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“Mera mudanca ndo ¢ crescimento.
Crescimento ¢ a sintese de mudanca e
continuidade, e onde nao ha continuidade
nao hé crescimento.”
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Resumo

Espécies invasoras sao comuns no mundo e causam diversos impactos a fauna local. Com o
aumento do trafego naval e do uso da dgua de lastro, aumentam as chances de propagagdo de
espécies aquaticas invasoras, sendo o siri Charybdis hellerii um exemplo deste processo, ao
redor do mundo. Diversos estudos foram conduzidos aumentando o conhecimento de
caracteristicas que favorecem a invasdo deste siri, como longo periodo larval, alimentacdo
onivora, crescimento rapido e estocagem de espermatozoides. Apesar dos estudos ja efetuados,
pouco se conhece sobre o sistema reprodutor e o comportamento reprodutivo desta espécie, bem
como se ela segue o padrao mais comum ja descrito para a familia Portunidae. Nas espécies
nativas do género Callinectes os indices hepatossomaticos e gonadossomaticos apresentaram
pouca variacdo. Os vasos deferentes possuem células tipicamente secretdrias. A regido anterior
(AVD) ¢ responsavel por compactar e formar os espermatoforos. Regido média (MVD) onde a
maior parte dos espermatoforos formados ¢ armazenada. Na regido posterior (PVD) nao ¢
encontrado espermatoforos, somente secrecao glicoproteica. A presenca de grande quantidade de
bolsas laterais na MVD e PVD auxilia na producdo de fluido seminal. Deste modo, em
Callinectes as espécies seguem o padrao esperado para formadores de plug espermatico. No caso
de C. hellerii os indices gonadossomaticos e hepatossomaticos foram sempre baixos e
praticamente ndo houve variagdio nem por classe de tamanho ou por sazonalidade. Os
espermatoforos também sao formados na AVD, porém a maioria dos espermatoforos ¢
armazenada na regido distal da AVD. Os espermatdforos ndo possuem parede, somente uma
pelicula mucosa que sofrem deiscéncia em agua do mar, apds passar pelo gondépodo. Todas as
células dos vasos deferentes sdo secretdrias, porém a composi¢do da secrecdo ¢ mais similar a
espécies que ndo sao formadoras de plug. Este padrao exclusivo dentro de Portunidae pode ser
explicado ao analisarmos o sistema reprodutor feminino. Nas fémeas ndo foi encontrado em
nenhum momento plug espermdtico. O recepticulo seminal mantém o mesmo volume
independente do estdgio ovariano e sdo encontrados somente espermatozoides livres no limen.
Os espermatozoides sdo encontrados imersos em secre¢ao rica em polissacarideos dacidos,
encontrados somente apos a copula. A copula de C. hellerii ocorre em estagio intermuda e as
fémeas sdo capazes de copular com mais de um macho antes da ovulacao. Deste modo o sistema
reprodutor de C. hellerii ¢ diferente do padrdo mais comum registrado em Portunidae e mais
similar a subfamilia Thalamitinae. As caracteristicas reprodutivas comportamentais e
morfologicas refletem na variabilidade genética da prole, no qual ha a confirmagdo de poliandria
em C. hellerii. Essas caracteristicas vém a aumentar a variabilidade genética da prole, o que ¢
mais uma caracteristica dentre as j4 conhecidas para a espécie que conferem uma maior
vantagem adaptativa e favorece a colonizagdo de novas areas.

Palavras-Chave: transferéncia espermatica, microssatélites, paternidade, ultraestrutura,
histoquimica.



Abstract

Invasive species are a common occurrence in the world and they cause several impacts to the
local fauna. With the increasing naval traffic (consequently also increasing the use of ballast
water), the potential of spread of aquatic invasive species rise, as the swimming crab Charybdis
hellerii an example of this process around the world. Several studies were conducted increasing
the knowledge of characteristics that favors the invasor of this crab, such as long larval period,
omnivorous diet, rapid growth and sperm storage. Despite these studies, little is known abou the
reproductive system of