auxiliar no esclarecimento das relacfes de parentesco e transferéncia espermatica

deste grupo.

Material e Métodos

Coleta dos animais e dissec¢ao

As espécies de camardo L. schmitti, F. brasiliensis, Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862),
Rimapenaeus constrictus (Stimpson, 1871), Artemesia longinaris CS Bate, 1888, Sicyonia typica
(Boeck, 1864), Sicyonia dorsalis Kingsley, 1878 e Pl. muelleri foram coletadas no Municipio de
Ubatuba, Estado de S&o Paulo, Brasil (25°07°38,57°S/47°52°50,8"W), entre Marco de 2015 a

Janeiro de 2019, utilizando-se barco de pesca camaroeira com o auxilio de redes do tipo “double
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rig”, realizando arrastos por cerca de 20 minutos. Exemplares de Parapenaeus americanus
Rathbun, 1901 foram coletados em Agosto de 2015 por meio de arrasto no Municipio de S&o
Sebastido, Estado de Sao Paulo, Brasil (24°07°36,5°S/44°40°10”"W) durante cruzeiro
oceanogréfico com o navio de pesquisa “Soloncy Moura” (CEPSUL/ICMBio/MMA). As espécies
Aristaeopsis edwardsiana (Johnson, 1868) e Benthesicymus sp. CS Bate, 1881 foram doadas pelo
Museu de Zoologia da USP - S&o Paulo. Os animais foram transportados vivos (exceto as espécies
doadas) até o laboratério de Morfologia de Invertebrados da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias - FCAV/UNESP ou processados no navio. Os individuos foram anestesiados por
choque térmico (-20°C) durante 15 minutos (Lopez Greco et al., 1999) e dissecados para a remogao
do sistema reprodutor masculino. A coleta e transporte dos individuos obedeceram as leis brasileiras
(licenga permanente de coleta de material zoologico concedida ao Prof. Dr. Fernando José Zara,

MMA-SISBIO numero 34587-2).

Histologia e Histoquimica

Para a caracterizacdo morfoldgica e histoquimica, o sistema reprodutor masculino dos
machos maduros (n= 4) das espécies foi fixado em paraformaldeido 4% em agua do mar (pH 7,4)
durante 24 a 48 horas. As espécies obtidas no Museu de Zoologia da USP (Ari. edwardsiana, n=1;
e Benthesicymus sp., n= 2) estavam preservadas em alcool 70% e passaram pelo processo de
reidratacdo e posteriormente, foram fixadas em paraformaldeido 4% em &gua destilada. Apds a
fixacdo, as amostras foram lavadas em tampdo fosfato de sodio 0,1M (pH 7,4) e novamente
desidratadas em séries crescentes de etanol (70 a 95%), embebidos e incluidos em resina glicol-
metacrilato Leica®, seguindo rotina indicada pelo fabricante. Os cortes seriados de 5um de
espessura foram obtidos em micrétomo rotativo. Para descricdo histologica geral o material foi
corado com hematoxilina e eosina (Junqueira e Junqueira, 1983). Para as analises histoquimicas

utilizou-se a técnica de Xylidine Ponceau para proteinas (Mello e Vidal, 1980) e Acido Periédico de
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Shiff (PAS) para polissacarideos neutros. As laminas foram fotografadas e digitalizadas no

microscopio de luz Leica DM 2000 com uso do programa Leica IM50.

Inferéncia Filogenética e Reconstrucdo de estado ancestral de carater

Para as inferéncias filogenéticas foram construidos filogramas utilizando sequéncias
concatenadas dos genes 16S rDNA e COl mtDNA de todas as espécies do presente trabalho
disponibilizadas na plataforma GenBank (Tabela 1). O alinhamento das sequéncias foi feito
utilizando o software Clustal/W (Thompson et al., 1994) via Bioedit v. 7.0.5.3 (Hall, 1999). Os
alinhamentos salvos em “FASTA” foram convertidos em formato “NEXUS” no Alignment
Transformation Environment (Glez-Pefia et al., 2010). O melhor modelo de substituicdo de
nucleotideos foi encontrado seguindo o critério de AIC no software jModelTest 2 (Guindon e
Gascuel, 2003), resultando no modelo GTR+G+I. A hipdtese filogenética foi reconstruida com o
método de Inferéncia Bayesiana utilizando o software MrBayes 3.2.2 on XSEDE (Ronquist e
Huelsenbeck, 2003) via plataforma online CIPRES (Miller et al., 2010) com 9x10° de geragGes e
25% de burn-in. A edicdo das arvores filogenéticas, assim como o enraizamento utilizando
sequéncias de camardes da familia Sergestidae (via grupo externo), foi realizada utilizando o
software FigTree 1.3.1 (Rambaut, 2009). Posteriormente, foi construida uma matriz contendo o0s
dados histomorfologicos do sistema reprodutor masculino das espécies estudadas no presente
trabalho e a partir da literatura cientifica disponivel (Malek e Bawab, 1974; Bauer, 1991; Bauer e
Cash, 1991; Bauer e Min 1993; Fransozo et al., 2016; Feng et al., 2018). Nesta matriz, os caracteres
selecionados por meio dos cortes histoldgicos foram o vaso deferente, glandula acessoria na regiao
da ampola terminal e espermat6foro. Para designar o estado do carater, foram atribuidos nimeros,
sendo: “vaso deferente” podendo ser simples (1) ou complexo (2), a glandula acesséria podendo
estar ausente (0), ser simples (1) ou complexa (2) e o espermat6foro foi classificado como simples

(1), unidades esféricas (2) ou complexo (3). Nas espécies com dados insuficientes, o estado

15



Fernanda Cristina Salti

atribuido foi o simbolo “?” (Tabela 2). A espécie Benthesicymus sp. ndo foi incluida na filogenia
molecular devido a auséncia de sequéncias disponibilizadas no GenBank. Entretanto, a mesma foi
incluida no mapeamento morfolégico. A matriz, juntamente com a arvore gerada pela Inferéncia
Bayesiana, foi carregada no software Mesquite v.3.04 (Maddison e Maddison, 2015) para a

reconstrucdo da historia do caréater pelo critério de parciménia.

Resultados

Anatomia, Histologia e Histoquimica

O sistema reprodutor masculino do solenocerideo Pl. muelleri é constituido por um par de
testiculos e de vasa deferentia que se estendem até a regido da ampola terminal (Fig. 1 A). O
testiculo forma uma massa Unica, ndo apresentando lébulos digitiformes (Fig. 1 A). O PVD ¢
delgado e convoluto enquanto o MVD ¢é dilatado e curto (Fig. 1 A). Na regido distal do vaso
deferente, nota-se a dilatacdo da ampola terminal (Fig. 1 A). Por meio da histologia, observa-se que
0 PVD de Pl. muelleri apresenta um duto Unico e simples, com epitélio estratificado (Fig. 1B). No
entanto, a partir do MVD, o vaso deferente apresenta dois dutos: o espermatico e o acessorio (Fig.
1C). No duto espermatico observam-se espermatozoides empacotados em estruturas semelhantes a
“espermatoforos™ esféricos a elipticos imersos em secrecdo granular basofila. Esses espermatoforos
estdo conectados uns aos outros, formando um longo corddo espermatico (Fig. 1C e D). Esta
observacdo foi obtida ap6s a analise do material espermético no interior do espermatéforo aderido
ao esterno da fémea (ndo documentado aqui). Ao redor da secrecdo granular basoéfila, nota-se
secrecdo levemente acidofila formando uma camada com massas semelhantes a granulos mucosos,
perfazendo a secrecdo tipo | (s1), com uma camada intensamente acidéfila em uma s6 margem do
epitélio do duto espermatico, formando a secre¢do tipo 11 (Fig. 1 C). O duto espermatico é separado
do duto acessorio por um tiflossole, ambos com epitélio estratificado com nucleos altos (Fig. 1 D e

E). No duto acessério, observa-se um terceiro tipo de secrecdo, sendo a mais externa com maior
16



Fernanda Cristina Salti

intensidade de reacdo a eosina (Fig. 1 E). As secrecbes granulares do duto espermatico séo
fortemente reativas para proteinas na periferia dos granulos e menos reativa nas porcoes centrais,
sendo o resultado inverso para os polissacarideos neutros (Fig. 1 F e G). As secre¢cdes do duto
acessorio apresentaram forte reacdo para proteinas e polissacarideos neutros, sendo uma
glicoproteina, porém a capa de secrecdo mais externa, fortemente aciddfila é somente positiva para
polissacarideos neutros (Fig. 1 E - G). Na regido do DVD, os dutos justapostos permanecem
totalmente separados estendendo-se até a regido da ampola terminal, a qual € dilatada, porém sem a
presenca de camaras glandulares ou Unicas, que serdo tratados nesse trabalho como glandula
acessoria (Fig. 1 H). Apesar de ndo apresentar uma camara glandular, o epitélio da regido da
ampola apresenta grande atividade secretora, produzindo outro tipo de secrecdo acidofila que é
adicionada ao corddo espermatico, o que faz este corddo permanecer cercado em ambos os lados
por secre¢do acidofila (Fig. 1 H e I). Desta maneira, o espermatoforo desta espécie € formado por
quatro tipos de secrecdes, sendo duas provenientes do duto espermatico, uma produzida no duto
acessorio e a secrecdo da ampola terminal (Fig. 1 1). Sobre o epitélio colunar, nota-se o tecido
muscular bastante desenvolvido (Fig. 1 I). A histoquimica da regido da ampola mostrou que a
secrecdo produzida pelo epitélio da ampola foi fortemente positiva para proteinas e polissacarideos
neutros, porem o material granular do duto espermético encontra-se com a mesma caracteristica
histoquimica da regido anterior (Fig. 1 J e K).

Nos representantes da tribo Penaeini, L. schmitti e F. brasiliensis, o sistema reprodutor
masculino também segue o padrdo pareado de testiculos e vasa deferentia (Fig. 2 A). O testiculo
apresenta lobulos digitiformes e com tamanho proporcional, sem alteracdo cefalo-caudal (Fig. 2 A).
O PVD nessas espécies € um tubulo convoluto e delgado, ja o MVD é curto e claramente dilatado,
principalmente quando comparado com a préxima regido (Fig. 2 A). O DVD € um tabulo delgado
que se estende e sofre uma dilatagdo acentuada para formar a ampola terminal (Fig. 2 A). Nos

cortes histolégicos, o PVD é caracterizado por um duto simples e Unico, apresentando um epitélio
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colunar simples, com células portando nucleos basais, sendo o duto envolto por espessa
musculatura (Fig. 2 B). O limen contém pequena quantidade de secre¢do acidofila e glicoproteica,
onde os espermatozoides imaturos, devido a auséncia do espinho, encontram-se livres (Fig. 2 B -
D). Na regido do MVD, o vaso deferente encontra-se dividido em dois dutos, o espermatico e o
acessorio, justapostos, independentes e separados por tecidos epitelial e conjuntivo que formam o
tiflossole. Ambos os dutos apresentam epitélio estratificado com células altas (Fig. 2 E e I). No duto
espermatico encontram-se 0s espermatozoides que sdo circundados por secrecfes homogéneas e
acidofilas reativas a proteinas e polissacarideos neutros, imersos em secrecdo tipo |, reativa para
proteinas e polissacarideos neutros (Fig. 2 E - K). No duto acessério evidencia-se outro tipo de
fluido seminal, mais compacto e homogéneo, fortemente acidéfilo e glicoproteico na periferia,
fracamente positivo para proteinas e polissacarideos neutros na porcdo central (Fig. 21 - K). Os
espermatozoides de F. brasiliensis ainda estdo imaturos no MVD, ndo apresentando o espinho,
enquanto em L. schmitti os espermatozoides estdo maduros, com o espinho nesta regido (Fig. 2 H e
L).

A ampola terminal dos Penaeini estudados apresenta dois padrdes, sendo um mais complexo
na espécie de télico aberto e um simplificado, observado na espécie de télico fechado. Em F.
brasiliensis a regido da ampola terminal possui trés camaras: duas sdo extensdes do DVD, sendo 0s
dutos espermatico e acessorio, e a terceira é formada pela glandula acesséria simples e com camara
tnica (Fig. 3 A). No duto espermatico encontram-se 0Ss espermatozoides imersos em secrecao
basofila, a secrecédo tipo | (s1), e esta é circundada por uma secrecdo acidéfila, a secrecédo tipo 1l
(s2) (Fig. 3 B). As secrecbes do duto espermatico e acessorio de F. brasiliensis mantiveram as
mesmas caracteristicas quimicas da regido anterior (Fig. 3 C e D). A glandula acessoéria é formada
por uma camara simples, totalmente isolada do duto acessério com somente um ponto de conexao
com este duto, proximo da abertura do gondporo, sempre circundada por uma espessa camada de

musculatura (Fig. 3 E). A secrecdo da glandula em F. brasiliensis é acidofila, sendo reativa para
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proteinas e negativa para polissacarideos neutros (Fig. 3E, F e G). Assim, o espermatéforo de F.
brasiliensis apresenta quatro tipos de secre¢des, sendo duas secre¢cdes do duto espermatico, a
secrecdo do duto acessorio e a secrecdo da glandula acesséria. Em L. schmitti também se observam
as trés camaras, entretanto, a glandula acesséria é mais especializada, formada por dobras internas
formando vérias camaras glandulares, as quais liberam seus produtos de secrecdo de maneira
independente sendo a secre¢do no duto acessdrio isolada por um segundo tiflossole, que se sobrepde
ao primeiro tiflossole que vem desde a regido mediana do vaso deferente (Fig. 3 H). O epitélio das
camaras glandulares é simples colunar e produz secrecdo eosinofila, fortemente positiva para
proteinas (Fig. 3 | e J). No duto espermatico, notam-se 0S espermatozoides imersos em secregdo
acidofila (s1), circundada por uma camada delgada de secrecdo basoéfila (s2) e externamente ha uma
camada de secrecdo fortemente acidodfila, a secrecdo do tipo Il (s3) (Fig. 3 K). Sendo assim, o
espermatoforo de L. schmitti € composto por cinco tipos de secrecdes: trés secrecdes do duto
espermatico, uma secrecdo do duto acessorio e a secrecdo da glandula. A sl apresenta reacao
positiva para proteinas e polissacarideos neutros, a s2 é fortemente positiva para proteinas e
negativa para polissacarideos neutros e a s3, por sua vez, é fracamente positiva para proteinas e
negativa para polissacarideos neutros (Fig. L e M).

A anatomia do sistema reprodutor masculino nos Parapenaeini A. longinaris e Pa.
americanus, segue o padrdo até agora descrito, caracterizada também pelo sistema reprodutor
masculino bilateral, pareado de testiculos e vaso deferente (Fig. 4 A). O testiculo forma uma massa
Unica devido a fusdo dos l6bulos recobertos por tecido conjuntivo, ndo evidenciando assim as
estruturas digitiformes, porém mais estreito em direcdo cefalica (Fig. 4 A). O PVD é bastante
convoluto e delgado e 0 MVD é dilatado e curto (Fig. 4 A). O DVD tem sua porcdo bastante longa e
torna-se dilatada na ampola terminal, a qual se encontra no coxopodito do quinto par de
pereidpodos (Fig. 4 A). A histologia e histoquimica do sistema reprodutor masculino foram muito

semelhantes nas duas espécies. O vaso deferente possui apenas um duto Unico simples, que se
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estende até a regido da ampola terminal. O PVD possui epitélio colunar simples produtor de
secrecdo e com nucleos lobulados como se estivessem em alturas distintas (Fig. 4 B e C). No lumen
observa-se somente uma grande massa de espermatozoides livres envoltos por uma secrecéo
acidofila, a s, reativa para proteinas e fracamente positiva para polissacarideos neutros (Fig. 4 B-
E). O MVD ¢é um duto simples e dilatado quando comparado ao PVD e possui epitélio pavimentoso
simples envolto por musculatura (Fig. 4 F e G). Nesta regido, nota-se a presenca de outra secregéo,
a s2, compacta e intensamente acidéfila que envolve os espermatozoides imersos na s1, formando
uma grande massa espermatica (Fig. 4 G). Esta secrecdo é intensamente positiva para proteinas e
negativa para polissacarideos neutros (Fig. 4 H e 1). Na ampola terminal, a dilatacdo é formada pela
extensdo do DVD e pela glandula acessoria (Fig. 4 J e O). Os espermatozoides no DVD de Pa.
americanus encontram-se imersos em uma secrecao basofilica homogénea (s1), delimitada por uma
secrecdo acidofila (s2). Todo este material é envolto por secrecdo granulosa, fortemente basofila
(s3) (Fig. 4 K). O epitélio do DVD se mantém pavimentoso e circundado por espessa camada de
musculatura, a qual é continua e espessa a da ampola (Fig. 4 K e P). A regido da ampola terminal de
Pa. americanus possui organizacdo simples, contendo apenas uma camara glandular com epitélio
estratificado e no limen ocorre secre¢cdo homogénea, basofila e glicoproteica (Fig. 4 L - N). A
ampola terminal de A. longinaris também apresenta a glandula acessoria simples (Fig. 4 O). Os
espermatozoides estdo imersos em secrecdo acidofila sl1, circundada pela secrecdo s2 fortemente
acidofila e nota-se, ainda, a secrecdo s3 acidofila e granular (Fig. 4 P). Assim, o espermatéforo
destas espécies € formado por quatro secrecdes: trés sdo produzidas no vaso deferente e a quarta é
proveniente da glandula acessoria. O epitélio da glandula acesséria € estratificado, porém, com
pequeno nimero de camadas, sendo a secre¢do também glicoproteica, com intensidade de reagdo
menor que em Pa. americanus (Fig. 4 Q - S).

O sistema reprodutor masculino em Trachypenaeini também €é constituido por um par de

testiculos formado por 6-10 I6bulos, os quais sdo digitiformes e menores na regido cefalica que
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desembocam no vasa deferentia (Fig. 5 A). O PVD segue o padrdo de um tubulo convoluto, o qual
parece ser bem longo e esbranquicado, sendo o0 MVD mais alongado e menos dilatado quando
comparado a outras espécies (Fig. 5 A). O DVD estreito em relacdo ao MVD se estende até a
ampola terminal (Fig. 5 A). Histologicamente, o sistema reprodutor masculino dos Trachypenaeini
X. kroyeri e R. constrictus foram muito similares em termos de formacdo de espermatéforos,
composicdo quimica do fluido seminal e organizacdo tecidual (Fig. 5). Nestas espécies o PVD
caracteriza-se como um duto Unico e simples, no qual os espermatozoides provenientes dos
testiculos ficam imersos em secrecdo (Fig. 5 B e D). Esta regido foi dividida em duas porc¢oes,
sendo a anterior (PVDa) com a presenca de espermatozoides livres imersos na secrecdo basofila
tipo 1 (s1), proveniente do testiculo e envolta por secrecéo tipo Il (s2), menos basofila e coagulada
como granulos (Fig. 5 B e D). A secre¢do sl apresentou reacdo fracamente positiva para proteinas,
a qual é produzida pelo epitélio cubico-colunar simples (Fig. 5 C). A secrecdo s2 comeca a separar
0s espermatozoides em massas menores, sendo muito reativa para proteinas (Fig. 5D e E). Na
porcdo posterior (PVDp), observa-se o epitélio pavimentoso e nota-se 0 empacotamento dos
espermatozoides em espermatoforos. A secrecdo s2 € responsavel por formar a parede da estrutura
transportadora de espermatozoides, o espermatoforo, por aglutinacdo (Fig. 5G). A sl €
glicoproteica, positiva ao Xylidine Ponceau e PAS, enquanto que a parede € fortemente reativa para
proteinas (Fig. 5 G e H). O MVD é um duto simples com lamen amplo, também delimitado por
epitélio pavimentoso contendo numerosos espermatéforos esféricos (Fig. 5 1). As secrecfes sl e s2
do MVD apresentaram as mesmas caracteristicas histoquimicas da regido anterior, porém a
secrecdo tipo | foi mais reativa para polissacarideos neutros ao PAS (Fig. 5J e K). O DVD ¢
caracterizado pelo aumento da camada de musculatura sobre o epitélio, o qual se estende até a
regido da ampola terminal em ambos Trachypenaeini (Fig. 5 L e Q). O DVD possui epitélio
pavimentoso, com ldmen preenchido por secrecdo e espermatoforos, ambos com a mesma

caracteristica histoquimica que o MVD (Fig. 5 N). A ampola terminal é composta pela extensdo do

21



Fernanda Cristina Salti

duto simples do DVD e pela glandula acessoria simples, contendo somente uma camara glandular
(Fig. 5 L e Q). Para ambas as espécies o conteldo luminal da glandula acesséria é intensamente
reativo para proteinas (Fig. 5 O e S). A glandula acessdria produz secre¢do fracamente reativa para
polissacarideos neutros em X. kroyeri (Fig. 5 P) e negativa para R. constrictus (Fig. 5 T). O
espermat6foro destas espécies apresenta trés tipos de secre¢do: uma circundando 0s
espermatozoides no interior das unidades esféricas a qual é o principal componente do fluido
seminal, outra secrecdo que circunda as unidades esféricas e a secrecdo da glandula acessoria.

Em Sicyoniidae, o sistema reprodutor masculino é tipico de Penaeoidea, seguindo o padrdo
das familias anteriormente descritas (Fig. 6 A). O testiculo apresenta lobulos digitiformes e
discretos, sendo menores na regido cefalica (Fig. 6 A). Em ambas as espécies de Sicyoniidae, o
PVD é convoluto com o diametro do duto reduzido (Fig. 6 A). O MVD ¢ longo e convoluto, mais
estreito que a regido anterior e marcadamente mais esbranquicado devido a quantidade de secregédo
luminal (Fig. 6 A). O DVD apresenta uma leve dilatacdo que esté inserida no coxopodito, formando
uma discreta ampola, diferente das outras espécies (Fig. 6 A e N). Em S. typica e S. dorsalis a
histologia do sistema reprodutor masculino mostrou ser um duto simplificado desde o PVD até o
DVD (Fig. 6 B). Toda a extensdo do vaso deferente possui o duto formado por epitélio colunar
simples, com a musculatura tornando-se mais espessa desde o MVD para o DVD, sempre com
espermatozoides maduros livres imersos em um Unico tipo de secrecdo seminal (Fig. 6 B-1). Esta
secrecdo é composta por uma matriz basofila homogénea ao redor dos espermatozoides, com
granulos acidéfilos na sua constituicao (Fig. 6 C). Tais granulos séo reativos para proteinas (Fig. 6
D). O MVD possui epitélio pavimentoso simples com o mesmo tipo de secrecdo que o PVD, sendo
basofila e fracamente proteica (Fig. 6 E - H). O DVD possui epitélio simples variando de cubico a
achatado com o mesmo tipo de secrecdo observado nas regides anteriores (Fig. 6 | e J). Assim,
consideramos que o espermatoforo de Sicyoniidae ndo é estruturado com distintas camadas ou

unidades separadas, como nas outras espécies, sendo somente uma massa espermatica protéica sem
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polissacarideos neutros e acidos e, portanto, muito simplificado (Fig. 6 K, L e M). Como descrito na
anatomia, na por¢do mais distal do DVD, o lumen torna-se bastante amplo, envolto por varias
camadas de musculatura formando a ampola ou duto ejaculatério, sem a presenca da glandula
acessoria (Fig. 6 N, O e P).

O sistema reprodutor masculino de Ari. edwardsiana, pertencente & familia Aristeidae, €
constituido por um testiculo pareado formando uma massa Unica e vasa deferentia (Fig. 7 A). O
vaso deferente é dividido em PVD, MVD e DVD com a dilatacdo na porc¢do final do vaso, sendo a
ampola terminal (Fig. 7 A), assim como nas demais espécies. O PVD é caracterizado como um duto
simples (Fig. 7 B). Apesar do estado de preservagdo do material ndo ter sido o ideal, uma vez que
este foi proveniente de museu e fixado em alcool, além de ser uma espécie de grande profundidade,
a partir do MVD parece existir o tiflossole dividindo o vaso deferente em dois dutos: acessorio e
espermatico (Fig. 7 C). Na ampola terminal, nota-se a extensdo da DVD com o tiflossole presente
(Fig. 7 D e E). Nao foi observada nenhuma estrutura que se assemelhe a glandula acessoria, salvo a
condicao de preservacdo do material (Fig. 7 D). Desta maneira, acreditamos que Ari. edwardsiana
ndo apresenta a glandula acessoria. Em relacdo ao espermat6foro, ndo podemos concluir quantas
camadas de secrecdo este apresenta devido a preservacdo do material ter sido feita em alcool.

Em Benthesicymus sp., representante da familia Benthesicymidae, o sistema reprodutor
masculino ¢ bilateral, sendo um par de testiculos com I6bulos digitiformes e vasa deferentia (Fig. 8
A). O vaso deferente é dividido em PVD, MVD e DVD, o qual se estende até a regido da ampola
terminal (Fig. 8 A). O PVD parece ser convoluto, enquanto o MVD e o DVD séo alongados (Fig. 8
A). Na histologia, pode-se observar que o PVD é um duto simples (Fig. 8 B e C). O epitélio desta
regido parece ser delgado e no lumen observa-se um material com aspecto granular agrupado em
pequenas estruturas esféricas (Fig. 8 D). No MVD, o vaso deferente esta dividido em dois dutos:
acessorio e espermatico, separados pelo tiflossole, melhor preservado nesta espécie (Fig. 8 E). Na

regido da ampola terminal, nota-se uma dilatacdo, sendo a extensdo da DVD (Fig. 8 F). A ampola
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terminal é circundada por uma camada de tecido muscular (Fig. 8 G). Acredita-se que esta espécie
ndo apresenta a glandula acessoria, mas aparentemente, o epitélio da ampola terminal apresenta
atividade secretora, produzindo secre¢do adicional a do vaso deferente (Fig. 8 G). O espermatoforo
desta espécie parece ser um corddo espermatico formado por quatro secre¢fes do duto espermatico,
uma secrecdo do duto acessorio e a secrecao produzida pelo epitélio da ampola terminal. Entretanto,
devido a preservacdo em alcool, as caracteristicas do epitélio e das secrecdes, bem como o
empacotamento dos espermatozoides, podem apresentar algumas distor¢des em relacdo ao material

in vivo.

Analise Filogenética

O filograma gerado por Inferéncia Bayesiana utilizando sequéncias dos genes 16S rDNA e
COI mtDNA mostrou grupos suportados por probabilidade posterior com valores acima de 0,8 (Fig.
10). A partir da topologia apresentada, a monofilia da superfamilia Penaeoidea € suportada com
probabilidade posterior 1.0. E possivel perceber a formacao de trés clados dentro de Penaeoidea. As
familias Aristeidae e Benthesicymidae constituem um clado. A tribo Penaeini e a familia
Solenoceridae compdem o segundo clado. As tribos Trachypenaeini e Parapenaeini, por sua vez,
formam um clado com a familia Sicyoniidae. A tribo Trachypenaeini € grupo irmao de Sicyoniidae.
Desta maneira, as familias Aristeidae, Benthesicymidae, Solenoceridae e Sicyoniidae apresentaram-

se como monofiléticas, em contraposicao, Penaeidae é um grupo parafilético (Fig. 10).

Reconstrucdo de estado ancestral de carater

A partir da reconstrucdo de historia de carater, pode-se observar que o “vaso deferente”,
classificado como simples, quando possui somente um duto, ou complexo, com os dutos acessorio e
espermatico esta relacionado com a filogenia de Penaeoidea (Fig. 11). A sinapomorfia dos clados

formados por Benthesicymidae e Aristeidae, Solenoceridae e Penaeini é a presenca de dois dutos a
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partir do MVD e, portanto, classificado como complexo. Enguanto no clado formado por
Parapenaeini, Trachypenaeini e Sicyoniidae, o carater compartilnado entre eles é a presenca de
apenas um duto no vaso deferente (Fig. 11).

Em relacdo a “glandula acessoria da regido da ampola terminal”, esta aparece como um
carater homoplésico dentro de Penaeoidea (Fig. 12). A sinapomorfia do clado composto por
Benthesicymidae e Aristeidae é a auséncia da glandula acessoria. Em Solenoceridae uma das faces
do duto acessério produz uma secrecdo especifica como se ocorresse uma glandula, porém sem
camara. Em Sicyoniidae também ha auséncia da camara glandular, sendo um carater homoplasico.
Na tribo Penaeini, esta foi classificada como simples no género Farfantepenaeus. No género
Litopenaeus a glandula é complexa e parece ser uma autapomorfia do género. Em relagdo ao
segundo clado, formado por Parapenaeini, Trachypenaeini e Sicyoniidae, a glandula acessoéria
simples é uma caracteristica em comum entre as tribos de Penaeidae (Fig. 12).

O carater “espermatoforo” pode ser simples, complexo ou em unidades esféricas de acordo
com o numero de camadas de secrecdo. O espermatdforo simples apresenta somente uma matriz de
secrecdo com espermatozoides livres. Para as espécies que apresentam quatro tipos de secre¢do ou
mais, este foi classificado como complexo. As unidades esféricas apresentam trés tipos de secrecao
e sdo empacotados em pequenas estruturas esfericas. Nos clados formados por Benthesicymidae e
Aristeidae, Solenoceridae e Penaeini este é classificado como complexo. Esta caracteristica € a
sinapomorfia dos clados. Em Parapenaeini, 0 espermatoforo apresenta quatro camadas de secrecao
e, portanto este foi classificado como complexo (Fig. 13).A tribo Trachypenaeini apresenta o
espermatoforo em unidades esféricas, sendo uma caracteristica exclusiva do grupo (Fig. 13).A
familia Sicyoniidae apresenta reducdo da complexidade do espermatoforo sendo o espermatoforo

simples a caracteristica exclusiva do grupo (Fig. 13).
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Discusséo

Neste trabalho demonstramos a existéncia de diferentes padrdes histolégicos do sistema
reprodutor masculino de Penaeoidea, 0s quais se diferem significativamente entre as familias e entre
as tribos de Penaeidae, para as espécies aqui estudadas, somadas as conhecidas na literatura. O
padrdo mais complexo foi observado nos membros das familias Benthesicymidae, Aristeidae,
Solenoceridae e na tribo Penaeini, pertencente a familia Penaeidae. Este padrdo complexo é devido
a presenca de dois dutos no vaso deferente, sendo a secrecdo do duto espermatico formando
camadas ao redor da massa de espermatozoides e 0 duto acessorio, apresentando somente secrecao,
também em camadas. Contudo, a principal diferenca notada nos Penaeini foi a presenca da glandula
acessoria na ampola, ausente nas demais familias. Em Penaeini nota-se uma diferenca na glandula
acessoria, na qual nas especies de télico aberto a glandula possui varias camaras glandulares,
tornando a estrutura mais complexa, como em L. schmitti, enquanto que nas espécies de télico
fechado como F. brasiliensis, a glandula é mais simples, sem a presenca de multiplas camaras. As
tribos Parapenaeini e Trachypenaeini apresentaram um padréo intermediario, sendo que em
Parapenaeini ainda se observa o fluido seminal como massa espermatica Unica envolta por camadas
de secrecdo, sendo mais simples em Trachypenaeini devido ao fluido seminal sem camadas e
espermatoforos esfericos. O padrdo mais simplificado dentro de Penaeoidea foi observado para a
familia Sicyoniidae, onde os espermatozoides estdo livres no fluido seminal, sem camadas ou
espermatoforos circulares. Os padrdes registrados estdo relacionados a filogenia do grupo.
Associado a isso, nossos resultados de inferéncia filogenética mostram que as familias
Benthesicymidae, Aristeidae, Solenoceridae e Sicyoniidae sdo familias monofiléticas enquanto que
Penaeidae € um grupo parafilético.

Segundo Bauer (1991) hd uma enorme variacdo na complexidade da transferéncia do
material espermatico dos camarbes Dendrobranchiata. Em Aristeidae, Benthesicymidae,

Solenoceridae e no género Litopenaeus (Penaeidae) hd producdo de um espermatoforo complexo,
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com diferentes materiais e secrecdes produzidas pelo macho. Estes componentes auxiliam na
fixacdo do material espermatico sobre corpo da fémea, uma vez que apresentam télico aberto
(Pérez-Farfante e Kensley, 1997). Nossos resultados mostraram que 0s membros da tribo Penaeini
apresentam a producdo do fluido seminal mais especializada, com o vaso deferente médio
apresentando dois dutos paralelos e independentes: o espermatico, contendo espermatozoides
imersos em secre¢do e 0 acessorio, o qual contém somente secre¢cdo em seu limen. Os dutos séo
separados por tiflossoles. Este padrdo morfoldgico segue o que foi descrito para outros membros da
tribo Penaeini, como L. schmitti, L. vannamei, L. setiferus, F. brasiliensis, F. duorarum, F. aztecus,
M. kerathurus e P. monodon (Malek e Bawab, 1974; Ro et al., 1990; Bauer, 1991; Chow et al.,
1991; Bauer e Cash, 1991; Fransozo et al., 2016; Feng et al., 2018). Segundo Bauer e Cash (1991),
a existéncia dos tiflossoles subdividindo o MVD esta relacionada com a formagdo de um
espermatoforo mais complexo, o que esta de acordo com nossos resultados, principalmente aqueles
relacionados as especies de téelico aberto.

A ampola terminal de L. schmitti observada no presente trabalho, apresenta varias camaras
na glandula acessoria, como anteriormente descrita para esta espécie (Fransozo et al., 2016) e
também para L. vannamei e L. setiferus (como Penaeus vannamei e Penaeus setiferus em Bauer,
1991; Chow et al., 1991). Tais camaras glandulares produzem a secrecdo adesiva que permite o
material espermatico ser fixado ao télico aberto da fémea (Bauer, 1991, Bauer e Cash, 1991; Chow
et al.,1991; Fransozo et al., 2016). Bauer e Cash (1991) referem-se as camaras glandulares como
glandulas adesivas formando dutos tubulares que se abrem em um ponto no duto acessério, como
ocorre em L. schmitti. Quando comparado com PI. muelleri, o epitélio da ampola terminal € espesso
e a glandula acessoria esta ausente, o que nao foi notado em outro trabalho com a mesma espécie
(Diaz et al.,, 2002). Assim, o tipo de ampola encontrado no género Litopenaeus pode ser
considerado o mais complexo funcionalmente, o que concorda com propostas anteriores da

literatura cientifica (Alfaro-Montoya, 2010). Em F. brasiliensis o vaso deferente é complexo,
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também com dois dutos, porém na regido da ampola, a glandula acessoria é mais simples, contendo
somente uma camara secretora, sem glandulas adesivas, como observado em L. schmitti. Este
mesmo padrdo foi observado em outras espécies de Farfantepenaeus, como F. duorarum e F.
aztecus (Bauer e Cash, 1991).

O espermat6foro de L. schmitti exposto ao meio €, sem ddvida, 0 mais especializado dentre
as espécies de télico aberto aqui estudadas, e devera apresentar placa dorsal, abas, flange, asas,
massas internas e materiais adesivos em sua estrutura final, como o padrdo observado para L.
setiferus e L. vannamei devido a semelhanca histolégica observada neste género (Bauer e Cash,
1991; Chow et al., 1991; Fransozo et al., 2016). O corpo principal do espermatéforo é produzido no
duto espermatico, sendo a massa de espermatozoides circundada por uma espessa camada de
secrecdo (Bauer e Cash, 1991). Nossos resultados demonstram a existéncia de cinco tipos de
secrecdo que sdo adicionadas ao espermatdforo complexo de L. schmitti. Bauer e Cash (1991)
também encontraram cinco secre¢fes produzidas no vaso deferente de L. setiferus, sendo a massa
espermatica circundada por material acelular, dois tipos de secrecdo produzidas no duto acessorio e
o material adesivo secretado pelas camaras glandulares. Chow et al. (1991) também mostraram
cinco tipos de secrecao no espermatoforo de L. setiferus e L. vannamei, porém, a descricéo é focada
no duto espermatico contendo trés tipos de secrecdo, constituindo o espermatéforo primario,
semelhante ao observado no presente trabalho.

Em F. brasiliensis assim como nas outras espécies de Farfantepenaeus o espermatoforo é
formado por quatro tipos de secre¢des e sera inserido no télico fechado da fémea (Pérez-Farfante,
1969; Bauer, 1991; Bauer e Cash, 1991). Em M. kerathurus a massa espermatica circundada por
duas camadas de secrecdo no duto espermatico e trés tipos de secrecdo no duto acessorio, as quais
constituem a terceira, quarta e quinta camada de secrecdo do espermatéforo (Malek e Bawab,
1974). O espermatdforo de F. aztecus e F. duorarum apresenta o corpo principal, o qual consiste na

massa espermatica central cercada por camadas de secre¢do do duto espermatico e do duto
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acessorio, e o material anexo produzido na glandula acessoria da ampola, a qual ainda tem funcéo
incerta (Bauer e Cash, 1991). Este material anexo parece ser homologo ao material adesivo ou
gelatinoso encontrado nas camaras da glandula acesséria em Litopenaeus spp. (Bauer e Cash,
1991). Em M. kerathurus este material ¢ chamado de “asa” e, portanto, sio homo6logos (Malek e
Bawab 1974). Entretanto, a “asa” encontrada no espermatoforo de L. setiferus ndo é homdloga ao
material anexo, jA que esta parece ser produzida na ampola terminal complexa, nas camaras
glandulares (Bauer e Cash 1991). Apesar do fato deste material poder atuar como parte do
espermat6foro de Farfantepenaeus, ndo podemos descartar a hipétese deste material da glandula
acessoria também poder atuar como um material vedante e protetor da abertura do télico (Bauer,
1991) ou como “plug” espermatico, assim como descrito para outras espécies de télico fechado
como R. similis (Bauer e Min, 1993). Desta maneira, a analise histologica do material transferido ao
télico fechado nestas espécies se faz necessario e, talvez seja a chave para resolver as provaveis
funcdes da glandula acessoria em Dendrobranchiata.

Feng et al. (2018) caracterizaram o sistema reprodutor masculino do Penaeini P. monodon e
mostraram que o MVD possui dois dutos, ficando evidente que esta € a caracteristica exclusiva da
tribo. Alem disso, o espermatéforo de P. monodon parece ser constituido de quatro tipos de
secrecdes (Feng et al. 2018). Entretanto, estes autores utilizam sec¢des histologicas que ndo tornam
claro a presenca ou nao da glandula acesséria na regido da ampola terminal. Como descrito para
demais espécies de Penaeini, tanto espécies de télico aberto como de télico fechado, como € o caso
de P. monodon, a glandula acessoria esta presente em todas as espécies, embora apresentem
diferentes complexidades. Em um corte longitudinal os autores demonstraram a organizacdo da
ampola terminal contendo somente duas cdmaras, apontando para a “camara espermatoforica” e o
“corpo principal do espermatoforo”. Entretanto, ao observamos cuidadosamente a imagem,
podemos observar que na camara em que os autores chamam de “corpo principal do

espermatoforo”, ha uma estrutura semelhante a um duto, ndo identificada pelos autores. NoOs
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acreditamos que houve um engano na identificagdo das estruturas na ampola terminal, sendo que a
camara chamada de “corpo principal do espermatdforo” refere-se a extensdo do duto espermatico, a
estrutura semelhante a um duto e ndo identificada deve ser o duto acessorio em um corte periférico,
sendo a “camara espermatoforica” na verdade a glandula acessoria. Desta maneira, n6s mapeamos
P. monodon com o MVD contendo dois dutos e o espermatéforo como complexo, uma vez que 0s
autores evidenciaram quatro tipos de secre¢fes. Porém, ndo utilizamos a glandula acesséria para o
mapeamento, uma vez que 0s autores ndao deixam claro se ha uma camara glandular ou ndo.

No Solenoceridae PI. muelleri, o padrdo observado foi semelhante a Penaeini: 0 vaso
deferente € dividido em dois dutos justapostos e as fémeas possuem o telico aberto. Entretanto, ndo
se observou a glandula acessoria tipica na regido da ampola terminal. O epitélio espesso da regido
da ampola terminal em PI. muelleri produz uma grande quantidade de secrecéo e esta se difere das
secrecdes produzidas no vaso deferente. Bauer (1991) apresenta a morfologia do duto ejaculatorio
do Solenoceridae S. vioscai e assim como observado em PI. muelleri, esta espécie também néo
apresenta a glandula acesséria e o epitélio desta regido € mais espesso e secretor de um novo
material como ocorre em glandulas acessérias com camara simples. Portanto, apesar de ndo
apresentar a camara glandular, como observado nas demais espécies, o epitélio secretor, com um
tipo de secrecdo aciddfila adicional, parece cumprir a mesma funcdo, o que pode ser uma
caracteristica de espécies com espermatéforo depositado no corpo das fémeas de télico aberto.
Desta maneira, a auséncia da glandula acesséria ndo compromete a complexidade do
espermatoforo, uma vez que esta secrecdo produzida pelo epitélio da ampola terminal soma-se ao
fluido dos dutos acessério e espermatico. O espermat6foro de PI. muelleri, por sua vez, possui
caracteristicas que relembram um cordéo espermatico envolto por varias camadas de secre¢do como
observado em Dromiidae, Podotremata (Garcia-Bento et al., 2019). Segundo proposto por Bauer
(1991), em S. vioscai 0 empacotamento dos espermatozoides nos parece ser semelhante ao

observado em PI. muelleri neste estudo e acreditamos que seja uma caracteristica de Solenoceridae
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apresentar espermatéforo como um corddo esperméatico com véarias camadas de secrecdes
periféricas.

A morfologia do sistema reprodutor de Pl. muelleri ja havia sido descrita por Diaz et al.
(2002), entretanto, a divisdo do vaso deferente adotada pelos autores foi distinta, sendo: duto
coletor, regido proximal, regido media e regido distal com a ampola terminal. Com esta subdivisao,
ha um problema de interpretacdo, uma vez que se referem a regido proximal contendo os dutos
acessorio e espermatico, quando esta subdivisdo é, na verdade, na por¢do média. Nés dividimos o
vaso deferente desta espécie em PVD, MVD com dois dutos e DVD se estendendo até a regido
dilatada do vaso, com auséncia da glandula acessoria.

O sistema reprodutor masculino de Benthesicymus sp. (Benthesicymidae) e Ari.
edwardsiana (Aristeidae) apresenta a complexidade dos dois dutos no vaso deferente, divididos
pelos tiflossoles em duto espermatico e acessorio. N&o foi encontrada nenhuma estrutura da camara
glandular na ampola terminal, semelhante ao observado em PIl. muelleri. O epitélio da ampola
terminal de Benthesicymus sp. parece ter funcdo secretora, semelhante ao solenocerideo estudado,
adicionando outro tipo de secrecdo ao espermatdforo. Nao foi possivel concluir como € estruturado
0 espermatoforo de Ari. edwardsiana, porém, em Benthesicymus sp. este parece ser um cordao
espermatico, como observado em Pl. muelleri. NGOs encontramos quatro tipos de secrecdo no duto
espermatico de Benthesicymus sp., classificando-o como complexo. Assim, acreditamos que
Aristeidae também apresenta o espermatdforo complexo, ja que esta € uma caracteristica de
Benthesicymus sp., Solenoceridae, Penaeini e Parapenaeini, os quais estio proximos na filogenia. E
importante ressaltar que devido ao material estar conservado em alcool, ndo fixado em
paraformaldeido, algumas caracteristicas podem estar comprometidas como a estrutura do epitélio,
as secrecOes e como 0s espermatozoides sdo empacotados. Ainda assim, considerando que estas
espécies sdo oriundas de &guas profundas e de dificil coleta, o material proveniente de doacdo do

Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo foi essencial para concluirmos como se deu a
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evolugdo dos caracteres aqui estudados em Penaeoidea. Além disso, este representa o primeiro
trabalho com a caracterizagdo histologica e histoquimica do sistema reprodutor masculino de
representantes de Benthesicymidae e Aristeidae. E importante que novos estudos com o sistema
reprodutor das familias Aristeidae e Benthesicymidae sejam realizados a fim de preencher as
lacunas ainda existentes acerca da morfologia do sistema reprodutor nestes grupos.

Nas espécies em que as fémeas apresentam o télico fechado, o material espermatico é
depositado no receptaculo seminal ou espermateca, a qual pode ser pareada ou ndo pareada (Bauer,
1991; Pérez-Farfante e Kensley, 1997). O sistema reprodutor masculino e a producdo do fluido
seminal sdo mais simplificados nas espécies de télico fechado quando comparados as especies de
télico aberto (Bauer, 1991; Bauer e Min 1993). Em Trachypenaeini, Parapenaeini e Sicyoniidae, 0
vaso deferente apresenta somente um duto em toda sua extensdo. A glandula acessoria, presente em
Trachypenaeini e Parapenaeini sdo simplificadas, apresentando somente uma camara produtora de
um tipo de secrecdo, assim como F. brasiliensis e outros Farfantepenaeus spp. e M. kerathurus
(Malek e Bawab, 1974; Bauer, 1991; Bauer e Cash, 1991). Em Parapenaeini, Pa. americanus e A.
longinaris os espermatozoides estdo imersos formando um grande massa de secrecdo circundada
por quatro tipos de secrecdo, sendo trés produzidas no vaso deferente e a quarta proveniente da
glandula acessoria. Esta caracteristica € semelhante ao observado em F. brasiliensis e, portanto, nds
classificamos este espermat6foro como complexo.

Os Trachypenaeini, R. constrictus e X. kroyeri, apresentam pequenas massas de
espermatozoides individualizadas, formando, assim, varios espermatoforos esféricos no fluido
seminal, semelhantes aos de Eubrachyura. Estes espermatéforos sdo extremamente simplificados e
é considerada uma caracteristica derivada em Penaeidae (Bauer, 1991; Bauer ¢ Min 1993). O
mesmo padrdo foi observado em outro Trachypenaeini, R. similis (Bauer e Min, 1993). Nesta
espécie, apos a ejaculagdo do material seminal, o macho libera a “substancia do plug espermatico”

da glandula acessoria, que tem como funcdo impedir inseminacGes subsequentes (Bauer e Min,
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1993). Assim, sugerimos que no caso das espécies com télico fechado de Penaeidae, a secrecdo da
glandula acessoria possa funcionar como um “plug” espermatico temporario, presente nos
momentos iniciais da fertilizacdo, enquanto a fémea esta na muda, desaparecendo na intermuda.

A morfologia do sistema reprodutor dos Sicyoniidae indica 0 mecanismo de transferéncia
menos especializado dentre todas as espécies estudadas, assim como proposto por Bauer (1991).
Em Sicyonia spp. ha uma leve dilatacdo na porcéo distal do duto ejaculatério, a qual seria um
sindbnimo para a ampola terminal. Observa-se somente a extensdo do vaso deferente mais longa e
com espessa camada muscular, a qual se torna mais espessa nas regides mais distais que auxiliara
na ejaculacdo do material espermatico. O espermatoforo € extremamente simplificado, sendo
somente fluido seminal com espermatozoides livres, sem camadas de secrecdo circundante ou
espermatoforos arredondados. Além disso, 0 DVD ndo apresenta glandula acessoria, assim como
descrito para S. brevirostris e S. ingentis (Bauer, 1991; Subramoniam, 1995). Desta maneira,
Sicyoniidae ndo parece ter a condicdo de producdo do “plug espermatico”. Em Sicyoniidae o télico
é 0 mais fechado e complexo de todos os Penaeoidea (Bauer, 1991; Pérez-Farfante e Kensley,
1997). Além disso, em S. dorsalis foram observadas copulas multiplas em condicdes laboratoriais
(Bauer, 1992). A auséncia de “plug” pode explicar o evento de pausa no crescimento das fémeas
durante os picos reprodutivos, a fim de evitar a perda do material genético presente no télico
(Castilho et al., 2008a). Sendo assim, Sicyoniidae apresenta outras estratégias reprodutivas. Neste
caso, pela analise morfoldgica, nota-se que a simplificacdo do sistema reprodutor esta relacionada a
diversificacdo da estratégia reprodutiva permitindo as fémeas copularem com diferentes machos ao
longo da vida.

O télico é a regido posteroventral do cefalotérax e o local de aderéncia e estocagem dos
espermatozoides (Bauer, 1994). Neste trabalho, consideramos que o télico € o local de deposicdo
temporaria ou prolongada do espermatdforo complexo nas espécies em que a fémea apresenta o

télico aberto, assim como elucidado por Bauer (1991, 1994). Nas espécies com télico fechado, os
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espermatozoides sdo inseridos no receptaculo seminal ou espermateca da fémea (Bauer, 1991,
1994). Aqui tratamos o receptaculo seminal como espermateca, uma vez que apresenta origem
totalmente ectodérmica, buscando manter a mesma nomenclatura observada em Brachyura, apesar
destas estruturas ndo terem a mesma origem em termos dos mesmos seguimentos toracicos (Bauer,
1994; Guinot e Quenette, 2005). Este mecanismo de adicdo de material vedante ou plug,
proveniente da glandula acessoria parece ocorrer nas espécies em que as fémeas apresentam o télico
fechado, tanto com espermateca pareada dos Trachypenaeini, Parapenaeini e Sicyoniidae, como nas
espermatecas ndo pareadas de Penaeini.

No que se refere a filogenia de Dendrobranchiata diversos estudos demonstraram a
monofilia do grupo, assim como Penaeoidea e Sergestoidea (Ma et al., 2009; Tavares et al., 2009;
Camargo et al., 2017, Cheng et al., 2018, Hurzaid et al., 2020). Dentro de Sergestoidea, as familias
Sergestidae e Luciferidae sdo monofiléticas, enquanto em Penaeoidea, somente Benthesicymidae e
Penaeidae ndo representam um grupo monofilético (Tavares et al., 2009). Nossos resultados,
obtidos a partir da inferéncia filogenética, mostraram a monofilia de Penaeoidea, com a formacao
de trés clados: um clado formado pelas familias Aristeidae e Benthesicymidae, sendo grupo irméo
dos demais clados. O outro clado é composto pela tribo Penaeini e a familia Solenoceridae, sendo
grupo irmao do clado constituido pelas tribos Parapenaeini e Trachypenaeini, juntamente com
Sicyoniidae. Ma et al. (2009) realizaram uma analise com base nas sequéncias do DNA de genes
nucleares e mitocondriais (fosfoenolpiruvato carboxiquinase e subunidade alfa da Na/K ATPase) e
detectaram duas linhagens dentro da superfamilia Penaeoidea: a linhagem de camardes semelhantes
a aristeideos, englobando as familias Aristeidae, Benthesycimidae e Solenoceridae, e camardes
semelhantes a peneideos, se referindo as familias Penaeidae e Sicyoniidae. Dentro da linhagem de
camardes semelhantes a peneideos, a familia Penaeidae € parafilética com Sicyoniidae (Ma et al.,
2009), o que corrobora o presente trabalho, uma vez que a tribo Trachypenaeini forma um grupo

irmdo com Sicyoniidae. Na linhagem de camardes semelhantes a aristeideos, a familia
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Solenoceridae apresenta caracteristicas plesiomorficas e Aristeidae parece ser o grupo com
diversificacdo mais recente (Ma et al., 2009). A tribo Penaeini forma um clado separado das demais
tribos de Penaeidae (Ma et al., 2009) assim como demonstrado no presente trabalho.

Cheng et al. (2018) com base em andlises moleculares utilizando genoma mitocondrial,
observaram a monofilia de Penaeoidea. Em relacdo as familias, Solenoceridae, Sicyoniidae,
Aristeidae e Benthesicymidae obtiveram alto suporte de monofilia, enquanto que Penaeidae foi
polifilético (Cheng et al., 2018), assim como demonstrado no presente estudo. A superfamilia
Penaeoidea foi subdividida em trés clados: o clado | formado pela tribo Penaeini, o clado 1l
formado por Solenoceridae, Benthesicymidae e Aristeidae, e o clado 11l formado por Sicyoniidae e
as tribos Parapenaeini e Trachypenaeini. Mais recentemente, Hurzaid et al. (2020), refor¢aram, por
meio de analises filogenéticas utilizando sequéncias de genes mitocondriais e nucleares, a
parafilia de Penaeidae. Os autores demonstraram que Penaeidae € parafilética com Sicyoniidae e
que, possivelmente, Parapenaeini, Trachypenaeini e Sicyoniidae apresentam um ancestral em
comum, sendo Trachypenaeini grupo irmao de Sicyoniidae (Hurzaid et al., 2020). Penaeini, por sua
vez, se alocou em um clado separado das demais tribos. Nossos resultados mostraram que Penaeini
estd filogeneticamente proxima as familias Aristeidae, Benthesicymidae e Solenoceridae. Além
disso, estes grupos apresentam semelhancas na morfologia do sistema reprodutor, como a presenca
de dois dutos na MVD. Assim como demonstrado por Cheng et al. (2018) e Hurzaid et al. (2020),
no presente trabalho evidenciamos a proximidade entre Sicyoniidae e Trachypenaeini, 0s quais
constituem um clado e apresentam semelhancas na morfologia do sistema reprodutor masculino.
Sendo assim, embora tenhamos utilizados em nossas analises filogenéticas somente sequéncias de
dois genes mitocondriais, nossos resultados corroboram o trabalho de Cheng et al. (2018) feito com
0 genoma mitocondrial completo, e Hurzaid et al. (2020) utilizando genes nucleares e
mitocondriais, demonstrando a proximidade de Penaeini com Aristeidae, Benthesicymidae e

Solenoceridae, enquanto Trachypenaeini esta intimamente relacionada com Sicyoniidae.
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Por meio de datagdo fossil, Cheng et al. (2018) observaram que o mais recente ancestral de
Penaeoidea teve irradiacdo no final do Devoniano, cerca de 366 milhGes de anos a.C. A divergéncia
de Solenoceridae, Benthesicymidae e Aristeidae do segundo clado, formado pela tribo Penaeini
ocorreu no final do Carbonifero (307 milhdes de anos a.C.). A familia Solenoceridae teve
diversificacdo ha 166 anos a.C., enquanto Aristeidae e Benthesicymidae ha 122 anos a.C. e 84 anos
a.C., respectivamente. Penaeini, por sua vez, teve sua diversificacdo no final do Jurassico (149
milhdes de anos a.C.). O terceiro clado, formado por Parapenaeini, Trachypenaeini e Sicyoniidae se
divergiram mais recentemente, no final do Permiano (253 milhdes de anos a.C.). Desta maneira, 0
grupo com origem mais recente € a tribo Penaeini, enquanto Parapenaeini parece ser 0 grupo com
caracteristicas plesiomorficas dentro de Penaeidae.

Com base na reconstrucdo de estado ancestral de carater, o carater presiomoérfico de
Penaeoidea parece ser a presenca dos dutos acessério e espermatico no vaso deferente. Este padrao
foi observado em PI. muelleri (Solenoceridae), em Ari. edwardsiana (Aristeidae) e Benthesicymus
sp. (Benthesicymidae) e nos representantes da tribo Penaeini, sendo a sinapomorfia dos clados
formado por Aristeidae e Benthesicymidae e Solenoceridae e Penaeini. O carater compartilhado
entre as tribos Parapenaeini, Trachypenaeini e pela familia Sicyoniidae, é a presenca do duto
simples. O mapeamento dos caracteres “glandula acessoria” e “espermatdforo” mostrou que os
estados desses caracteres sdo altamente homoplasicos e significativamente diferente entre as tribos
de Penaeidae. Em Benthesicymidae, Aristeidae, Solenoceridae e Sicyoniidae a auséncia da glandula
acessoria € uma convergéncia evolutiva. Em relacdo as tribos, em Penaeini, 0s representantes que
apresentam o télico fechado, possuem a glandula acesséria simplificada, enquanto nas espécies de
Litopenaeus spp., a presenca da glandula complexa parece ser uma autapomorfia dentro de
Penaeoidea. Em relagdo ao carater “espermatoforo”, as tribos apresentam grande divergéncia. Em
Benthesicymidae, Solenoceridae, Penaeini e Parapenaeini, este é classificado como complexo,

sendo formado por quatro ou mais tipos de secre¢do. Em Trachypenaeini, 0s espermatozoides sdo
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empacotados em pequenos espermatoforos esféricos, sendo uma caracteristica Gnica do grupo. Em
Sicyoniidae, os espermatozoides estdo imersos num Uunico tipo de secrecdo e, portanto, o
espermatéforo é o mais simples dentro das espécies estudadas. O estado plesiomorfico do
espermat6foro pode ser complexo, jA que Benthesicymus sp. e Pl. muelleri apresentam esta
caracteristica e sdo grupos com diversificacdo anterior a Penaeidae.

Corroborando os dados morfoldgicos e as analises moleculares aqui obtidos, a ultraestrutura
do espermatozoide de Penaeoidea revelou que as trés tribos de Penaeidae mostram padrdes
distintos, sendo Trachypenaeini apresentando a morfologia do espermatozoide mais complexa,
semelhante ao da familia Sicyoniidae (Camargo et al., 2016; 2017). N6s demonstramos neste
trabalho que Trachypenaeini e Sicyoniidae apresentam o sistema reprodutor masculino, a producéao
do fluido seminal e 0o mecanismo de transferéncia espermatica mais simplificados dentro de
Penaeoidea. Além disso, os drgdos genitais de Sicyoniidae sdo fortes e rigidos, assim como em
Trachypenaeini (Ma et al., 2009). Desta maneira, diversos trabalhos demonstraram semelhancas
entre a tribo Trachypenaeini e Sicyoniidae, além de serem grupos irmdos, o que invalida a
monofilia de Penaeidae. As espécies de Penaeini formam um clado separado das tribos Parapenaeini
e Trachypenaeini (Camargo et al., 2017). Em linha com nossos resultados, a ultraestrutura do
espermatozoide de Solenoceridae, incluindo Pl. muelleri apresenta grande similaridade com os
espermatozoides de Penaeini, tendo corpo principal arredondado, presenca de espinho reto,
eletrondenso e capuz acrossomal simplificado e eletrondenso, o que € distinto dos demais peneideos
e sicionideos descritos. A sinapomorfia € a regido subacrossomal simplificada, como em Penaeini, e
0 capuz acrossomal assimétrico (Medina et al., 2006). Estes dados corroboram o estudo
morfoldgico aqui apresentado, no qual Solenoceridae e Penaeini constituem um clado e apresentam
semelhanca na morfologia do sistema reprodutor masculino.

Diversos autores propuseram a divisdo do género Penaeus s.l. com base em diversos dados

morfolégicos, como sulcos e cristas na carapaga e a presenca do télico aberto ou fechado
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(Burkenroad, 1934; Kubo, 1949; Pérez-Farfante 1969; Pérez-Farfante e Kensley; 1997). Desta
maneira, subdividiu-se Penaeus Fabricius, 1798 em seis géneros: Litopenaeus Pérez-Farfante, 1969,
Farfantepenaeus Burukovsky, 1997, Fenneropenaeus Pérez-Farfante, 1969, Marsupenaeus Tirmizi,
1971, Melicertus Rafinesque, 1814 e Penaeus sensu stricto. Mais recentemente, Ma et al. (2011)
por meio de anélises moleculares, constataram a monofilia de Penaeus s.1. Entretanto, observou-se a
formacdo de dois clados: Fenneropenaeus, Farfantepenaeus, Litopenaeus e Penaeus e outro clado
composto por Melicertus e Marsupenaeus. Com base nesses resultados, Ma et al. (2011)
propuseram a restauracdo do género Penaeus s.l. Estes autores afirmam que a filogenia molecular
pode refletir melhor a historia evolutiva do grupo, uma vez que os caracteres morfolégicos
utilizados para subdividir o género podem se tratar de convergéncias evolutivas. Entretanto, com
base em trabalhos morfologicos recentes, destacando o sistema reprodutor masculino e a
ultraestrutura do espermatozoide, incluindo o presente trabalho, nota-se que ha muitas diferencas
entre 0s subgéneros. No presente trabalho, associamos a filogenia molecular a morfologia e
observamos diversas diferencas na morfologia do sistema reprodutor, na producdo do fluido
seminal e dos espermatéforos, alem da morfologia do télico como elucidado por Pérez-Farfante e
Kensley (1997) o que inviabiliza a juncdo dos subgéneros. Além disso, nossas analises moleculares,
assim como demonstrado por Cheng et al. (2018) e Hurzaid et al. (2020) mostraram que 0S géneros
Farfantepenaeus, Litopenaeus e Penaeus formaram grupos monofiléticos com alto grau de suporte
de clado e, portanto, trata-se de grupos taxonémicos validos. Embora os camardes de télico fechado
Farfantepenaeus spp. e P. monodon sejam muito similares do ponto de vista morfoldgico, estes
apresentam a glandula acessoria, e se ocorrer em P. monodon, estas sdo muito diferentes do género
Litopenaeus. Desta maneira, nossos dados sugerem que 0s subgéneros de Penaeus s.l. sejam
novamente elevados a géneros.

Dada as caracteristicas morfologicas das tribos de Penaeidae, tanto na morfologia do sistema

reprodutor e na producdo do material esperméatico demonstradas no presente estudo, quanto na
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ultraestrutura do espermatozoide (Camargo et al., 2017) pode-se observar que existem diversas
diferencas entre elas. Como proposto por Ma et al. (2009), Camargo et al. (2017), Cheng et al.
(2018) e Hurzaid et al. (2020) a parafilia entre as tribos de Penaeidae justifica que esta receba o
mesmo grau taxondmico de Sicyoniidae e Solenoceridae, uma vez que Penaeidae ndo se trata de um
grupo taxonomicamente valido. Assim, neste trabalho, mostramos que as familias estudadas de
Penaeoidea, além das tribos de Penaeidae, apresentam caracteristicas Unicas na producao do fluido
seminal, na formacdo de espermat6foros e morfologia do sistema reprodutor o que indica que as
tribos devam ser tratadas como familias, concordando assim com os recentes trabalhos.

Este trabalho representa a primeira caracterizagdo do sistema reprodutor masculino a partir
da anatomia, histologia e histoquimica de Penaeoidea associando a filogenia molecular onde é
discutido como se deu a evolugdo dos caracteres morfologicos do sistema reprodutor masculino
neste grupo. O estado plesiomdrfico do vaso deferente em Penaeoidea parece ser a presenca de dois
dutos, o acessorio e 0 espermatico e o espermatéforo complexo com diversos tipos de secrecéo,
sendo que o carater glandula acessoria simplificada (camara Unica), por ser homoplasico, nos parece
ser a condicdo plesiomdrfica. Além disso, podemos prever o padrdo morfologico do sistema
reprodutor masculino a ser estudado para diferentes espécies em trabalhos futuros, sendo Penaeini
com dois dutos, glandula acessoria simples em espécies com télico fechado, e glandula acessoria
complexa em télico aberto. Em Solenoceridae, Benthesicymidae e Aristeidae pode-se prever a
auséncia de glandula acessoria. O vaso deferente simples e glandula acesséria com uma s6 camara
podem ser encontrados em Trachypenaeini, Parapenaeini, sendo a glandula acesséria ausente em
Sicyoniidae, a qual é a familia com a morfologia simples e com diversificacdo mais recente em
Penaeoidea. Nossos dados reforcam a necessidade de alteracdo do grau taxondmico das tribos de
Penaeidae, uma vez que nao se trata de um grupo monofilético e, portanto, ndo é valido
taxonomicamente. Considerando as caracteristicas morfoldgicas aqui observadas em cada tribo as

quais se apresentam como monofiléticas, sugerimos que estas sejam elevadas a grau taxondmico de
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familia sendo Penaeidae (Penaeini), Trachypenaeidae (Trachypenaeini) e Parapenaeidae

(Parapenaeini).
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Tabela 1. Namero de acesso do GenBank das sequéncias concatenadas dos genes 16S rDNA e COI

utilizadas neste estudo.

Espécies Familia/Tribo CoOl 16S
Rimapenaeus constrictus Trachypenaeini KF783863.1 KT959496.1
Xiphopenaeus kroyeri KX196599.1 AF192093.1
Parapenaeopsis cornuta KP072694.1 KP059284
Parapenaeopsis stylifera KF613003.1 HF674732.1
Artemesia longinaris Parapenaeini KF572115.1 MF490228.1
Parapenaeus sextuberculatus KP072693.1 KP059283.1
Parapenaeus fissuroides KR738732.1 KR738736.1
Parapenaeus americanus KP072655.1 KP059267.1
Farfantepenaeus duorarum Penaeini MHO087613.1 AF279812.1
Farfantepenaeus aztecus KU906027.1 AF192051.1
Litopenaeus setiferus MH087517.1  AF279819
Farfantepenaeus brasiliensis KF989421.1 AF192053.1
Melicertus kerathurus JQ623953.1 AF279826
Litopenaeus schmitti KX196596.1 AF192086.1
Litopenaeus vannamei AY781297.1 AF192089.1
Penaeus monodon MF563565.1 MF563557.1
Sicyonia dorsalis Sicyoniidae KX196550.1 AY601740.1
Sicyonia typica KX196577.1 KX196537.1
Sicyonia burkenroadi KX196545.1  AY601741
Sicyonia carinata KX196547.1  KX196475
Sicyonia picta KX196575.1 KT935432.1
Sicyonia mixta KX196568.1 KT935438.1
Sicyonia martini KX196566.1 KT935441.1
Pleoticus muelleri Solenoceridae KY233184.1 LC121754.1
Hymenopenaeus equalis KX530789.1  KX530793
Solenocera koelbeli KU877967.1  KU877984
Solenocera membranacea JQ305939.1 FR849633.1
Aristaeopsis edwardsiana Aristeidae - AY601734.1
Aristaeomorpha foliacea JQ305888.1 LC466633.1
Aristeus virilis MF468107.1  JF899802.1
Gennadas bouvieri Benthesicymidae MH572680.1 -
Gennadas valens MH572544.1  MH543000.1
Bentheogennema intermedia MH572671.1 -
Outgroup

Acetes americanus Sergestidae KX196595.1  KX196538
Acetes petrunkevitchi KX196598.1  KX196540
Sergia lucens AB826490.1 AB705159.1
Deosergestes corniculum MF197258.1 MF197226.1
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Tabela 2. Matriz de estados dos caracteres morfologicos “vaso deferente”, sendo simples (1) e
complexo (2), “glandula acessoria da ampola”, sendo ausente (0), simples (1) e complexa (2) e
“espermatoforo”, sendo simples (1), unidades esféricas (2) e complexo (3). O (*) refere-se a espécie
inclusa no mapeamento dos caracteres, mas a mesma nao consta na filogenia molecular.

Glandula
Espécies Familia/Tribo Vaso deferente acessoria Espermatoforo
Rimapenaeus constrictus Trachypenaeini 1 1 2

Xiphopenaeus kroyeri

Parapenaeopsis cornuta

Parapenaeopsis stylifera

Artemesia longinaris Parapenaeini
Parapenaeus sextuberculatus

Parapenaeus fissuroides

Parapenaeus americanus

Farfantepenaeus duorarum Penaeini
Farfantepenaeus aztecus

Litopenaeus setiferus

Penaeus monodon

Farfantepenaeus brasiliensis

Melicertus kerathurus

Litopenaeus schmitti

Litopenaeus vannamei

Sicyonia dorsalis Sicyoniidae
Sicyonia typica

Sicyonia burkenroadi

Sicyonia carinata

Sicyonia picta

Sicyonia mixta

Sicyonia martini

Pleoticus muelleri Solenoceridae
Hymenopenaeus equalis

Solenocera koelbeli

Solenocera crassicornis

Solenocera membranacea

Aristaeopsis edwardsiana Aristeidae
Aristaeomorpha foliacea

Aristeus virilis

Gennadas bouvieri Benthesicymidae
Gennadas valens

N D D 0 0 N Y ) ) D NN ) ) D Y Y PPN DN DN D DNDNDNDDND PR DY Py Y

Benthesicymus sp. *
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Figura 1. Sistema reprodutor masculino de Pleoticus muelleri (Solenoceridae). A. Anatomia do
sistema reprodutor masculino, o qual é constituido por um par de testiculos e vasos deferentes. B.
Vista geral do PVD, evidenciando o Unico duto contendo secrecdo e o epitélio estratificado, HE. C.
MVD subdividida em dois dutos independentes separados pelo tiflossole (cabega de seta):
espermatico e acessorio. Notam-se o corddo espermatico imerso em secrecdo baséfila (s1) e esta
circundada por uma secrecdo homogénea acidofila (s2) (seta preta), HE. D. Detalhe do duto
espermatico mostrando a secrecdo granular (s1) (cabeca de seta) e o epitélio estratificado, HE. E.
Detalhe do duto acessorio contendo secre¢do acidofila. Nota-se o epitélio estratificado e o tiflossole,
HE. F. Caréter proteico da secrecdo dos dutos espermatico (cabeca de seta) e acessorio (seta preta),
Xylidine Ponceau. G. Reacdo fracamente positiva para polissacarideos neutros da secre¢do do duto
espermatico (cabeca de seta) e fortemente positiva para a secre¢cdo do duto acessorio (seta preta),
PAS. H. Ampola terminal formada pela extenséo dos dutos acessorio e espermatico, HE. 1. Detalhe
do epitelio estratificado da ampola terminal. Nota-se a secrecdo granular baséfila s1 (seta preta), a
secrecdo granular acidofila s2 (seta branca) e a secrecdo acidofila s3 produzida pelo epitélio secretor
(cabeca de seta). J. Reacdo positiva para proteinas das secrecdes do duto acessorio (seta branca) e
espermatico (seta preta) na regido da ampola terminal, Xylidine Ponceau. K. Técnica de PAS
evidenciando reacdo fracamente positiva para polissacarideos neutros da secrecdo granular no duto
espermatico (cabeca de seta) e fortemente positiva para a secrecdo produzida pelo epitélio da
ampola terminal (seta preta).

ad= duto acessorio; at= ampola terminal, dvd= vaso deferente distal; ep= epitélio; mc=
musculatura; mvd= vaso deferente médio; pvd= vaso deferente proximal; s= secrecdo; sd= duto
espermatico; sp= espermatoforo; s1= secrecdo do tipo I; s2= secrecdo do tipo Il; s3= secrecdo do

tipo I11; t= testiculo; tp= tiflossole.
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Figura 2. Sistema reprodutor masculino de Penaeidae (tribo Penaeini). A. Anatomia do sistema
reprodutor masculino de Farfantepenaeus brasiliensis constituido por um par de testiculos e um par
de vasos deferentes. B. PVD de F. brasiliensis possui um duto contendo espermatozoides livres
imersos em secrecdo, HE. C. Rea¢do fracamente positiva para proteinas na secre¢do do PVD de F.
brasiliensis (cabeca de seta). Os espermatozoides foram corados pelo Xylidine Ponceau (seta preta).
D. Reacdo fracamente positiva para polissacarideos neutros no PVD pela técnica de PAS (cabeca de
seta). E. MVD de F. brasiliensis apresentando dois dutos justapostos: espermatico e acessorio. No
duto espermatico contém espermatozoides livres (cabeca de seta) e no duto acessdério contém
apenas secrecdo acidofila (seta preta). O epitélio do MVD é estratificado, HE. F. Reacdo positiva
para proteinas na secre¢ao do duto acessorio (seta preta) e do duto espermatico (cabeca de seta) sob
a técnica de Xylidine Ponceau. G. Reacdo fracamente positiva para polissacarideos neutros no
MVD de F. brasiliensis (seta preta), PAS. H. Espermatozoides imaturos de F. brasiliensis na regido
do MVD. I. MVD de Litopenaeus schmitti mostrando os dois dutos justapostos: acessorio e
espermatico. No duto espermatico nota-se a secrecdo acidofila do tipo | (seta branca) e
espermatozoides livres (cabeca de seta). No duto acessorio ha apenas secrecdo fortemente acidofila
(seta preta). Observa-se a presenca do tiflossole que divide os dois dutos, HE. J. Ambas as
secrecOes dos dutos acessorio (seta preta) e espermatico (cabeca de seta) apresentam o carater
proteico, Xylidine ponceau. K. Reacdo fracamente positiva para polissacarideos neutros no duto
acessorio (seta preta) e espermatico (cabeca de seta) de L. schmitti, PAS. L. Espermatozoides de L.
schmitti com o espinho formado (seta preta) na regido do MVD, HE.

ad= duto acessoério; at= ampola terminal; dvd= vaso deferente distal; ep= epitélio; mvd= vaso
deferente médio; pvd= vaso deferente proximal; s=secrecdo; sd= duto espermatico; sz=

espermatozoide; t= testiculo; tp = tiflossole.
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Figura 3. DVD e ampolas terminais de Penaeidae (tribo Penaeini). A. Vista geral do DVD e
ampola terminal de Farfantepenaeus brasiliensis. Notam-se os dutos espermatico e acessorio
parcialmente separados no DVD. A ampola possui apenas uma cadmara. B. Detalhe do duto
espermatico com o espermatoforo de F. brasiliensis. Notam-se 0s espermatozoides imersos na
secrecdo fortemente basofila s1 e circundada por secrecdo acidofila s2 (seta preta), HE. C. Reacédo
fracamente positiva para proteinas da secrecdo basofila (seta preta) e fortemente positiva da
secrecdo acidofila (cabeca de seta), Xylidine Ponceau. D. Reacdo fracamente positiva para
polissacarideos neutros no DVD de F. brasiliensis (cabeca de seta), PAS. E. Detalhe da glandula
acessoria de F. brasiliensis. Nota-se a secrecdo acidofila produzida na Unica camara circundada por
tecido muscular. F. Secrecdo da glandula acessoria de F. brasiliensis apresenta carater proteico,
Xylidine Ponceau. G. Reagdo negativa para polissacarideos neutros na glandula de F. brasiliensis,
PAS. H. Vista geral do DVD e ampola terminal de Litopenaeus schmitti. Nota-se a complexidade
desta porcdo do vaso. O DVD é formado pelos dutos espermatico e acessorio contendo secrecéo
fracamente acidofila na qual os espermatozoides estdo imersos (cabeca de seta) e a secrecdo
fortemente aciddfila mais externamente (setas pretas). Os dutos estdo parcialmente separados pelos
tiflossoles 1 e Il. O epitélio do DVD é estratificado e envolto por uma camada de musculatura. A
ampola terminal é composta por varias glandulas. 1. Detalhe das camaras glandulares de L. schmitti.
J. Reacdo fortemente positiva para proteinas na secrecdo das glandulas de L. schmitti, Xylidine
Ponceau. K. Espermatoforo de L. schmitti. Notam-se espermatozoides imersos em secregdo
acidofila (s1), circundada por uma camada delgada de secrecdo basofila (seta preta) e a terceira
camada de secrecdo, fortemente aciddfila (s3), HE. L. Técnica de Xylidine Ponceau no DVD
evidenciando a reacdo positiva da sl1, fortemente positiva para proteinas da s2 (cabeca de seta) e
fracamente positiva para a s3 (seta preta). M. Técnica de PAS no DVD evidenciando a reacdo
fracamente positiva para polissacarideos neutros da sl enquanto que a s2 (cabeca de seta) e a s3
(seta preta) foram fracamente positivas.

ad= duto acessorio; at= ampola terminal; dvd= vaso deferente distal; ep= epitélio; gl= glandula;
mc= musculatura; s= secrecao; sd= duto espermatico; sp= espermatédforo; sz= espermatozoide; s1=
secrecdo do tipo I; s2= secrecdo do tipo Il; s3= secrecdo do tipo IlI; tp I= tiflossole I; tp Il=

tiflossole II.
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Figura 4. Sistema reprodutor masculino de Penaeidae (tribo Parapenaeini). A. Anatomia do
sistema reprodutor de Parapenaeus americanus formado por um par de testiculos e vasos
deferentes. B. Vista geral do PVD de Pa. americanus. Notam-se os espermatozoides livres e
imersos em secrecdo aciddfila e homogénea (seta preta), HE. C. Detalhe do PVD de Pa.
americanus com epitélio pseudoestratificado e espermatozoides livres imersos em secre¢do
acidofila homogénea (seta preta) produzida pelo epitélio (cabeca de seta), HE. D. Reacdo positiva
para proteinas da secrecdo homogénea, Xylidine Ponceau. E. Reacdo fracamente positiva para
polissacarideos neutros no PVD de Pa. americanus, PAS. F. MVD de Pa. americanus com um
grande volume de espermatozoides imersos em secrecdo do tipo | (s1). Nota-se uma secrecdo
acidofila ao redor da massa espermatica (s2) (seta preta), HE. G. Detalhe do MVD de Pa.
americanus. Observa-se uma camada de musculatura e a secrecdo acidofila que circunda a massa
espermatica imersa na sl homogénea basofila (seta preta). H. MVD de Pa. americanus
evidenciando a reacdo fortemente positiva para proteinas das secrecdes S1 (cabeca de seta) e S2
(seta preta), Xylidine Ponceau. I. Reacdo fracamente positiva para polissacarideos neutros da S2
(seta preta) e positiva para a S1 (cabeca de seta) no MVD de Pa. americanus, PAS. J. DVD e
ampola terminal de Pa. americanus. Observa-se o0 grande volume de espermatozoides no DVD e a
camada de tecido muscular (seta preta). K. DVD de Pa. americanus com epitélio pavimentoso e
camada muscular. Nota-se espermatozoides livres e imersos em secrecdo baséfila (s1) (seta preta),
externamente nota-se a s2 acidofila (seta branca), circundada pela s3 baséfila, HE. L. Detalhe da
glandula acessoria de Pa. americanus caracterizada pelo epitélio estratificado e secrecéo
homogénea basofila. Ao redor do epitélio, nota-se uma camada de tecido muscular. M. Reacao
fracamente positiva para polissacarideos neutros do DVD e glandula acesséria de Pa. americanus
(seta preta), PAS. N. Reacdo positiva para proteinas da secrecdo da glandula (seta preta) e do DVD
de Pa. americanus. O. Ampola terminal de Artemesia longinaris. P. Detalhe do DVD de A.
longinaris com epitélio estratificado circundado por tecido muscular. Os espermatozoides estdo
livres e imersos em secrecdo acidofila s1, nota-se a s2 fortemente aciddfila (seta preta) e a s3
acidéfila e granular, HE. Q. Detalhe da glandula acesséria de A. longinaris, a qual possui epitélio
estratificado e camada muscular ao redor. Nota-se a secre¢do acidofila no limen. R. DVD e
glandula acessoria de A. longinaris mostrando reacao positiva para proteinas, Xylidine Ponceau. S.
Reacdo fracamente positiva para polissacarideos neutros da secrecdo da glandula acessoria de A.
longinaris, PAS.
at= ampola terminal; dvd= vaso deferente distal; ep= epitélio; gl= glandula; mc= musculatura;
mvd= vaso deferente médio; pvd= vaso deferente proximal; s= secre¢do; sz= espermatozoide; s1=
secrecdo do tipo I; s2= secrecdo do tipo Il; s3= secre¢do do tipo I11; t=testiculo.
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Figura 5. Sistema reprodutor masculino de Penaeidae (tribo Trachypenaeini). A. Sistema
reprodutor masculino de Xiphopenaeus kroyeri constituido por um par de testiculos e vasos
deferentes. B. PVDa em Rimapenaeus constrictus com espermatozoides livres imersos na secrecéo
baséfila | (s1) (cabeca de seta), HE. C. PVDa de R. constrictus com sl fracamente positiva para
proteinas (seta preta). D. PVDa de X. kroyeri, HE. Notam-se os espermatozoides livres e imersos
em secrecdo homogénea tipo | (seta preta), envoltos por secrecdo acidéfila tipo 11 (cabega de seta).
E. PVDa ao Xylidine Ponceau com reagdo fracamente positiva para proteinas da secrecdo | (cabeca
de seta) e fortemente positiva na secrecdo Il (s2) (seta preta). F. PVDp de X. kroyeri com
espermatozoides empacotados nos espermat6foros e esses imersos em secrecdo. Nota-se a secrecao
granular (seta preta) e o epitélio pavimentoso. G. Carater proteico da secrecdo do PVDp (seta
preta), Xylidine Ponceau. H. Reacdo fracamente positiva para polissacarideos neutros da secrecéo
do PVDp (seta preta), PAS. I. MVD de X. kroyeri com espermatoforos formados e imersos em
secrecdo basofila e epitélio pavimentoso, HE. J. MVD de X. kroyeri com forte reagéo para proteinas
(seta preta), Xylidine ponceau. K. Detalhe do MVD de X. kroyeri evidenciando a rea¢do positiva
para polissacarideos neutros no espermatoforo e secre¢édo ao redor, PAS. L. Ampola terminal de X.
kroyeri. No DVD, notam-se 0s espermatoforos esfericos. A glandula acessoria apresenta uma unica
camara contendo secrecdo acidofila. M. Espermatdforos esfericos no DVD de X. kroyeri. N.
Detalhe do epitélio pavimentoso e da musculatura no DVD de X. kroyeri. O. Forte reacdo para
proteinas da secrecdo da glandula acessoria de X. kroyeri, Xylidine Ponceau. P. Fraca reacdo para
polissacarideos neutros da secrecdo da glandula acessoria, PAS. Q. Ampola terminal de R.
constrictus. Nota-se o epitélio estratificado da glandula acesséria e o DVD simples com
espermatoforos (seta preta) imersos em grande volume de secrecdo. R. Detalhe do DVD de R.
constrictus, na qual observam-se a secrecdo do tipo | (s1) e secrecdo do tipo Il (s2) fracamente
positivas para polissacarideos neutros, PAS. S. Reacdo fortemente positiva para proteinas na
glandula acessdria em R. constrictus. T. Secrecdo da glandula acessoria apresenta reacdo negativa
para polissacarideos neutros em R. constrictus, PAS.

at= ampola terminal; dvd= vaso deferente distal; ep= epitélio; gl=glandula; mc= musculatura; mvd=
vaso deferente médio; pvd= vaso deferente proximal; PVDa= porcdo anterior do vaso deferente
proximal; PVDp= porcdo posterior do vaso deferente proximal; s= secrecdo; sp= espermatoforo;

sz= espermatozoide; t= testiculo.
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Figura 6. Sistema reprodutor masculino de Sicyoniidae. A. Anatomia do sistema reprodutor
masculino de Sicyoniidae, o qual é constituido por um par de testiculos e vasos deferentes. B. Vista
geral do sistema reprodutor masculino de Sicyonia dorsalis. Observa-se o l6bulo testicular, o PVD e
0 MVD, HE. C. PVD de S. dorsalis com epitélio simples e cibico. Notam-se dois tipos de secrecao:
homogénea e basofila (cabeca de seta) e granular e acidéfila (seta branca). Os espermatozoides sao
encontrados livres e imersos nas secrecdes, HE. D. Secre¢des do PVD de S. dorsalis, sendo a S2
positiva para proteinas (cabeca de seta). E. MVD de S. dorsalis evidenciando o aumento do
didmetro do limen, HE. F. MVD de S. dorsalis com epitélio simples pavimentoso e as secre¢des S1
e S2 (seta preta), HE. G. Reacéo positiva para proteinas da S2 (cabeca de seta), Xylidine Ponceau.
H. Reacdo negativa para polissacarideos acidos, Azul de Alcian. 1. Detalhe do DVD de S. dorsalis,
com epitélio simples pavimentoso e tecido muscular. Os espermatozoides estéo livres e imersos em
dois tipos de secrecdo: homogénea (seta preta) e granular (cabeca de seta), HE. J. Detalhe do
epitélio do DVD de Sicyonia typica com espermatozoides livres (seta preta) e imersos em secre¢do
granular acidofila (cabeca de seta). Notam-se as espessas fibras musculares. K. Secrecdo granular
(cabeca de seta) positiva para proteinas ao Xylidine ponceau. L. Reacdo negativa para
polissacarideos neutros nas secrecdes do DVD de S. dorsalis, PAS. M. DVD e ampola terminal de
S. typica, com espessa camada muscular, sem glandula acessoria, HE. N. Detalhe do DVD de S.
dorsalis. Nota-se 0 vaso deferente em contato com a placa ectodérmica do coxopodito do quinto
pereiopodo, onde se abre o gondporo. O. Corte transversal da ampola terminal com o0s
espermatozoides livres. Notam-se as camadas de musculatura, HE. P. DVD antes da ampola
terminal mostrando musculatura menos espessa e secre¢do pouco basofila ao azul de toluidina.

at= ampola terminal; c= cuticula; dvd= vaso deferente distal; ep= epitélio; mc= musculatura; mvd=
vaso deferente médio; pvd= vaso deferente proximal; sz= espermatozoide; s1= secre¢do do tipo I;

s2= secrecdo do tipo I1; t= testiculo.
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Figura 7. Sistema reprodutor masculino de Aristeidae. A. Anatomia do sistema reprodutor
masculino de Aristaeopsis edwardsiana formado por testiculo, vaso deferente e ampola terminal. B.
Provavel PVD de Ari. edwardsiana apresentando somente um duto, HE. C. MVD apresentando o
tiflossole (seta preta) subdividindo em duto acessério e espermatico, HE. D. Ampola terminal de
Ari. edwardsiana a qual ndo apresenta uma estrutura semelhante a camara glandular, HE. E.
Detalhe da ampola terminal observando a extensdo dos tiflossoles (cabeca de seta), HE. F. Reagéo
positiva para proteinas na regido da ampola terminal (cabeca de seta) ao Xylidine Ponceau. G.
Reacdo negativa para polissacarideos neutros na ampola terminal (cabeca de seta), PAS.

at= ampola terminal; dvd= vaso deferente distal; ep= epitélio; mc= musculatura; mvd= vaso

deferente médio; pvd= vaso deferente proximal; t= testiculo; tp= tiflossole.

62



Fernanda Cristina Salti

pvd
ep
100 pm
E
at
tp dvd
" 4
ep
A
mc mec
100 pm ﬂpm ! 109 .um'
E G
A
<
50 ym 50 pm

63



Fernanda Cristina Salti

Figura 8. Sistema reprodutor masculino de Benthesicymidae. A. Anatomia do sistema
reprodutor masculino de Benthesicymus sp., composto por um par de testiculos e vaso deferente. B.
Vista geral da PVD e MVD, HE. C. Provavel PVD de Benthesicymus sp. apresentando somente um
duto, HE. D. Detalhe da PVD no qual é possivel observar os espermatozoides empacotados em
estruturas esféricas (cabeca de seta). E. MVD divida em dois dutos pelo tiflossole (seta preta). No
duto espermatico nota-se 0 mesmo padrdo de empacotamento dos espermatozoides observado na
PVD (cabeca de seta preta) e no duto acessorio observa-se secrecfes (cabecas de seta brancas), HE.
F. Vista geral da ampola terminal de Benthesicymus sp. com as extensfes dos dutos acessorio e
espermatico, HE. G. Detalhe do duto espermético de Benthesicymus sp., no qual podemos observar
quatro camadas de secrecdo que formardo o cordao espermatico. Nota-se a secrecdo que parece ser
produzida pelo epitélio da ampola terminal (cabeca de seta), HE. H. Reacdo positiva para proteinas
das secrecGes encontradas na ampola terminal ao Xylidine Ponceau (cabeca de seta). I. As
secrecOes | e Ill foram positivas para polissacarideos neutros, enquanto a s2 foi negativa e a s4
fracamente positiva pela técnica de PAS.

ad= duto acessoério; at= ampola terminal, dvd= vaso deferente distal; ep= epitélio; mvd= vaso
deferente médio; pvd= vaso deferente proximal; sd= duto espermatico; s1= secrecdo do tipo I; s2=

secrec¢do do tipo I1; s3= secrecdo do tipo I1; s4= secre¢do do tipo 1V; t=testiculo.
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Figura 9. Filograma obtido a partir da Inferéncia Bayesiana concatenando os genes 16S rDNA e

COI mtDNA. O suporte de clado esté representado pela probabilidade posterior.
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Figura 10. Mapeamento do carater “vaso deferente”. Com 0 mapeamento dos estados do carater
“vaso deferente”, sendo que em rosa este ¢ classificado como complexo (dutos espermatico e
acessorio) e em verde classificado como simples (duto Unico), pode-se perceber que os clados
apresentam padrées distintos na morfologia. As familias Solenoceridae, Aristeidae,
Benthesicymidae e a tribo Penaeini apresentam o vaso deferente complexo, sendo a sinapomorfia
do grupo. As tribos Parapenaeini e Trachypenaeini, juntamente com a familia Sicyoniidae
apresentam como sinapomorfia o vaso deferente simplificado. Em cinza, representam-se 0s estados

desconhecidos.
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Figura 11. Mapeamento do carater “glindula acessoria”. Neste filograma, é demonstrado o
mapeamento dos estados do carater “glandula acessoria” sendo que em azul esta ¢ ausente, em
verde é classificada como simples, contendo somente uma camara glandular e em rosa, complexa, a
qual apresenta diversas camaras. Desta maneira, percebe-se que Solenoceridae, Benthesicymidae,
Aristeidae e Sicyoniidae apresentam auséncia da glandula acessoria na regido da ampola terminal,
sendo uma homoplasia entre eles. Na tribo Penaeini notam-se dois estados: simples em
Farfantepenaeus spp. e complexa no género Litopenaeus, sendo uma caracteristica Unica do género
e portanto, uma autapomorfia. As tribos Trachypenaeini e Parapenaeini apresentam a glandula

acessoOria simples. Em cinza, representam-se os estados desconhecidos.
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Figura 12. Mapeamento do carater “espermatéforo”. Neste cladograma, pode-se perceber que o
carater espermatdforo possui origens independentes. Os ramos em azul representam espermatéforos
esféricos, em verde este é classificado como simples, em amarelo, intermediario e em rosa
complexo. As familias Solenoceridae e Benthesicymidae e a tribo Penaeini apresentam o
espermat6foro complexo, sendo sinapomorfia do grupo. Em Trachypenaeini os espermat6foros sdo
esféricos, sendo uma sinapomorfia do grupo. A sinapomorfia de Parapenaeini € a presenca do
espermat6foro com complexidade intermediaria dentre as espécies estudadas. O espermatéforo
simplificado foi observado em Sicyoniidae. Em cinza, representam-se 0s estados desconhecidos.
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Capitulo 2

Historia evolutiva do sistema reprodutor masculino de camardes Dendrobranchiata
(Crustacea: Decapoda)
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Resumo

O sistema reprodutor masculino das espécies Belzebub faxoni, pertencente a familia Luciferidae,
Acetes americanus, Acetes marinus, Acetes paraguayensis e Acetes petrunkevitchi, representantes
de Sergestidae foram devidamente descritos. Uma vez que ambas as familias compdem a
superfamilia Sergestoidea, cujo conhecimento da morfologia do sistema reprodutor masculino €
incipiente, o presente trabalho sera fundamental para compreender como se deu a evolugdo do
sistema reprodutor masculino em Dendrobranchiata. As espécies B. faxoni, A. americanus e A.
petrunkevitchi foram coletadas em Ubatuba, enquanto A. marinus e A. paraguayensis foram doados
pelo Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia. O sistema reprodutor foi fixado segundo rotina
para historesina e microscopia eletronica de transmissao. A arvore evolutiva de Dendrobranchiata
foi construida utilizando sequéncias concatenadas dos genes 16s e COI, obtidas no GenBank. O
sistema reprodutor masculino de todas as espécies € formado por testiculo e vaso deferente,
dividido em regido proximal, média e distal, o qual se estende até a ampola terminal. O vaso
deferente de Sergestidae é subdividido em dois dutos independentes: o acessorio e 0 espermatico,
enquanto que em Luciferidae o vaso deferente é Gnico e simples. A reconstrucdo de estado ancestral
de carater mostrou que o vaso deferente complexo e a glandula acesséria com camara Unica e
simples sdo os estados plesiomorficos em Dendrobranchiata. Estas caracteristicas foram observadas
em todos os Sergestidae e ausente em Luciferidae. O espermat6foro complexo, formado por
diversas camadas de secrecdo também parece ser a plesiomorfia dos camardes Dendrobranchiata,
observada em Sergestidae. Luciferidae, por sua vez, apresenta o espermatoforo muito simplificado.
Assim, o ancestral hipotético de Dendrobranchiata possivelmente apresentava dois dutos no vaso
deferente, a glandula acessoria simples e o espermatéforo complexo. Os espermatozoides de A.
americanus, A. marinus e A. paraguayensis sao muito similares ultraestruturalmente e apresentaram
a maior diferenca morfologica observada dentro do mesmo género, para todos 0S crustaceos
estudados, se comparado a A. petrunkevitchi, deixando em duvida a recente inclusdo de Peisos em
Acetes. Este representa o primeiro trabalho que busca tracar a historia evolutiva do sistema

reprodutor masculino em todas as familias de Dendrobranchiata.

Palavras-chave: espermatozoide, filogenia, histologia, ultraestrutura, vaso deferente.
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Abstract

Here, we provide a comparative description of the male reproductive system of the species
Belzebub faxoni (Luciferidae), Acetes americanus, Acetes marinus, Acetes paraguayensis and
Acetes petrunkevitchi, representatives of Sergestidae. Both families comprise the superfamily
Sergestoidea, a group little investigated about the morphology of the male reproductive system,
which proved to be fundamental to understand the evolution of the male reproductive system in
Dendrobranchiata. The species B. faxoni, A. americanus and A. petrunkevitchi were collected in
Ubatuba, A. marinus and A. paraguayensis were donated by the National Institute for Amazonian
Research. The reproductive system was fixed according to the routine for historesin and
transmission electron microscopy. The phylogram of Dendrobranchiata was performed using
concatenated sequences of the 16s and COI genes from GenBank. The male reproductive system of
all species is composed by a pair of testis and vas deferens, divided into a proximal, median and
distal region, which extends to the ampulla. The Sergestidae vas deferens is subdivided into two
independent ducts: the accessory and sperm ducts, while Luciferidae presents only a single duct.
The reconstruction of the ancestral state of character shows that the complex vas deferens and the
accessory gland with a single and simple chamber are the plesiomorphic states in Dendrobranchiata.
These characteristics were observed in Sergestidae and absent in Luciferidae. The complex
spermatophore, with several layers of secretion, is the plesiomorphy of Dendrobranchiata, observed
in Sergestidae. In Luciferidae, the spermatophore was very simplified. Thus, hypothetical ancestral
of Dendrobranchiata possibly presents two ducts in the vas deferens, the simple accessory gland and
the complex spermatophore. The spermatozoa of A. americanus, A. marinus and A. paraguayensis
are very similar in ultrastructure and presents the greatest morphological difference within the same
genus, when compared to A. petrunkevitchi, hesitating the recent inclusion of Peisos in Acetes. This
work shows for the first time, the evolutionary history of the male reproductive system in all

Dendrobranchiata family.

Keywords: histology, phylogeny, spermatozoon, ultrastructure, vas deferens.
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Introducéo

A superfamilia Sergestoidea, pertencente a subordem Dendrobranchiata é composta por
apenas duas familias: Sergestidae Dana, 1852 e Luciferidae De Haan, 1833. No Brasil, a familia
Sergestidae é representada por quatro espécies, sendo Acetes americanus americanus Ortmann,
1893 e Acetes petrunkevitchi (Burkenroad, 1945), coletados majoritariamente no verdo e em aguas
rasas na regidao costeira do estado de S&o Paulo (Simdes et al., 2013). Além destes representantes,
outras duas espécies possuem ocorréncia no Brasil, sendo adaptadas a baixos niveis de salinidade,
como Acetes marinus Omori, 1975 com ocorréncia em aguas salobras nas bacias hidrograficas do
Amazonas e Tocantins-Araguaia, enquanto Acetes paraguayensis Hansen, 1919 representa o Unico
camardo Dendrobranchiata dulcicola, com distribuicdo nas bacias Amazonica e do Parana (Omori,
1975; Xiao e Greenwood, 1993). A familia Luciferidae, por sua vez, € composta por dois géneros
viventes, Belzebub Vereshchaka, Olesen e Lunina, 2016 e Lucifer Thompson, 1829, com duas
espécies abundantes no litoral do estado de S&o Paulo Belzebub faxoni (Borradaile, 1915) e Lucifer
typus Milne Edwards, 1837 (Teodoro et al., 2012; Vereshchaka et al., 2016).

Estudos abordando a morfologia do sistema reprodutor masculino em Dendrobranchiata
foram realizados, em sua maioria, com espécies da superfamilia Penaeoidea, principalmente com a
familia Penaeidae (Malek e Bawab, 1974; Chow et al. 1990; Ro et al., 1990; Bauer, 1991; Bauer e
Cash, 1991; Bauer e Min, 1993; Subramoniam, 1995; Fransozo et al., 2016; Salti et al., Capitulo I).
Nestas espécies, o sistema reprodutor masculino é formado por estruturas pareadas, os testiculo e
vaso deferente. O vaso deferente é dividido em regido proximal, o PVD, regido média, o MVD e
regido distal, o DVD. O PVD é caracterizado como duto simples, considerada a morfologia padréo
de Penaeoidea, enquanto que o MVD e o DVD apresentam diferentes complexidades (Malek e
Bawab, 1974; Chow et al. 1990; Ro et al., 1990; Bauer, 1991; Bauer e Cash, 1991; Bauer e Min,
1993; Subramoniam, 1995; Fransozo et al., 2016; Salti et al., Capitulo 1). O MVD pode ser um duto

simples contendo os espermatozoides e as secre¢fes que compdem o fluido seminal, ou pode ser
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complexo. Neste Gltimo caso, o vaso deferente a partir do MVD é subdividido em dutos acessorio e
espermatico, como descrito para Penaeidae em Litopenaeus spp., Pérez-Farfante, 1969
Farfantepenaeus spp. Burukovsky, 1997 e Melicertus kerathurus (Forskal, 1775), para
Solenoceridae com Pleoticus muelleri (CS Bate, 1888), para Benthesicymidae com Benthesicymus
sp. CS Bate, 1881 e Aristaeopsis edwardsiana (Johnson, 1868), representante de Aristeidae (Malek
e Bawab, 1974; Ro et al., 1990; Bauer e Cash, 1991; Chow et al., 1991; Diaz et al., 2002; Fransozo
et al.,, 2016; Salti et al., Capitulo 1). No DVD ha uma dilatacdo formada pela extensdo do vaso
deferente e pela presenca da glandula acessoria, sendo que esta Ultima pode estar ausente (Salti et
al., Capitulo I).

Em Sergestoidea, por sua vez, a morfologia do sistema reprodutor masculino foi descrita
apenas para Acetes chinensis Hansen, 1919, sendo composto por estruturas pareadas e dividido em
testiculo, vaso deferente e duto secretor e vesicula seminal se estendendo até o gonoporo (Xiao e
Greenwood, 1993). Entretanto, este trabalho ndo apresenta figuras ou esquemas do sistema
reprodutor masculino, o que dificulta o entendimento da sua organizagdo. Desta maneira, ainda
existe uma grande lacuna acerca do sistema reprodutor masculino de Sergestoidea, sendo
praticamente desconhecido para Sergestidae e completamente desconhecido em Luciferidae.
Considerando que a maioria dos estudos, até 0 momento, foi realizada com espécies de Penaeoidea,
isso impossibilita o entendimento de como se deu a evolucdo do sistema reprodutor em
Dendrobranchiata.

De maneira similar, a ultraestrutura dos espermatozoides também é melhor conhecida em
Penaeoidea, sendo que praticamente todas as familias ja foram estudadas, exceto Benthesicymidae
(Medina 1995a; Medina et al. 2006a, 2006b; Fransozo et al., 2016; Camargo et al., 2016, 2017). Em
Penaeoidea o espermatozoide apresenta a vesicula acrossomal com capuz apical e espinho (Medina
et al. 2006a; Camargo et al., 2016, 2017). A Unica excecdo é Aristeidae onde dois padrdes ocorrem:

espermatozoide sem capuz e espinho, portanto sem acrossomo ou com acrossomo esférico sobre o
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material nuclear (Medina 1995a; Medina et al., 2006a). Porém, ao contrario do sistema reprodutor
masculino, a ultraestrutura dos espermatozoides de Sergestoidea é um pouco melhor conhecida. O
espermatozoide de Eusergestes arcticus (Kroyer, 1855) como Sergestes arcticus em Medina
(1995b) € uma célula muito simplificada, sem acrossomo, com apenas algumas vesiculas
citoplasmaticas e mitocdndrias, enquanto que um segundo padrdo mais complexo foi observado em
A. petrunkevitchi como Peisos petrunkevitchi em Scelzo e Medina (2004). Nesta espécie, 0s autores
encontraram um segundo padrdo mais complexo para Sergestidae, com 0 acrossoma apresentando
camadas concéntricas, camara perforatorial, além de uma regido estriada sobre o &pice desta
camara. Assim, o estudo dos espermatozoides das espécies brasileiras pertencentes ao género Acetes
pode auxiliar tambem no mapeamento de caracteristicas espermaticas, simples ou complexas dentro
do padréo proposto (Scelzo e Medina, 2004) e, também, na relagdo de parentesco para este género,
como ja observados em outros trabalhos de ultraestrutura do espermatozoide (Camargo et al., 2016,
2017; Assugeni et al., 2017; Garcia-Bento et al., 2018)

Estudos recentes abordando as relagdes filogenéticas de Sergestidae tém levado a mudancas
taxonémicas dentro do grupo (Vereshchaka et al., 2014; Vereshchaka e Lunina, 2015, Vereshchaka
et al., 2015; Vereshchaka et al., 2017). Anteriormente, o género Acetes H. Milne Edwards, 1830 e 0
monotipico Peisos (Burkenroad, 1945) eram representantes de Sergestidae. Entretanto, Vereshchaka
et al. (2015) por meio de analises morfoldgicas incluiram P. petrunkevitchi no género Acetes. Em
adicdo, recentemente Wolfe et al. (2019) por meio de filogenia molecular utilizando genes,
chamaram atencdo para a atracdo do género Lucifer pelo grupo externo, indicando que pode haver
problemas nas relacdes de parentesco em Sergestoidea. Estes autores afirmam a necessidade de
analises morfoldgicas a fim de solucionar a filogenia de Dendrobranchiata, em especial, a
morfologia do espermatozoide. Assim, uma analise comparativa da morfologia do sistema
reprodutor masculino e da ultraestrutura do espermatozoide podem auxiliar no esclarecimento das

relagbes evolutivas em Sergestidae.
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Dessa maneira, o objetivo deste trabalho foi caracterizar o sistema reprodutor masculino de
todas as espécies brasileiras de Sergestidae e de B. faxoni representante de Luciferidae. Assim,
conhecendo a morfologia do sistema reprodutor de Sergestoidea, saberemos como se deu a
evolucdo do grupo na subordem Dendrobranchiata, bem como as plesiomorfias e sinapomorfias dos
grupos. Além disso, nossos resultados poderdo auxiliar na resolucéo das relacdes de parentesco de
Dendrobranchiata, em especial da familia Luciferidae. Esta dissertagdo representa o primeiro
trabalho que caracteriza o sistema reprodutor masculino de Sergestidae e Luciferidae em um
contexto evolutivo, fechando assim, as lacunas existentes em Sergestoidea e também em

Dendrobranchiata.

Material e Métodos

Coleta e disseccao

As coletas para obtencdo de Acetes americanus e Acetes petrunkevitchi foram realizadas em
Ubatuba-SP, entre Setembro de 2018 a Janeiro de 2019, utilizando-se barco de pesca camaroeira
com redes adaptadas para profundidades de 5 metros. O luciferideo B. faxoni foi coletado em
Ubatuba-SP utilizando-se as redes de Neuston com malha de 5 mm até a primeira metade e 2 mm
no “copo coletor” (15 minutos). As espécies A. paraguayensis e A. marinus foram doadas pelo
Instituto de Pesquisas da Amazonia (INPA) - Manaus-AM em Outubro de 2019. Os animais foram
transportados ao Laboratério de Morfologia de Invertebrados, na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, FCAV-UNESP, Jaboticabal-SP. Os individuos foram dissecados para a remocdo do
sistema reprodutor masculino. A coleta e transporte obedeceram as leis brasileiras (licenca
permanente concedida ao prof. Dr. Fernando José Zara para coleta de material zool6gico, MMA.-

SISBIO niimero 34587-1).
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Histologia e histoquimica

Para a caracterizacdo morfologica e histoquimica, o sistema reprodutor masculino dos
machos maduros de todas as espécies foi fixado em paraformaldeido 4% em tampdo fosfato 0,2M
(pH 7,4) durante 24-48 horas. As amostras de A. marinus e A. paraguayensis foram inicialmente
preservadas em formalina 10% e posteriormente conservadas em alcool 80%. Estas amostras
seguiram o protocolo de desidratagdo. Para a descri¢cdo anatdmica, as amostras durante 0 processo
de fixacdo, imersas no fixador, foram fotografadas sob estereomicroscopio. Todas as amostras
foram desidratadas em séries crescentes de alcool (até 95%). Apds esta etapa, foram embebidas e
incluidas em historesina glicol-metacrilato Leica®. Os cortes seriados de 5-7um de espessura foram
obtidos em micrétomo rotativo e para descricdo histologica, o material foi corado com hematoxilina
e eosina (Junqueira e Junqueira, 1983). Para as analises histoquimicas foram utilizadas as técnicas
de Xylidine Ponceau para deteccdo de proteinas (Mello e Vidal, 1980), PAS e Azul de Alcian 2,5%
para polissacarideos neutros e 4&cidos, respectivamente (Junqueira e Junqueira, 1983).
Posteriormente, as laminas foram fotografadas e digitalizadas no microscopio de luz Leica DM

2000 com uso do programa Leica IM50.

Ultraestrutura dos Espermatozoides

O material biolégico foi fixado em solucdo de glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2% em
tampao cacodilato 0,1M (pH 7,3) com sacarose 5% (Ro te al., 1990) para as espécies marinhas e
sem sacarose para as espécies estuarinas e agua doce, por 4 horas em geladeira. As Unicas excecfes
foram A. marinus e A. paraguayensis, 0s quais foram obtidos de amostras do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia e foram inicialmente fixados em formalina 10%. Estas foram reidratadas
para posterior osmicagem. Em seguida, todas as amostras foram pés-fixadas em tetréxido de 6smio
1% tamponado (2 horas), contrastadas “Enbloc” com acetato de uranila 1% em solugédo aquosa (15

horas), sendo desidratadas em série crescente de acetona, embebidas e incluidas em mistura de
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resina Epon-Araldite. Apos a polimerizacdo dos blocos, estes foram cortados em ultramicrotomo
Leica UC7, sendo os cortes ultrafinos (50nm), recolhidos em grades de cobre (100 a 200mesh). A
contrastacéo das grades foi realizada com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo 0,4%, sendo as
mesmas observadas e documentadas no TEM Jeol J1010, operado a 80 kV, no Laboratério de
Microscopia Eletrénica da UNESP, FCAV, Campus de Jaboticabal. A nomenclatura utilizada para
caracterizacao ultraestrutural do espermatozoide segue o proposto por Medina (1995a, b) e Scelzo e

Medina (2004).

Inferéncia Filogenética e Reconstrugéo de estado ancestral de carater

Para as andlises de inferéncias filogenéticas, foram construidas arvores filogenéticas
utilizando sequéncias concatenadas dos genes 16S rDNA e COlI mtDNA de Belzebub faxoni, Acetes
americanus e Acetes petrunkevitchi estudadas no presente trabalho e disponibilizadas na plataforma
GenBank (Tabela 1). As espécies Acetes marinus e Acetes paraguayensis ndo estdo incluidas na
filogenia por ndo apresentarem sequéncias disponiveis no GenBank. O alinhamento das sequéncias
foi realizado utilizando o software Clustal/W (Thompson et al., 1994) via Bioedit v. 7.0.5.3 (Hall,
1999). Os alinhamentos foram salvos em “FASTA” e convertidos em formato “NEXUS” no
Alignment Transformation Environment (Glez-Pefia et al., 2010). O melhor modelo de substituicdo
de nucleotideos foi encontrado de acordo o critério de AIC no software jModelTest 2 (Guindon et
al., 2003), resultando no modelo GTR+G+I1. A hipétese filogenética foi reconstruida com o método
de Inferéncia Bayesiana utilizando o software MrBayes 3.2.2 on XSEDE (Ronquist e Huelsenbeck,
2003) via plataforma online CIPRES (Miller et al., 2010) com 9x10° de geragdes e 25% de burn-in.
A edicdo das arvores filogenéticas e o enraizamento utilizando sequéncias das espécies Stenopus
hispidus (Oliver, 1811), Dromia erythropus (Edwards in Catesby, 1771), Uca maracoani (Latreille,
1802) e Euphasia krohnii (Brandt, 1851) (via grupo externo), foram realizados utilizando o

software FigTree 1.3.1 (Rambaut, 2009). Foi construida uma matriz apresentando os dados

82



Fernanda Cristina Salti

histomorfol6gicos do sistema reprodutor masculino das espécies estudadas no presente trabalho e
disponiveis da literatura cientifica (Malek e Bawab, 1974; Bauer, 1991; Bauer e Cash, 1991; Bauer
e Min 1993; Fransozo et al., 2016; Feng et al., 2018; Salti et al., Capitulo 1). Nesta matriz, 0s
caracteres selecionados por meio dos cortes histoldgicos foram o vaso deferente, glandula acessoria
na regido da ampola terminal e espermatdforo. Para designar o estado do caréter, foram atribuidos
nameros, sendo: “vaso deferente” pode ser simples (1) ou complexo (2), a glandula acessoria pode
estar ausente (0), ser simples (1) ou complexa (2) e o espermatoforo foi classificado como simples
(1), unidades esféricas (2) ou complexo (3). Nas espécies com dados desconhecidos, foi atribuido o
simbolo “?” (Tabela 2). A matriz e a arvore gerada pela Inferéncia Bayesiana foram carregadas no
Mesquite v.3.04 (Maddison e Maddison, 2015) para a reconstrucdo da historia do carater pelo

critério de parcimonia.

Resultados

Anatomia, histologia e histoquimica

O sistema reprodutor masculino do Luciferidae Belzebub faxoni, é constituido de testiculos e
vaso deferente pareados, detectados por meio dos cortes longitudinais seriados de animais inteiros,
os quais foram emblocados diretamente devido ao tamanho diminuto do animal (Fig. 1 A). Por
meio da histologia foi possivel observar que o vaso deferente é um duto simples, desde o PVD até o
DVD. O PVD é um duto Unico com epitélio cubico simples, com espermatozoides livres ocupando
todo limen do vaso, imersos em pequena quantidade de secrecdo baséfila (Fig. 1 B). O MVD
apresenta maior limen onde se observa producao de uma secrecdo coagulada, heterogénea e em sua
maioria fortemente acidofila, a qual compacta a massa de espermatozoides a uma das margens no
limen do vaso (Fig. 1 C). O epitélio desta regido torna-se mais delgado, porém ainda classificado
como cubico simples (Fig. 1 D). O DVD apresenta-se com limen mais amplo do que nas regides

anteriores, caracterizando a dilatacdo do duto ejaculatorio ou ampola terminal (Fig. 1 E). Na ampola
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terminal, o Unico duto caracteriza-se pelos espermatozoides compactados a uma s6 margem devido
ao grande volume de secrecdo aciddfila granular heterogénea de aspecto coagulado, oriundo da
MVD (Fig. 1 E). A secrecdo acidofila teve reacdo fracamente positiva para polissacarideos neutros
e intensamente positiva para proteinas (Fig. 1 F e G). Desta maneira, o primordio do espermat6foro
de B. faxoni € simplificado, consistindo somente em espermatozoides imersos em secrecao acidofila
de carater proteico.

O sistema reprodutor masculino no Sergestidae Acetes americanus, é formado por um par de
testiculos e vaso deferente (Fig. 2 A). O testiculo € uma massa Unica e 0 vaso deferente esta
dividido em PVD, MVD e DVD, o qual se diferencia na ampola terminal (Fig. 2 A). O PVD é
muito curto e delgado e a partir do MVD, o vaso deferente torna-se dilatado (Fig. 2 A). Por meio da
histologia, foi possivel observar que o PVD é um duto Unico com epitélio colunar simples (Fig. 2
B). Os espermatozoides estédo livres e imersos em secrecdo moderadamente acidofila (Fig. 2 B). A
partir do MVD, o vaso deferente é subdividido em dois dutos totalmente separados por tecido
conjuntivo proprio: o acessorio e o espermatico (Fig. 2 C). No duto espermatico 0s espermatozoides
estdo imersos em secrecdo fortemente basofila, a s1 (Fig. 2 D). O epitélio é mais delgado que no
PVD (Fig. 2 D). O duto acessorio apresenta epitélio cubico e simples e contém somente secrecao
acidofila com granulos menos intensamente corados (Fig. 2 E). Os dutos acessorio e espermatico
sdo continuos a DVD onde se observa a porcdo mais dilatada formando o duto ejaculatério ou a
ampola terminal (Fig. 2 F). Na ampola terminal foi possivel observar trés camaras: a extensdo dos
dutos acessorio e espermatico e a glandula acessoria (Fig. 2 F). O primordio do espermatéforo de A.
americanus no duto espermatico apresenta trés tipos de secrecdo: a do tipo | fortemente basoéfila,
seguida pela tipo Il acidéfila e, circundando todas essas, a secrecdo do tipo IIl compacta e
fortemente basdéfila, formando uma cépsula (Fig. 2 G). A glandula acesséria de A. americanus €
simples, apresentando somente uma camara delimitada por epitélio simples e cubico (Fig. 2 H). Ao

redor do epitélio da glandula acesséria, nota-se musculatura conspicua nesta regido do vaso

84



Fernanda Cristina Salti

deferente (Fig. 2 H). Esta glandula produz secrec¢do acidofila homogénea, a qual sera adicionada as
secrecBes do duto espermatico e acessorio, formando o espermat6foro complexo (Fig. 2 H). A
secrecdo do duto acessorio foi fortemente positiva para proteinas e fracamente positiva para
polissacarideos neutros, sendo a secrecdo da glandula acessOria positiva para proteinas e negativa
para polissacarideos neutros. As secre¢des do tipo Il e 1l no duto espermatico foram fortemente
positivas para proteinas, sendo a tipo Il fracamente positiva para este composto (Fig. 2 | e J).
Somente a secre¢do do tipo Il no duto espermatico apresentou carater fracamente positivo para
polissacarideos neutros (Fig. 2 J). Assim, A. americanus terd o espermat6foro complexo, com cinco
camadas de secrecdes, sendo trés produzidas no duto espermatico e serdo adicionas as secre¢des do
duto acessorio da glandula acesséria. Todas as regibes do vaso deferente foram negativas para
polissacarideos acidos.

A anatomia de Acetes marinus, é caracterizada por um par de testiculos e vasa deferentia
(Fig. 3 A). O testiculo apresenta-se como uma massa Unica, mais estreita na regido cefalica (Fig. 3
A). O vaso deferente é dividido em PVD, MVD e DVD, sendo esta ultima regido portando a
dilatacdo que forma a ampola terminal (Fig. 3 A). O PVD ¢ a regidao mais curta e delgada do vaso e
a partir da MVD, o vaso deferente torna-se dilatado (Fig. 3 A). Histologicamente, 0 PVD é um duto
simples com epitélio simples e cubico, apresentando nlcleos em diferentes alturas (Fig. 3 B). Os
espermatozoides estdo livres e imersos em pequena quantidade de secrecdo basofila (Fig. 3 B). A
partir do MVD, o epitélio continua cubico e simples, porém, mais delgado. O vaso deferente
apresenta dois dutos separados por seu préprio tecido conjuntivo, formando os dutos acessorio e
espermatico (Fig. 3 C). No duto acessério hd apenas secrecdo acidofila e homogénea e
externamente, uma camada delgada de secrecdo basofila (Fig. 3 D). O duto espermético contém os
espermatozoides livres e imersos em secrecdo acidéfila, denominada tipo | (Fig. 3D). Na dilatacao
do DVD, ou seja, na ampola terminal, os dois dutos estdo presentes e ha uma terceira cdmara Unica,

a glandula acessoria (Fig. 3 E). No duto espermatico, o primdrdio do espermat6foro de A. marinus,
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apresenta trés tipos de secregdes: a tipo | acidofila na qual os espermatozoides estdo imersos,
delimitada pela tipo Il delgada e fortemente acidéfila e ambas envoltas pela secrecdo do tipo Il1,
também delgada e compacta, como uma capsula acidofila (Fig. 3 F). A glandula acesséria nesta
espécie também é simplificada, possuindo apenas uma camara produtora de secre¢cdo homogénea
acidofila e uma pequena quantidade de secrecdo basofila, sendo esta ultima periférica (Fig. 3 G). A
histoquimica mostra a reacdo fortemente positiva para proteinas das secre¢des da glandula acessoria
e de ambos os dutos (Fig. 3 H). Por meio da técnica do PAS, somente a secre¢do do duto acessorio
foi fortemente positiva para polissacarideos neutros, enquanto a secre¢do do duto espermatico é
fracamente positiva e a secre¢do da glandula ndo apresentou este composto na secrecdo (Fig. 3 1).
Portanto, o espermatoforo a ser ejaculado pela gondporo sera complexo, composto por cinco tipos
de secrecOes, sendo trés provenientes do duto espermatico, uma do duto acessério e uma da
secrecdo da glandula. Como na especie anterior, ndo foram detectados polissacarideos acidos no
vaso deferente.

O sistema reprodutor masculino do Unico Dendrobranchiata dulcicola Acetes paraguayensis,
também representante de Sergestidae, nota-se 0 mesmo padrdo anteriormente registrado para o
género, com testiculos pareados e o par de vasa deferentia (Fig. 4 A). O testiculo € uma massa
Gnica com um estreitamento na regido cefalica e 0 vaso deferente apresenta trés regides: PVD,
MVD e DVD, também com a dilatacdo formando a ampola terminal porém menos destacada que
nas demais espécies (Fig. 4 A). Por meio da histologia, observou-se que o PVD desta espécie é a
regido mais curta do vaso deferente e é caracterizado por um duto simples com epitélio simples e
cubico, sendo um unico duto contendo os espermatozoides livres e imersos em pequena quantidade
de secrecdo ligeiramente mais basofila (Fig. 4 B). A partir do MVD nota-se o epitélio mais delgado
porém ainda cubico com nucleos polimdrficos em ambos o dutos acessorio e espermatico (Fig. 4
C). No duto espermaético, observou-se uma grande massa de espermatozoides imersos em secrecao

basofila, envolto por secrecdo marcadamente mais acidofila (Fig. 4 D). No duto acessério, por sua
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vez, nota-se uma secrecdo moderadamente acidéfila homogénea (Fig. 4 D). Na ampola terminal é
possivel observar os dutos acessorio e espermatico e a glandula acessoria simples (Fig. 4 E). O
primérdio de espermatoforo de A. paraguayensis apresenta trés camadas de secregdes: a tipo I,
fracamente baséfila na qual os espermatozoides estdo imersos, recoberta pela secre¢do do tipo Il
fortemente acidofila e marcadamente espessa, € a do tipo Il mais externa, delgada e formando uma
capsula compacta e acidofila (Fig. 4 F). A glandula acesséria de A. paraguayensis, também &
simplificada, apresentando somente uma cadmara (Fig. 4 G). Diferentemente do observado nas
demais espécies de Acetes, em A. paraguayensis a secrecdo da glandula acesséria apresenta aspecto
fibroso (Fig. 4 G). A técnica de Xylidine Ponceau demonstrou o carater proteico de todas as
secrecOes da glandula e dos dutos acessorio e espermatico (Fig. 4 H). Em contraposicdo, estas
foram positivas para polissacarideos neutros pela técnica de PAS, sendo a secrecdo da glandula
também positiva, o que ndo foi notado nas espécies anteriormente descritas (Fig. 4 1). Em relacéo ao
espermatoforo final, este € complexo, apresentando cinco tipos de secre¢des: tipo I, 11 e 111 do duto
espermatico, a secrecdo do duto acessério e a da glandula, sendo todas ausentes de para
polissacarideos acidos.

Em Acetes petrunkevitchi, a anatomia o sistema reprodutor masculino seguiu o padrdo as
espécies anteriores, sendo formado por um par de testiculos e vasa deferentia (Fig. 5 A). O vaso
deferente pareado foi dividido em regido PVD, MVD e DVD, os quais se tornam mais dilatados na
sua regido distal para formar a ampola terminal ou duto ejaculatorio (Fig. 5 A). Por meio das
seccdes histologicas pode-se observar que o PVD apresenta epitélio cubico simples, com somente
um duto contendo um grande volume de espermatozoides livres imersos em secrecdo
acentuadamente baséfila, quando comparado as espécies anteriores (Fig. 5 B). A partir do MVD o
limen apresenta maior diametro e o vaso deferente é dividido em dois dutos totalmente separados e
independentes, cada um assentado sobre seu tecido conjuntivo, perfazendo assim um duto acessorio

e outro espermatico (Fig. 5 D). O duto acessério € muito amplo, destacando-se das outras espécies e
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contém um grande volume de secrecdo homogénea basofila com pequenos granulos na periferia da
secrecdo. Nota-se ainda uma delgada camada de secre¢do compacta e acidofila envolvida por uma
superficial basofila e homogénea (Fig. 5 C). No duto espermético os espermatozoides estdo livres,
imersos em secrecdo baséfila produzida no PVD e ao redor desta ocorre uma secrecdao levemente
acidofila, circundando a massa de espermatozoides no MVD (Fig. 5 D). No DVD nota-se que a
ampola terminal estd circundada por forte camada de tecido muscular (Fig. 5 E). Esta regido é
caracterizada pela continuidade dos dutos espermatico e acessério (Fig. 5 E). A glandula acesséria
forma uma camara simples e unida, mais destacada ou isolada dos dutos, com epitélio estratificado
(Fig. 5 E). A secre¢do glandular luminal é homogénea acidofila, positiva para proteinas e
fortemente reativa para polissacarideos neutros (Fig. 5 E, G, H e 1). A secre¢do do duto acessorio
torna-se granular e basofila, o que nédo foi observado nas espécies anteriores, sendo mais positiva
para polissacarideos neutros em alguns materiais granulares, do que em outros (Fig. 5 E, G, He I).
Este material granular também ¢ fortemente positivo para proteinas, como o observado para a
secrecdo do duto espermatico, principalmente a do tipo Il (Fig. 5 H). Em relacdo ao espermatéforo,
assim como nas demais espécies, encontram-se cinco tipos de secre¢des, sendo trés do duto
espermatico, uma do duto acessorio, porém granular e mais complexa, e a secrecdo da glandula

acessoria. Nenhuma regido do vaso deferente apresentou reatividade para polissacarideos acidos.

Ultraestrutura dos espermatozoides

Em B. faxoni (Luciferidae), a ultraestrutura mostrou que a morfologia do espermatozoide
pode ser considerada bastante simplificada, sendo esta célula hapléide arredondada ou ligeiramente
elipsdide, com o material nuclear em contato direto com o material citoplasmatico, devido ao
desaparecimento do envoltorio nuclear, ocupando praticamente todo o volume celular (Fig. 6 A).
Este material nucleocitoplasmético encontra-se elentrondenso com a presencga de material granular e

fibrilar (Fig. 6 A e B). O espermatozoide é pobre em estruturas ou organelas, apresentando somente
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um numero variavel de (um a trés) vesiculas eletronlucidas (Fig. 6 B). Assim, neste luciferideo,
uma vesicula acrossomal tipica ndo é identificada, sendo considerada ausente, sendo 0 mesmo para
outras organelas como mitocondrias (Fig. 6 A e B).

O espermatozoide de A. americanus mostra-se como uma célula simples com o formato
variando de eliptico a arredondado. O material genético encontra-se misturado ao citoplasma, com
total auséncia do envoltdrio nuclear ou mesmo &reas exclusivamente citoplasmaticas (Fig. 6 C).
Este material nucleocitoplasmatico tem aspecto fibroso com diferentes elentrondensidades. A maior
parte da superficie do espermatozoide é recoberta por muitas vesiculas eletronltcidas (Fig. 6 C).
Além destas vesiculas, notam-se poucas mitocondrias, as quais apresentam poucas ou nenhuma
crista, distribuidas aleatoriamente no nucleocitoplasma. Em um dos polos da célula encontra-se a
pequena e simplificada vesicula acrossomal, ocupando aproximadamente 10% do volume celular
(Fig. 6 C e D). A vesicula acrossomal apresenta a camada ou zona interna a qual é menos
eletrondensa e assume uma forma estriada em contato com a camada externa mais eletrondensa
(Fig. 6 D). No interior destas estrias, parece ocorrer um material filamentoso que alcanca a
membrana do que relembra uma camara perforatorial (Fig. 6 E). Esta camara apresenta formato
arredondado com materiais eletrondensos finamente fibrilares (Fig. 6 D e E).

Com a ultraestrutura do espermatozoide de A. marinus, é possivel perceber que este
apresenta o formato arredondado a eliptico com a morfologia simplificada. O material nuclear e
citoplasmatico estdo dispersos, com auséncia do envoltério nuclear, caracterizando o material
nucleocitoplasmatico com diferentes eletrondensidades e aspecto fibroso (Fig. 6 F). A superficie do
espermatozoide apresenta diversas vesiculas eletronlicidas (Fig. 6 F). Em um dos p6los da célula,
observa-se a presenca de uma pequena vesicula acrossomal, em relacdo ao volume celular. Esta
estrutura acrossomal simples apresenta duas camadas, sendo a interna eletrondensa e delgada, sem
nenhuma complexidade estrutural (Fig. 6 G). A camada externa, por sua vez, € menos eletrondensa,

homogénea, sem areas eletrondensas adicionais, mais espessa e com sua superficie bastante
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irregular (Fig. 6 G). Provavelmente, as irregularidades desta camada devem estar associadas ao
agente de fixacdo ndo adequado para microscopia eletrénica, nos parecendo entdo, se tratar de
artefato, uma vez que a figura mais observada tende a ser, na verdade, arredondada. A camara
perforatorial é alongada e volumosa em relagdo ao volume da vesicula acrossomal. De maneira
similar a0 A. marinus, a espécie A. paraguayensis também apresenta 0 espermatozoide
arredondado, com material nuclear misturado no citoplasma, vesiculas eletronllcidas periféricas,
mitocdndrias aleatoriamente distribuidas e a pequena vesicula acrossomal em um dos pélos da
célula (Fig. 7 A e B). A camada interna é mais delgada que A. marinus e a externa é homogénea e
também volumosa (Fig. 7 B). O mesmo problema artefatual observado em A. marinus, também foi
recorrente em A. paraguayensis 0 que nos leva a crer que a vesicula acrossomal também seja
arredondada. A camara perforatorial é alongada e com apice agudo (Fig. 7 B).

A morfologia do espermatozoide em A. petrunkevitchi, jd conhecida na literatura e,
portanto, aqui vamos somente destacar algumas caracteristicas ja descritas para ser utilizadas como
parametros para compararmos esta especie com as demais espécies de Sergestoidea do presente
trabalho. Desta maneira, em A. petrunkevitchi, o espermatozoide é ultraestruturalmente, muito
distinto das demais espécies de Acetes, apresentando formato ovoide a fusiforme (Fig. 7 C). O
material genético encontra-se em contato direto com o material citoplasmatico, caracterizando uma
estrutura nucleocitoplasmatica, porém, a cromatina € menos compacta e de aspecto granular. Neste
material nucleocitoplasmatico encontram-se pequenas vesiculas eletrondensas com distribuicdo
aleatdria, bem como as mitocondrias, as quais apresentam poucas ou nenhuma crista (Fig. 7 C - H).
Nota-se uma delgada banda de citoplasma periacrossomal, o qual se torna mais volumoso na base
da camara perforatorial (Fig. 7 D). A vesicula acrossomal desta espécie encontra-se em um dos
polos do espermatozoide (Fig. 7 D). A sua margem em contato com a membrana plasmatica sera
denominada de apice, enquanto que a regido basal da vesicula acrossomal esta voltada para a base

da camara perforatorial. A vesicula acrossomal é complexa com a camada acrossomal interna
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apresentando diferentes regides como a regido estriada, a qual tem a porcdo mais central com
material granular e menos eletrondenso que as estrias (Fig. 7 D e E). Abaixo desta regido, a camada
interna também apresenta uma a regido granular que, em varios cortes relembram impressao digital,
e abaixo desta regido encontra-se o cerne central (“central core”) (Fig. 7 D e E). Ainda na camada
interna, no pélo basal, encontra-se uma area menos eletrondensa que o “central core”, denominada
regido basal (Fig. 7 D). A camada externa do acrossoma € heterogénea apresentando
eletrondensidades distintas, sendo a periférica mais eletrondensa (Fig. 7 D). A cdmara perforatorial
é acentuadamente alongada e com &pice agudo, porém, a sua relacdo em volume para a vesicula
acrossomal é pequena. Outra caracteristica exclusiva do espermatozoide nesta espécie é a presenca
da protuberancia apical no apice das camadas acrossomais e da camara perforatorial (Fig. 7 C e D).
As principais diferencas encontradas na morfologia do espermatozoide entre 0s Sergestoidea estdo

sumarizadas na Tabela 3.

Analise filogenética

A arvore evolutiva obtida a partir da Inferéncia Bayesiana utilizando sequéncias
concatenadas dos genes 16S rDNA e COlI mtDNA, cujo o suporte de clado esta demonstrado pela
probabilidade posterior, mostrou que a superfamilia Penaeoidea € monofilética enquanto a
superfamilia Sergestoidea parece ser parafilética. Pode-se observar a formacéo de dois clados em
Dendrobranchiata: um clado formado pelas familias Sergestidae e Luciferidae e o clado formado
pelas familias pertencentes a Penaeoidea (Fig. 8).

No clado formado por Sergestidae e Luciferidae, houve a separacdo das espécies de
sergestideos, sendo que o género Acetes foi separado das demais espécies da familia. As espécies
Deosergestes corniculum (Kroyer, 1885) e Lucensosergia lucens (Hansen, 1922) se alocaram como
grupo irmdo de Luciferidae. Em Penaeoidea, por sua vez, Penaeidae é parafilética enquanto

Aristeidae, Benthesicymidae, Sicyoniidae e Solenoceridae sdo grupos monofiléticos. Houve a
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formacdo de uma politomia com Benthesicymidae, Aristeidae e Solenoceridae. A familia Penaeidae
constituiu um clado, enquanto Parapenaeidae e Trachypenaeidae ficaram proximas da familia

Sicyoniidae, sendo que Trachypenaeidae é grupo irméo de Sicyoniidae (Fig. 8)

Reconstrucdo de estado ancestral de carater

A reconstrucdo de estado ancestral de carater seguindo o critério de Parcimdnia mostrou
que o sistema reprodutor masculino de Dendrobranchiata esta relacionado com a filogenia do grupo.
O “vaso deferente complexo”, subdividido em dois dutos (acessorio e espermatico) foi observado
nas familias Sergestidae, Aristeidae, Benthesicymidae e Solenoceridae e também na familia
Penaeidae, sendo a sinapomorfia do clado formado entre esses grupos (Fig. 9). A simplificacdo do
vaso deferente foi observada no clado formado entre Parapenaeidae, Trachypenaeidae e
Sicyoniidae, sendo a caracteristica compartilhada entre os grupos. Luciferidae, por sua vez,
apresentou o vaso deferente simplificado. Em relagao a “glandula acessoria” esta parece ter origens
independentes dentro da filogenia (Fig. 10). A auséncia da glandula foi observada em Luciferidae,
Benthesicymidae, Aristeidae, Solenoceridae e Sicyoniidae e parece ser uma convergéncia.
Sergestoidea, Farfantepenaeus spp. (Penaeidae), Parapenaeidae e Trachypenaeidae apresentam a
glandula acessoria simplificada, com somente uma camara. Assim, esse estado parece ser
homoplasico. Em Litopenaeus spp. a glandula acessoria € muito especializada e, portanto,
classificada como complexa. Esta é a caracteristica exclusiva do género e parece ser uma
autapomorfia (Fig. 10).

Com o mapeamento do carater “espermatdforo”, este também parece estar relacionado a
filogenia do grupo (Fig. 11). O espermatéforo simplificado, o qual apresenta somente uma matriz
de secrecdo contendo os espermatozoides, foi observado somente em Luciferidae e Sicyoniidae
sendo uma homoplasia. Os espermatozoides empacotados em pequenos € NUMErosos

espermatoforos esféricos € a caracteristica exclusiva de Trachypenaeidae. O espermatéforo
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complexo, por sua vez, formado por diversas camadas de secrecdo foi observado em Sergestidae,
Aristeidae, Benthesicymidae, Solenoceridae, Penaeidae e Parapenaeidae. Desta maneira, a
reconstrucdo de estado ancestral de carater mostra que a plesiomorfia do vaso deferente em
Dendrobranchiata ¢ o vaso deferente subdividido em dois dutos. A condi¢do plesiomorfica da
glandula acesséria em Dendrobranchiata € possuir esta estrutura com sua morfologia simplificada,
com somente uma camara. Em relagdo ao espermat6foro, o seu estado plesiomérfico é apresentar
diversas camadas de secre¢éo, ou seja, ser complexo. Sendo assim, o ancestral de Dendrobranchiata
possivelmente apresentava o vaso deferente com dois dutos, a glandula acesséria simplificada e o

espermatoforo complexo (Fig. 11).

Discusséo

Neste trabalho caracterizamos o sistema reprodutor masculino de todas as espécies
brasileiras da familia Sergestidae e B. faxoni, pertencente a Luciferidae. O vaso deferente médio de
A. americanus, A. marinus, A. paraguayensis e A. petrunkevitchi é dividido em dois dutos:
acessorio e espermatico. Esta parece ser uma caracteristica compartilhada entre os Sergestidae. Na
regido da ampola terminal destas especies, observou-se uma glandula acesséria simples, a qual
apresenta somente uma camara produtora de secrecdo. Em B. faxoni, por sua vez, o vaso deferente é
simplificado, ndo subdivido em dois dutos. Na regido da ampola terminal, nota-se uma dilatacéo,
mas sem a presenca da glandula acesséria. Sendo assim, as familias Sergestidae e Luciferidae, as
quais compreendem a superfamilia Sergestoidea, apresentam divergéncias na morfologia do sistema
reprodutor masculino. Em relacdo a ultraestrutura do espermatozoide, este apresenta sua morfologia
muito simplificada em B. faxoni, A. americanus, A. marinus e A. paraguayensis, tendo o formato
arredondado a elipsoide. O espermatozoide do luciferideo B. faxoni ndo possui a vesicula
acrossomal, enquanto em A. americanus, A. marinus e A. paraguayensis, esta estrutura €

simplificada. Em A. petrunkevitchi, a ultraestrutura mostrou que o espermatozoide, nesta espécie, é
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muito complexo quando comparado com as demais espécies, apresentando formato fusiforme e a
vesicula acrossomal complexa.

O sistema reprodutor masculino de Sergestoidea foi caracterizado somente para A. chinensis,
o0 qual apresenta o vaso deferente e o duto secretor (Xiao e Greenwood, 1993). Segundo os autores,
essas estruturas sdo semelhantes quanto ao diametro e sdo completamente separadas uma da outra e
circundadas por tecido conjuntivo. O vaso deferente e o duto secretor parecem estar preenchidos
com massa espermatica e secrecdo, respectivamente. Sendo assim, nos parece que 0S autores
observaram dois dutos no vaso deferente de A. chinensis, sendo o vaso deferente equivalente ao
duto espermatico e o duto secretor refere-se ao duto acessorio, contendo somente secrecdo. Em
adicdo, os autores afirmam que o vaso deferente se abre ventralmente na vesicula seminal, enquanto
0 duto secretor dorsalmente. Essa vesicula seminal parece ser dividida em trés camaras separadas
por tecido epitelial (Xiao e Greenwood, 1993). Assim, a estrutura chamada de vesicula seminal em
A. chinensis parece estar na dilatacdo da ampola terminal. Nesta dilatacdo, de acordo com o
observado nas espécies caracterizadas no presente estudo, a ampola terminal é formada pela
extensdo dos dutos espermatico e acessorio e a glandula acessoria. Portanto, assim como observado
no presente trabalho em A. americanus, A. marinus, A. paraguayensis e A. petrunkevitchi e A.
chinensis, Sergestidae apresenta o vaso deferente complexo (com dois dutos separados) e glandula
acessoria simples.

Dentre as espécies estudadas, A. americanus e A. petrunkevitchi sdo espécies marinhas, A.
marinus é estuarina, sendo A. paraguayensis a Unica espécie dulcicola de Dendrobranchiata.
Embora a morfologia do sistema reprodutor masculino destas espécies apresente poucas diferencas,
é possivel elencar algumas caracteristicas Gnicas das espécies. Dentre estas diferencas, podemos
destacar o duto acessorio de A. petrunkevitchi, o qual possui o diametro claramente mais dilatado
quando comparado com A. americanus, A. marinus e A. paraguayensis. Além disso, as secrecdes

encontradas no duto acessério, espermatico e na glandula de A. petrunkevitchi, sdo glicoproteinas
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intensamente positivas para polissacarideos neutros. Quando comparada a outra espécie marinha A.
americanus e a estuarina A. marinus, estas apresentam as secre¢fes dos dutos espermatico e
acessorio ricas em proteinas e pouco reativas para polissacarideos neutros, enquanto a secrecdo da
glandula ndo apresenta este composto. Por outro lado, no sergestideo dulcicola A. paraguayensis a
glandula acessoria produz secre¢do glicoproteica com aspecto fibroso, o que é uma caracteristica
exclusiva desta espécie, em adicdo a pequena dilatacdo da ampola terminal. Tais caracteristicas
podem estar relacionadas com o fato da adesdo do espermatéforo no receptaculo seminal necessitar
de um composto adesivo, protetor ou “plug” adicional, rico em polissacarideos, para atuar em agua
doce. Como elucidado por Oliveira et al. (2018), para espécies de caranguejos amazonicos da
familia Trichodactylidae, esta secrecdo glicoproteica pode estar relacionada com a protecdo do
espermatoforo contra a deiscéncia no momento de transferéncia para a fémea.

Como descrito para Penaeoidea, o sistema reprodutor masculino pode apresentar a regido
média do vaso deferente simplificada, contendo somente um duto com o material espermatico em
seu limen, ou pode apresentar o0 vaso deferente complexo (Malek e Bawab, 1974; Bauer, 1991,
Bauer e Cash, 1991; Bauer e Min, 1993; Salti et al., Capitulo I). O vaso deferente simplificado foi
descrito para representantes da familia Trachypenaeidae, como Rimapenaeus similis (Smith, 1885)
(como Trachypenaeus similis em Bauer e Min, 1993), Rimapenaeus constrictus (Stimpson, 1871) e
Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862), nas espécies de Parapenaeini Artemesia longinaris CS Bate,
1888 e Parapenaeus americanus Rathbun, 1901 e em Sicyoniidae, observado em Sicyonia typica
(Boeck, 1864), Sicyonia dorsalis (Kingsley, 1878) e Sicyonia brevirostris Stimpson, 1871 (Bauer,
1991; Salti et al., Capitulo I). No caso das espécies que possuem o vaso deferente complexo,
encontrado nas familias Aristeidae, Benthesicymidae, Solenoceridae e a familia Penaeidae, este €
subdividido pelos tiflossoles em dois dutos: acessorio e espermatico (Salti et al., Capitulo 1). Assim
como observado em Sergestidae, 0 duto acessorio nestas espécies possui a funcdo de produzir

somente secrecdo, 0 que esta relacionado com a complexidade do espermatéforo, uma vez que a
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secrecdo produzida pelo mesmo serd adicionada ao material do duto espermatico e, portanto, este
material sera mais complexo (Salti et al., Capitulo I).

Além de apresentarem esta modificacdo na regido média do vaso deferente, o sistema
reprodutor masculino possui outra modificacdo na regido distal, sendo uma dilatacdo do vaso
deferente, denominada ampola terminal ou duto ejaculatério (Bauer, 1991; Salti et al., Capitulo I).
A ampola terminal das espécies de Penaeoidea apresenta a extensdo do vaso deferente e pode ou
ndo conter uma glandula acesséria (Bauer, 1991; Bauer e Cash 1991; Salti et al., Capitulo I). A
auséncia da glandula acessoria foi observada nas familias Solenoceridae, Aristeidae e
Benthesicymidae, entretanto, nestas espécies, o epitélio extremamente alto e secretor da ampola
terminal parece desempenhar o papel de uma glandula acessoria simplificada, produzindo um tipo
de secrecdo que serd adicionado ao material espermatico. Essa caracteristica € diferente do
observado em S. typica, S. dorsalis e S. brevirostris representantes de Sicyoniidae (Bauer, 1991;
Salti et al., Capitulo I). Nestas espécies, a ampola terminal também néo possui a estrutura glandular,
entretanto, a dilatacdo € muito menos acentuada e o epitélio desta regido ndo produz secregdo
adicional diferente das regides anteriores (Salti et al., Capitulo I).

Em contraposicdo, nas espécies que apresentam a glandula acessoria, esta pode ser
classificada como simples ou complexa, de acordo com a sua morfologia (Salti et al., Capitulo I).
No presente trabalho, observou-se que o luciferideo B. faxoni possui somente a dilatacdo da ampola
terminal, sem a estrutura glandular. Esta morfologia é semelhante ao observado em Sicyoniidae, e
em ambos 0s grupos, o epitélio da ampola terminal ndo produz secre¢édo adicional, sendo somente a
extensdo do vaso deferente simplificado (Salti et al., Capitulo I; Presente trabalho). Em todas as
espécies de Sergestidae, a glandula acessdria possui sua organizacdo simplificada, possuindo apenas
uma camara produtora de secrecdo. A glandula acessoria simplificada também foi observada nas
espécies em que as fémeas possuem o télico fechado da familia Penaeidae, como no género

Farfantepenaeus spp., em Penaeus monodon Fabricius 1798 e M. kerathurus e nos representantes
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das familias Trachypenaeidae e Parapenaeidae (Bauer, 1991; Bauer e Cash, 1991; Feng et al., 2018;
Salti et al., Capitulo 1). Em R. similis, Bauer e Min (1993) demonstraram que a secre¢dao produzida
pela glandula acessoria possui a fungdo de um “plug espermatico”, vedando o télico fechado da
fémea e impedindo futuras inseminacdes, o que pode ser padrdo para as espécies que depositam 0
material na espermateca da fémea (Bauer e Cash, 1991; Salti et al., Capitulo 1). No género
Litopenaeus spp. a glandula acessoria é a mais especializada e complexa observada dentro de todas
as espécies estudadas da superfamilia Penaeoidea e também em Dendrobranchiata, apresentando
diversas camaras produtoras de materiais adesivos que auxiliardo na fixacdo do espermatéforo ao
télico aberto da fémea (Bauer, 1991; Bauer e Cash, 1991; Chow et al., 1991; Fransozo et al., 2016;
Salti et al., Capitulo I).

O espermatoforo de Sergestidae, observado em A. americanus, A. marinus, A.
paraguayensis e A. petrunkevitchi é complexo, formado por cinco camadas de secre¢cdo sendo trés
provenientes do duto espermatico, a secre¢do produzida no duto acessorio e a secrecao da glandula
acessoria. Este padrdo € semelhante ao observado em Penaeidae, tanto nas espécies de télico aberto
do género Litopenaeus como nas espécies de télico fechado, sendo Farfantepenaeus spp., P.
monodon e M. kerathurus e também em Pleoticus muelleri da familia Solenoceridae e
Benthesicymus sp. pertencente a Benthesicymidae, entretanto, nestes dois ultimos grupos, o
espermatoforo forma um corddo espermatico (Malek e Bawab, 1974; Bauer, 1991; Chow et al.,
1991; Bauer e Cash, 1991; Diaz et al., 2002; Fransozo et al., 2016; Feng et al., 2018; Salti et al.,
Capitulo 1). Nas espécies cujas fémeas apresentam o télico fechado o espermatéforo € simplificado,
apresentando numerosos espermatoforos esféricos, semelhantes aos de Brachyura, como observado
em Trachypenaeidae ou somente uma matriz de secrecdo com espermatozoides, como observado
em Sicyoniidae (Bauer, 1991; Bauer e Min, 1993; Salti et al., Capitulo I). As fémeas de
Sergestidae e Luciferidae, por sua vez, possuem o télico formado com os esternitos XI1 e Xlll e a

modificacdo do coxopodito do terceiro pereiopodo (Pérez-Farfante e Kensley, 1997). A
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espermateca ou receptaculo seminal esta presente nas fémeas das familias Sergestidae e Luciferidae
(Hartnoll, 1968b; Xiao e Greenwood, 1993; Pérez-Farfante e Kensley, 1997), sendo que em
Luciferidae esta apresenta um par de aberturas que se abrem em uma Unica abertura (Hartnoll,
1968b).

Até o presente momento, ndo existe disponivel na literatura uma filogenia molecular de
Dendrobranchiata, sendo que a maioria dos estudos esta focada na superfamilia Penaeoidea (Ma et
al., 2009; Camargo et al., 2016, 2017; Cheng et al., 2018). Nossos resultados de inferéncia
filogenética demonstraram que Penaeoidea é monofilético enquanto Sergestoidea aparece como
parafilética. A familia Penaeidae se alocou em um clado, sendo proxima ao clado constituido por
Benthesicymidae e Aristeidae (este com posicdo incerta devido a politomia). As familias
Sicyoniidae e Trachypenaeidae sdo grupos irmdos, formando um clado com Parapenaeidae.
Recentemente, Wolfe et al. (2019) propuseram uma filogenia molecular para Decapoda e é possivel
observar que Aristeidae e Benthesicymidae sdo grupos irmaos, assim como demonstrado no
presente trabalho. Sergestidae e Luciferidae também constituem um clado, entretanto, os autores
utilizaram poucas espécies para estes grupos, uma vez que o enfoque do mesmo é propor uma
arvore evolutiva para Decapoda. Ainda assim, 0s autores chamam atencdo para a familia
Luciferidae (Wolfe et al., 2019). No filograma apresentado pelos mesmos, é possivel observar que o
género Lucifer apresenta o comprimento de ramo muito longo e se aproxima do grupo externo
(Wolfe et al., 2019). Os autores ressaltam que esta aproximacéo pelo grupo externo pode indicar
que a posicao filogenética de Luciferidae pode estar pouco resolvida e que a analise da morfologia
do sistema reprodutor e do espermatozoide é fundamental para tentar solucionar esta problematica
(Wolfe et al., 2019). Entretanto, nossos resultados de inferéncia filogenética demonstram que as
relacBes de parentesco entre Sergestidae e Luciferidae podem apresentar algumas inconsisténcias,
as quais ndo foram resolvidas por meio da analise do sistema reprodutor, onde este carater foi

homoplasico, observado também em Sicyoniidae. Por outro lado, Vereshchaka et al. (2017)
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utilizando diversos caracteres morfologicos propuseram uma filogenia para Sergestoidea e
observaram que 0 género Acetes, o qual relne espécies epipelagicas, ficaram agrupadas
separadamente de outros géneros de Sergestidae, como Lucensosergia e Deosergestes 0s quais Sao
grupos mesopelagicos. Esta separacdo dos géneros corrobora os dados apresentados neste trabalho
por meio da filogenia molecular, na qual nota-se a separacdo de A. americanus e A. petrunkevitchi
das espécies L. lucens e D. corniculum.

No filograma apresentado no presente trabalho, Sergestoidea aparece como parafilética e
pode-se observar que estes grupos apresentam grandes diferencas na morfologia do sistema
reprodutor masculino e ndo encontramos nenhuma caracteristica que englobasse as duas familias,
ou seja, que fosse caracterizada como uma sinapomorfia entre eles. Pérez-Farfante e Kensley (1997)
ja demonstram que a inclusédo de Luciferidae como grupo irmao de Sergestidae pode apresentar
problemas. Luciferidae foi incluido em Dendrobranchiata somente por apresentar os nauplios apos a
eclosdo. Em adicdo, apesar dos representantes de Luciferidae apresentarem o petasma, que é uma
caracteristica encontrada também em Penaeoidea, esta estrutura também esta presente nos
Euphausiacea (Pérez-Farfante e Kensley, 1997). Em relacdo as branquias dendrobranquiadas as
qual é a sinapomorfia de Dendrobranchiata, esta ndo esta presente em Luciferidae, sendo que este
grupo perdeu as branquias. Entretanto, a auséncia do quarto e quinto par de pereiopodo em
Luciferidae os aproxima de Sergestidae, ja que esta caracteristica também € observada em Acetes
(Péerez-Farfante e Kensley, 1997). Sendo assim, a analise da morfologia do espermatozoide de
Luciferidae e Sergestidae pode ser a ferramenta chave para resolver a posicdo filogenética de
Luciferidae, uma vez que ha poucas caracteristicas que o aproximam de Dendrobranchiata e muitas
caracteristicas que o torna muito divergente da subordem. Assim, deve ser dada uma atencdo
especial ao grupo, principalmente com uso da ferramenta molecular associado a outras ferramentas

morfoldgicas a fim de solucionar esta problematica.
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Como exemplo de novas ferramentas morfoldgicas, a ultraestrutura dos espermatozoides
conciliada a filogenia molecular tem se mostrado importante e muitas vezes decisiva, como ocorreu
em Penaeoidea (Camargo et al., 2017). Neste trabalho, as principais caracteristicas observadas no
espermatozoide de Dendrobranchiata, as quais sdo praticamente compartilnadas por todas as
espécies aqui estudadas, em combinacdo com os dados disponiveis na literatura, indicam que a
presenca de cromatina filamentosa e auséncia do envoltério nuclear sdo amplamente compartilhadas
dentro do grupo (Medina, 1995a, 1995b; Scelzo e Medina, 2004; Kang et al., 2008; Camargo et al.,
2017). Apesar da perda do envelope nuclear ter sido considerada uma simplesiomorfia em
Dendrobranchiata, esta pode ser considerada somente para Sergestoidea (Medina, 1995b), uma vez
que o envoltério nuclear encontra-se completamente integro ou parcialmente fragmentado em
Trachypenaeidae e Sicyoniidae (Camargo et al., 2016, 2017), portanto sendo uma autapomorfia
deste grupo, uma vez que constituem um clado. Possivelmente a plesiomorfia de Dendrobranchiata
é 0 espermatozoide arredondado a eliptico, apresentando pequenas vesiculas citoplasmaticas ou
nucleocitoplasmaticas, como observado nas espécies estudadas no presente trabalho e tambem em
outros sergestdideos E. arcticus, A. petrunkevitchi e em Aristaeomorpha foliaceae (Risso, 1827) da
familia Aristeidae em Penaeoidea (Medina, 1995a, 1995b). Além destas espécies, em
Benthesicymus sp. também foi observada a morfologia arredondada, porém, devido ao poder de
resolucdo do microscopio de luz, ndo é possivel confirmar a presenca de vesiculas lucidas ou
confirmar a presenca ou auséncia da vesicula acrossomal (Salti et al., Capitulo 1). A auséncia de
vesicula acrossomal, observada em B. faxoni estudada no presente trabalho, em E. arcticus, em Ari.
foliaceae parece ser a caracteristica plesiomdrfica em Dendrobranchiata. Desta maneira, a presenca
de vesicula acrossomal pode ser considerada uma caracteristica homoplasica em Dendrobranchiata,
sendo a morfologia arredondada a mais plesiomérfica, ocorrendo em Acetes spp. e Aristeus
antennatus (Risso, 1816) em Penaeoidea (Medina, 1995b). Contudo, a ultraestrutura do

espermatozoide em Luciferidae mostra certa semelhanca com a ordem Euphausiacea. As diferencas
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entre esta ordem e Luciferidae foram a cépsula externa a membrana plasméatica e o material
nucleocitoplasmatico granular (Medina et al., 1998). Assim, nos parece que B. faxoni, devido ao
aspecto fibroso do material genético e as poucas vesiculas eletronlicidas, o que também é comum
em Sergestoidea e Penaeoidea, merece ainda ser tratado como Dendrobranchiata. Somente com o
aumento dos estudos ultraestruturais e moleculares com mais espécies de Luciferidae sera possivel
preencher as lacunas para as davidas levantadas na literatura sobre a posicdo filogenética desta
familia (Wolfe et al., 2019)

A vesicula acrossomal constituida por capuz acrossomal e espinho longo ou curto,
observada em Penaeidae, Solenoceridae, Parapenaeidae, Trachypenaeidae e Sicyoniidae € um
carater homoplasico (Kleve et al., 1980; Medina et al., 1994a; Medina, 1995a, 1995b; Medina et al.,
2006b; Camargo et al., 2016, 2017). Assim, a sinapomorfia para a vesicula acrossomal de
Penaeidae é apresentar capuz acrossomal simétrico com espinho reto longo ou curto (Dougherty e
Dougherty, 1989; Krol et al., 1992; Medina et al., 1994; Alfaro, 2007; Alfaro et al., 2017; Kang et
al., 2008; Fransozo et al., 2016; Camargo et al., 2017). O capuz acrossomal de Penaeidae pode
apresentar uma regido concava, na qual o material subacrossomal fica alojado, caracteristica
compartilhada por Fenneropenaeus chinensis (Osbeck, 1765), Litopenaeus, Melicertus e Penaeus
(Medina 1994; Pongtippatee et al. 2007; Kang et al 2008; Camargo et al., 2017), sendo esta ausente
em Farfantepenaeus, Marsupenaeus e aparentemente em Fenneropenaeus indicus (H. Milne
Edwards, 1837 [in Milne Edwards, 1834-1840]) devido a baixa resolucdo das imagens disponiveis
(Mohamed e Diwan, 1993; Medina et al. 1994, Camargo et al., 2017). Desta maneira, devido a estas
caracteristicas da vesicula acrossomal e do sistema reprodutor masculino de Litopenaeus,
Farfantepenaeus, Melicertus, Fenneropenaeus e P. monodon (Salti et al., capitulo 1) ocorrerem
diversas vezes nos diferentes géneros e, provavelmente no mesmo género, nao nos parece adequada
a proposta de restauracdo do género Penaeus baseado somente na filogenia molecular (Ma et al.,

2011).
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Em Solenoceridae a caracteristica exclusiva é a vesicula acrossomal com o capuz
acrossomal assimétrico também com o espinho reto (Medina et al., 2006b). A familia Parapenaeidae
apresenta a vesicula acrossomal com o capuz acrossomal simétrico, porém este apresenta uma
protuberancia central projetada em dire¢do ao citoplasma subacrossomal e também o espinho reto
(Medina, 1994; Scelzo e Medina, 2003; Camargo et al., 2017). A caracteristica compartilhada em
Trachypenaeidae, considerada a sinapomorfia, é a vesicula acrossomal apresentar um espinho
delgado, longo e curvo, detectado tanto por microscopia eletronica de transmissdo e varredura, e 0
capuz acrossomal simétrico (Bauer e Min, 1993; Alfaro et al., 2003; Camargo et al., 2017). Em
Sicyoniidae, por sua vez, o capuz acrossomal pode apresentar duas morfologias distintas, sendo o
espinho reto e simétrico em S. typica e Sicyonia carinata (Brunnich, 1768) (Medina, 1994;
Camargo et al., 2016) enquanto em Sicyonia ingentis ocorre esta mesma morfologia, porém o capuz
acrossomal € extremamente delgado e em Sicyonia dorsalis o espinho € reduzido com a vesicula
acrossomal volumosa e longa (Kleve et al., 1980; Medina, 1994a; Camargo et al., 2016). Contundo
a principal sinapomorfia em Sicyoniidae € a regido subacrossomal muito complexa (Kleve et al.,
1980; Scelzo e Medina, 2003, 2004; Medina et al., 2006a; Camargo et al., 2016).

Outra caracteristica somente encontrada em Acetes é a camara perforatorial ou
perforatorium, como descrito pela primeira vez em A. petrunkevitchi (Scelzo e Medina, 2004).
Embora a estrutura da camara perforatorial das amostras provenientes de museu ndo tenha sido
fixadas de maneira adequada, para a microscopia eletrdnica de transmissdo, o que pode levar a
alteracbes de formato, a sua presenca é confirmada. Apesar destes artefatos, tanto a camara
perforatorial como a vesicula acrossomal apresentam a maior diferenca em nimero de caracteres
entre A. petrunkevitchi e as demais espécies de Acetes, como A. americanus, A. marinus e A.
paraguayensis, sendo, talvez, a maior divergéncia na ultraestrutura do espermatozoide observada
em espécies do mesmo género dentro de crustaceos Decapoda. Apesar de Camargo et al. (2016)

demonstrarem que S. dorsalis apresenta algumas caracteristicas bastante distintas das demais
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espécies de Sicyonia descritas, estas sd0 menos acentuadas quando comparado com as diferencas
encontradas no presente trabalho para o género Acetes. Em A. petrunkevitchi destaca-se a0 menos
dez caracteres distintos das demais espécies de Acetes, enquanto que em A. americanus, A. marinus
e A. paraguayensis diferenciam-se entre si principalmente pela camada interna do acrossomo e
tamanho do espermatozoide, o que parece estar em acordo com os trabalhos realizados com a
ultraestrutura em espécies do mesmo género ou géneros proximos (Klaus et al., 2009; Tiseo et al.,
2017; Assugeni et al., 2017; Garcia-Bento et al., 2018; Camargo et al., 2017, 2020).

A vesicula acrossomal de A. petrunkevitchi apesar de relembrar muito a observada em
Brachyura, e devido a isso possui uma terminologia similar (Scelzo e Medina, 2004), apresenta a
zona acrossomal interna e externa, além da protuberancia apical, vesiculas nucleocitoplasmaticas
eletrondensas distribuidas de maneira aleatoria como caracteristicas completamente impares para
figurar no mesmo género. Vereshchaka et al. (2015) por meio da morfologia do petasma, parte
modificada da antena | (6rgdo enganchador) e fotdforos, demonstraram a monofilia do clado
formado entre o género monotipico Peisos e Acetes. Sendo assim, P. petrunkevitchi foi incluido no
género Acetes (Vereshchaka et al., 2015). Como observado no presente trabalho, a morfologia do
sistema reprodutor de A. petrunkevitchi e das demais espécies de Acetes, como A. americanus, A.
marinus e A. paraguayensis, sdo similares, mas ndo idénticas como para A. americanus, A. marinus
e A. paraguayensis. Sendo assim, a complexa morfologia do espermatozoide de A. petrunkevitchi
ndo nos parece justificar a sua inclusdo no género Acetes, uma vez que 0 espermatozoide de A.
americanus, A. marinus e A. paraguayensis se assemelham mais com o descrito para outro género,
Eusergestes, do que com A. petrunkevitchi. O espermatozoide de Eusergestes apresenta somente
duas diferencas em relacdo a A. americanus, A. marinus e A. paraguayensis, sendo a auséncia de
vesicula acrossomal e o material citoplasmatico ndo se mistura com o nucleoplasma. Desta maneira,

a inclusdo de Peisos em Acetes nos parece duvidosa e mostra a necessidade de uma analise

103



Fernanda Cristina Salti

molecular a fim de solucionar esta problematica taxondmica, para comprovar ou ndo a ddvida aqui
levantada.

Neste trabalho nds caracterizamos pela primeira vez, o sistema reprodutor masculino para
representantes de Sergestidae e Luciferidae, as quais compdem a superfamilia Sergestoidea. Este
trabalno é fundamental para entendermos como ocorreu a evolucdo deste sistema em
Dendrobranchiata, uma vez que, até 0 momento, esta a morfologia era praticamente desconhecida
para Sergestoidea e bem descrita em parte de Penaeoidea, principalmente Penaeidae. Alem disso,
foram acrescentados dados importantes para a ultraestrutura do espermatozoide, levantando dividas
sobre a inclusdo do género Peisos em Acetes. Assim, o ancestral hipotético de Dendrobranchiata
possivelmente apresentava o vaso deferente com dois dutos, como Sergestidae, Aristeidae,
Benthesicymidae, Solenoceridae e Penaeidae. Este ainda provavelmente possuia a morfologia da
glandula acesséria simplificada, com somente uma camara, observada em Sergestidae,
Farfantepenaeus spp. (Penaeidae) e nas familias Trachypenaeidae e Parapenaeidae e deveria
apresentar o espermatoforo complexo, assim como Sergestidae, Benthesicymidae, Solenoceridae,
Penaeidae e Trachypenaeidae. Em relacdo ao espermatozoide, este deveria ser arredondado, com
auséncia de envoltorio nuclear, permitindo a mistura do material nuclear com o citoplasmatico,
sendo a cromatina fibrilar, o que é observado em todos os Dendrobranchiata conhecidos, e a
vesicula acrossomal ausente, observada em algumas espécies de Luciferidae, Sergestidae e
Aristaeidae. Desta maneira, fica claro que existe a necessidade de esclarecer as relacbes de
parentesco de Sergestoidea, principalmente Luciferidae, e buscar caracteristicas compartilhadas

entre Dendrobranchiata e Pleocyemata para a reconstrucdo do ancestral em Decapoda.
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Tabela 1. Cdodigo de acesso do GenBank das sequéncias concatenadas dos genes 16S rDNA e COI
utilizadas neste estudo.

Espécies Familia/Tribo COl 16S
Rimapenaeus constrictus Trachypenaeini KF783863.1 KT959496.1
Xiphopenaeus kroyeri KX196599.1 AF192093.1
Parapenaeopsis cornuta KP072694.1 KP059284
Parapenaeopsis stylifera KF613003.1 HF674732.1
Artemesia longinaris Parapenaeini KF572115.1 MF490228.1
Parapenaeus sextuberculatus KP072693.1 KP059283.1
Parapenaeus fissuroides KR738732.1 KR738736.1
Parapenaeus americanus KP072655.1 KP059267.1
Farfantepenaeus duorarum Penaeini MHO087613.1 AF279812.1
Farfantepenaeus aztecus KU906027.1 AF192051.1
Litopenaeus setiferus MH087517.1 AF279819
Penaeus monodon MF563565.1 MF563557.1
Farfantepenaeus brasiliensis KF989421.1 AF192053.1
Melicertus kerathurus JQ623953.1 AF279826
Litopenaeus schmitti KX196596.1 AF192086.1
Litopenaeus vannamei AY781297.1 AF192089.1
Sicyonia dorsalis Sicyoniidae KX196550.1 AY601740.1
Sicyonia typica KX196577.1 KX196537.1
Sicyonia burkenroadi KX196545.1 AY601741
Sicyonia carinata KX196547.1 KX196475
Sicyonia picta KX196575.1 KT935432.1
Sicyonia mixta KX196568.1 KT935438.1
Sicyonia martini KX196566.1 KT935441.1
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Espécies Familia/Tribo CoOl 16S

Pleoticus muelleri Solenoceridae KY233184.1 LC121754.1
Hymenopenaeus equalis KX530789.1  KX530793
Solenocera koelbeli KU877967.1  KU877984
Solenocera membranacea JQ305939.1 FR849633.1
Aristaeopsis edwardsiana Aristeidae - AY601734.1
Aristaeomorpha foliacea JQ305888.1 LC466633.1
Gennadas bouvieri Benthesicymidae MH572680.1 -
Gennadas valens MH572544.1 MH543000.1
Bentheogennema intermedia MH572671.1 -
Acetes americanus Sergestidae KX196595.1  KX196538
Acetes petrunkevitchi KX196598.1  KX196540
Deosergestes corniculum MF197258.1 MF197226.1
Lucensosergia lucens AB826490.1 AB705159.1
Belzebub faxoni Luciferidae KY449064.1 -
Belzebub hanseni KF977291.1 -
Belzebub intermedius KF977294.1 -
Lucifer typus GU183792.1 -
Outgroup

Stenopus hispidus MF490041.1 MF490146.1
Dromia erythropus MF490082.1 MF490178.1
Uca maracoani LCO087974.1 KT279699.1
Euphasia krohni AY601083.1 MG677869.1
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Tabela 2. Matriz com os estados dos caracteres morfologicos “vaso deferente”, sendo simples (1) e complexo (2),
“glandula acessoria da ampola”, sendo ausente (0), simples (1) e complexa (2) e “espermatoforo”, sendo simples (1),
unidades esféricas (2) e complexo (3). O (*) refere-se a espécie inclusa somente no mapeamento dos caracteres.

Espécies Familia/Tribo Vaso deferente Glandula acesséria  Espermatéforo
Rimapenaeus constrictus Trachypenaeini 1 1 4
Xiphopenaeus kroyeri 1 1 4
Parapenaeopsis cornuta ? ? ?
Parapenaeopsis stylifera ? ? ?
Artemesia longinaris Parapenaeini 1 1 2
Parapenaeus sextuberculatus ? ? ?
Parapenaeus fissuroides ? ? ?
Parapenaeus americanus 1 1 2
Farfantepenaeus duorarum Penaeini 2 1 3
Farfantepenaeus aztecus 2 1 3
Litopenaeus setiferus 2 2 3
Penaeus monodon 2 ? 2
Farfantepenaeus brasiliensis 2 1 3
Melicertus kerathurus 2 1 3
Litopenaeus schmitti 2 2 3
Litopenaeus vannamei 2 2 3
Sicyonia dorsalis Sicyoniidae 1 0 1
Sicyonia typica 1 0 1
Sicyonia burkenroadi ? ? ?
Sicyonia carinata ? ? ?
Sicyonia picta ? ? ?
Sicyonia mixta ? ? ?
Sicyonia martini ? ? ?
Pleoticus muelleri Solenoceridae 2 0 3
Hymenopenaeus equalis ? ? ?
Solenocera koelbeli ? ? ?
Solenocera crassicornis ? ? ?
Solenocera membranacea ? ? ?
Aristaeopsis edwardsiana Aristeidae 2 0 ?
Aristaeomorpha foliacea ? ? ?
Gennadas bouvieri Benthesicymidae ? ? ?
Gennadas valens ? ? ?
Benthesicymus sp. (*) 2 0 3
Acetes americanus Sergestidae 2 1 3
Acetes petrunkevitchi 2 1 3
Lucensosergia lucens ? ? ?
Deosergestes corniculum ? ? ?
Belzebub faxoni Luciferidae 1 0 1
Belzebub hanseni ? ? ?
Belzebub intermedius ? ? ?
Lucifer typus ? ? ?
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Tabela 3. Comparacao dos caracteres ultraestruturais do espermatozoide entre espécies de Sergestoidea estudadas no presente trabalho e disponiveis na
literatura cientifica.

Caracteristicas do

espermatozoide Luciferidae Sergestidae
Belzebub faxoni Acetes americanus Acetes marinus Acetes paraguayensis Acetes petrunkevitchi
Arredondado a Arredondado a
Formato elipsdide Arredondado a elipsdide elipsoide Arredondado a elipséide Ovoide a fusiforme!*
Material genético Nucleocitoplasmatico Nucleocitoplasmatico Nucleocitoplasmatico  Nucleocitoplasmatico Nucleocitoplasmatico!
Distribuicdo da cromatina Compacta e fibrosa ~ Compacta e fibrosa Fibrosa Fibrosa Descondensada e granular'*
Distribuidas no
Distribuigéo das vesiculas Periferia Periferia Periferia Periferia nucleocitoplasma’*
Quantidade de vesiculas Poucas Muitas Muitas Muitas Muitas*
Eletrondensidade das vesiculas  Eletronlucidas Eletronldcidas Eletronldcidas Eletronldcidas Eletrondensas'*
Vesicula acrossomal Ausente Presente Presente Presente Presente!
Tamanho da vesicula acrossomal - Pequena Pequena Pequena Grande!*
Classificacdo da zona interna do
acrossoma - Simples Simples Simples Complexal*
Zona externa do acrossoma - Homogénea Homogénea Homogénea Heterogéneal*
Camara perforatorial - Presente Presente Presente Presente?
Formato da camara perforatorial - Arredondada Alongada Alongada Alongadal*
Volume da camara perforatorial
em relacdo ao acrossoma - Grande Grande Grande Pequeno’*
Protuberancia apical - Ausente Ausente Ausente Presentel*

Presente trabalho; * Scelzo e Medina (2004)
Caracteristicas que se diferem entre as espécies estdo representadas pelo simbolo (*)
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Figura 1. Sistema reprodutor masculino de Luciferidae. A. Vista geral do sistema reprodutor
masculino de Belzebub faxoni com testiculos e vaso deferente do animal em corte longitudinal.
Coloracdo: HE. B. PVD com epitélio simples e cubico e espermatozoides livres no lamen.
Coloragdo: HE. C. Vista geral da MVD apresentando um Unico duto com espermatozoides sendo
concentrados em uma margem do lumen pela secrecdo acidéfila. Coloragdo: HE. D. Detalhe da
compactacdo dos espermatozoides no MVD de B. faxoni devido a secrecdo acidéfila (seta preta)
com aspecto coagulado e heterogéneo. Coloragéo: HE. E. Dilatacdo da ampola terminal de B. faxoni
apresentando somente a extensdo da DVD com maior volume secre¢do que na regido média. Nota-
se que o vaso deferente € duto simples contendo espermatozoides imersos em secrecdo acidofila.
Coloracédo: HE. F. Técnica de PAS evidenciando o carater fracamente positivo para polissacarideos
neutros da secrecdao luminal. G. Secrecdo luminal que compacta os espermatozoides intensamente
reativa para proteinas. Coloracdo: Xylidine ponceau.

at= ampola terminal; c= cuticula; dvd= vaso deferente distal; ep= epitélio; mc= musculatura; mvd=
vaso deferente médio; pvd= vaso deferente proximal; sz= espermatozoide; s= secrecao; t= testiculo;

vd= vaso deferente.
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Figura 2. Sistema reprodutor masculino de Acetes americanus — Sergestidae. A. Anatomia do
sistema reprodutor masculino de A. americanus formado por testiculos e vaso deferente. B. PVD
com um s6 duto preenchido por espermatozoides livres circundados por secrecdo acidofila.
Coloragdo: HE. C. MVD de A. americanus subdividido em dois dutos: acessorio e espermatico.
Coloracao: HE. D. Detalhe do duto esperméatico mostrando 0s espermatozoides imersos na secre¢do
do tipo | fortemente basofila (seta preta). Coloracdo: HE. E. Detalhe do duto acessorio contendo
secrecdo acidofila com granulos menos intensamente corados (seta preta). Coloracdo: HE. F.
Ampola terminal de A. americanus. Nota-se a extensdo dos dutos acessorio e espermatico e a
glandula acessoria com camara unica. Coloragdo: HE. G. Detalhe do duto espermatico na ampola
com o primérdio do espermatéforo de A. americanus formado por trés secrecdes, sendo a tipo |
fortemente basofila, a tipo 11 acidéfila e a tipo 111, mais externa, compacta e intensamente acidofila.
Coloracdo: HE. H. Detalhe da glandula acessdria contendo secrecdo fortemente acidofila e
homogénea, circundada por uma espessa camada de musculatura. Coloracdo: HE. 1. Técnica de
Xylidine ponceau para deteccdo de proteinas, na qual a secrecdo da glandula é positiva (cabeca de
seta), a secrecdo do duto acessorio é fortemente positiva (seta preta) e no duto espermatico, a tipo |
e Il sdo reativas. J. Auséncia de reacdo para polissacarideos neutros da secrecdo da glandula
acessOria e pequena reatividade para a secrecdo do duto acessorio e espermatico. Coloracao: PAS.

ad= duto acessorio; at= ampola terminal; dvd= vaso deferente distal; ep= epitélio; gl=glandula; mc=
musculatura; mvd= vaso deferente médio; pvd= vaso deferente proximal; sd= duto espermatico; sz=
espermatozoide; s= secrecao; s1= secre¢do do tipo I; s2= secrecdo do tipo Il; s3= secrecao do tipo

I11; t= testiculo.
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Figura 3. Sistema reprodutor masculino de Acetes marinus — Sergestidae. A. Anatomia do
sistema reprodutor masculino de A. marinus, o qual é constituito de testiculo e vaso deferente
pareados. B. PVD apresentando somente um duto com espermatozoides livres em pequena
quantidade de secrecdo acidofila (cabeca de seta). Coloragdo: HE. C. MVD subdividido em dois
dutos: acessorio e espermatico. Nota-se o epitélio simples e cibico em ambos. Coloragdo: HE. D.
Detalhe da MVD mostrando o duto acessério preenchido por secrecdo acidofila recoberta por
delgada camada basofila (seta branca) e separado do duto espermaético por tecido conjuntivo (seta
preta). No duto espermatico encontram-se 0s espermatozoides imersos em secre¢do acidofila, a tipo
I. Coloragdo: HE. E. Ampola terminal apresentando a continuacdo dos dutos espermatico e
acessorio, porém com glandula acessoria simples. Coloracdo: HE. F. Primordio do espermatoforo
no duto espermatico. Nota-se a secrecdo tipo | acidofila, onde os espermatozoides estdo imersos, a
tipo Il fortemente acidofila (seta preta) e a tipo 11, delgada formando uma capsula (seta branca).
Coloracdo: HE. G. Detalhe da glandula acessoria de A. marinus contendo secrecdo acidofila e
homogénea, envolta por secrecdo basofila (seta preta). Coloracdo: HE. H. Técnica de Xylidine
ponceau evidenciando o carater proteico das secrecdes dos dutos acessorio, espermatico e da
glandula. 1. Reacdo fortemente positiva da secrecdo do duto acessorio para polissacarideos neutros,
sendo este composto ausente para as demais secre¢Oes dos dutos e glandula, Coloracéo: PAS.

ad= duto acessorio; at= ampola terminal; dvd= vaso deferente distal; ep= epitélio; gl=glandula; mc=
musculatura; mvd= vaso deferente médio; pvd= vaso deferente proximal; sd= duto espermatico; sz=
espermatozoide; s= secre¢do;s1= secrecdo do tipo I; s2= secrecdo do tipo II; s3= secre¢do do tipo

I11; t= testiculo.
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Figura 4. Sistema reprodutor masculino de Acetes paraguayensis — Sergestidae. A. Sistema
reprodutor masculino de A. paraguayensis, apresentando um par de testiculos e vaso deferente. B. A
PVD possui somente um duto com epitélio simples e cubico. No limen, notam-se espermatozoides
livres em pequena quantidade de secrecdo aciddfila (seta preta). Coloracdo: HE. C. MVD com
dutos acessorio e espermatico. Coloracdo: HE. D. Detalhe do MVD com duto acessério preenchido
por somente secrecdo aciddfila. O duto espermatico apresenta 0s espermatozoides imersos em
secrecdo acidofila, a tipo I, circundada pela tipo secrecdo tipo Il mais intensamente acidéfila. Nota-
se que o epitélio de ambos os dutos é cubico simples. Coloracdo: HE. E. Dilatacdo da ampola
terminal na qual observa-se a continuagdo dos dutos espermatico e acessorio, além da glandula
acessoria com uma so camara. Coloracdo: HE. F. Primordio do espermatéforo no duto espermatico.
Nota-se a secrecdo tipo | aciddfila, na qual os espermatozoides estdo embebidos (seta preta), a tipo
I1, intensamente acidofila e mais externa, e a tipo Il formando uma cépsula (cabega de seta).
Coloracdo: HE. G. Detalhe da glandula acessoria simples com secrecdo acidofila de aspecto
filamentoso. Coloracdo: HE. H. Reacgéo positiva para proteinas das secreces dos dutos acessorio,
espermatico e na secrecdo glandular homogeneamente corada ao Xylidine ponceau. |. Reacao
fracamente positiva para polissacarideos neutros nas secre¢des dos dutos acessorio, espermatico e
da glandula acessoria. Coloracédo: PAS.

ad= duto acessorio; at= ampola terminal; dvd= vaso deferente distal; ep= epitélio; gl=glandula; mc=
musculatura; mvd= vaso deferente médio; pvd= vaso deferente proximal; sd= duto espermatico; sz=
espermatozoide; s= secrecao; s1= secre¢do do tipo I; s2= secrecdo do tipo Il; s3= secrecao do tipo

I11; t= testiculo.
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Figura 5. Sistema reprodutor masculino de Acetes petrunkevitchi — Sergestidae. A. Anatomia
do sistema reprodutor de A. petrunkevitchi o qual é constituido por testiculos e vasos deferentes,
ambos pares. B. PVD de A. petrunkevitchi formado por um duto contendo espermatozoides livres
imersos em secrecao fortemente baséfila (seta preta). Nota-se o epitélio cubico simples desta regido.
Coloragdo: HE. C. MVD divida em dois dutos justapostos e independentes: duto acessorio e
espermatico. Coloracdo: HE. D. Detalhe do MVD evidenciando o duto acessério contendo secrecao
baséfila, com granulos periféricos envolto por uma camada acidofila e outra baséfila, mais externa.
O duto espermatico contém espermatozoides imersos em secrecdo baséfila e uma segunda secrecdo
acidofila (seta branca). Nota-se a camada de tecido conjuntivo separando os dutos (seta preta). E.
Ampola terminal de A. petrunkevitchi formada com a extensdo do DVD e a glandula acessoria
simples. No duto acessorio a secre¢do seminal assume aspecto basoéfilo e granular. A ampola da
DVD tem espessa camada de musculatura. Coloracdo: HE. F. Primordio do espermatoforo de A.
petrunkevitchi contendo a secrecéo tipo | fortemente basofila, a tipo 1l fortemente acidofila e a tipo
I11 delgada apresentando aspecto de secrecdo polimerizada tipo quitina. Coloracdo: HE. G. Detalhe
da glandula acessoria contendo secrecdo luminal fortemente acidofila. Coloracdo: HE. H. Evidéncia
de carater proteico das secre¢fes do duto espermatico, a secrecdo granular do duto acessoério e a
secrecdo homogénea da glandula (seta preta). Coloracdo: Xylidine ponceau. I. Técnica de PAS para
deteccdo de polissacarideos neutros, as secrecdes da glandula e duto espermatico (cabeca de seta)
sdo intensamente positivas, sendo a secrecao do duto acessorio heterogénea com materiais mais e
menos positivos.

ad= duto acessorio; at= ampola terminal; dvd= vaso deferente distal; ep= epitélio; gl=glandula; mc=
musculatura; mvd= vaso deferente médio; pvd= vaso deferente proximal; sd= duto espermatico; sz=
espermatozoide; s= secrecao; s1= secre¢do do tipo I; s2= secrecdo do tipo Il; s3= secrecao do tipo

I11; t= testiculo.
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Figura 6. Ultraestrutura do espermatozoide de Belzebub faxoni, Acetes americanus e Acetes
marinus. A. Espermatozoide de B. faxoni com formato arredondado e auséncia de vesicula
acrossomal. Nota-se o material nucleocitoplasméatico e as poucas vesiculas eletronllcidas. B.
Detalhe da vesicula eletronltcida na periferia (seta branca). C. Espermatozoide de A. americanus
com formato eliptico. Observa-se ainda, 0 material nucleocitoplasmatico, a vesicula acrossomal e as
vesiculas eletronlicidas periféricas (seta branca). D. Vista geral da vesicula acrossomal de A.
americanus, a qual apresenta a camara perforatorial, a zona interna eletronllcida (seta branca) e a
zona externa eletrondensa. E. Detalhe da vesicula acrossomal. Nota-se a unidade de membrana que
delimita a camara perforatorial (seta preta). F. Aspecto arredondado do espermatozoide de A.
marinus, o qual apresenta a vesicula acrossomal, o material nucleocitoplasmético e as vesiculas
eletronllcidas periféricas (seta branca). G. Detalhe da vesicula acrossomal de A. marinus. Nota-se a
zona interna eletrondensa (seta preta) e a zona externa eletronltcida e homogénea. H. Destaque no
material nucleocitoplasmatico fibroso e as vesiculas eletronlicidas periféricas de A. marinus.

av= vesicula acrossomal; n= ndcleo; oa= zona externa;, p= camara perforatorial; sz=

espermatozoide; v= vesiculas.
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Figura 7. Ultraestrutura do espermatozoide de Acetes paraguayensis e Acetes petrunkevitchi.
A. Ultraestrutura do espermatozoide de A. paraguayensis o qual apresenta formato arredondado.
Observa-se a vesicula acrossomal, o material nucleocitoplasméatico fibrilar e as vesiculas
eletronlucidas periféricas (seta branca). B. Detalhe da vesicula acrossomal de A. paraguayensis a
qual apresenta a camara perforatorial alongada de apice agudo, a zona interna eletrondensa (seta
branca) e a externa menos eletrondensa e homogénea. C. Micrografia eletrénica do espermatozoide
de A. petrunkevitchi com formato fusiforme. Observa-se o material nucleocitoplasméatico fibrilar,
descompactado e granuloso. Nota-se ainda a vesicula acrossomal complexa e as mitocéndrias no
nucleocitoplasma. D. Detalhe da vesicula acrossomal de A. petrunkevitchi, formada pela zona
acrossomal interna (regido estriada, regido granular, “central core” e regido basal), a zona
acrossomal externa com duas eletrondensidades, e a camara perforatorial alongada com apice
agudo. Uma estreita banda de citoplasma granular é marcadamente notado, justaposto a vesicula
acrossomal (seta branca). E. Detalhe da regido estriada e granular na camada interna da vesicula
acrossomal. F. Detalhe da base da cAmara perforatorial de A. petrunkevitchi evidenciando a regido
mais volumosa do citoplasma periacrossomal (seta preta), adjacente a base da camara perforatorial
com restos dos centriolos (seta branca). G. Vesiculas eletrondensas aleatoriamente distribuidas no
espermatozoide de A. petrunkevitchi (seta preta). H. Mitocdndrias com poucas cristas e vesicula
eletrondensa (seta preta) no nucleocitoplasma de A. petrunkevitchi.

ap= protuberancia apical; av= vesicula acrossomal; br= regido basal; cc= “central core”; gr= regido
granular; m= mitocbndria; n= ndcleo; oa= zona externa; p= camara perforatorial; sr= regido

estriada; sz= espermatozoide; v= vesiculas.
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Figura 8. Filograma obtido a partir da Inferéncia Bayesiana dos genes 16s rDNA e COl mtDNA. O
suporte de clado estd expresso em probabilidade posterior. Os clados estdo representados pelas
cores, sendo o azul turquesa representando Sergestidae, em roxo encontra-se Luciferidae, a cor
verde representa Trachypenaeidae, Sicyoniidae em amarelo e em azul Parapenaeidae. A cor
vermelha agrupa os Solenoceridae, em alaranjado representa Aristeidae e no tom mais claro

encontra-se Benthesicymidae. Penaeidae esta representado na cor azul claro.
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Figura 9. Mapeamento do carater “vaso deferente” em Dendrobranchiata. A partir da
reconstrucao de estado ancestral do carater “vaso deferente”, sendo que em rosa este ¢ classificado
como complexo e em verde classificado como simples, nota-se que a condi¢do plesiomorfica de
Dendrobranchiata é apresentar o vaso deferente complexo. Este padrdo foi observado em
Sergestidae, Penaeidae, Solenoceridae, Aristeidae e Benthesicymidae. O vaso deferente
simplificado foi observado no clado formado em Parapenaeidae, Trachypenaeidae e Sicyoniidae e

na familia Luciferidae.
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Figura 10. Mapeamento do carater “glandula acesséria” em Dendrobranchiata. Este filograma
mostra a reconstru¢ao de estado ancestral do carater “glandula acessoria”, sendo que em azul a
glandula esta ausente, em rosa este é classificado como complexo e em verde classificado como
simples, nota-se que a plesiomorfia em Dendrobranchiata seria apresentar a glandula acessoria
simplificada. Este padrdo foi observado em Sergestidae, no Penaeidae Farfantepenaeus spp.,

Parapenaeidae e Trachypenaeidae.
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Figura 11. Mapeamento do carater “espermatoforo” em Dendrobranchiata. A reconstrugéo de
estado ancestral do carater “espermatéforo”, sendo que em verde este é classificado como simples,
em azul se refere aos espermat6foros esféricos e em rosa este é classificado como complexo e, nota-
se que a plesiomorfia de Dendrobranchiata é possuir o espermat6foro complexo. Este padréo foi

observado em Sergestidae, Benthesicymidae, Solenoceridae, Penaeidae e Parapenaeidae.
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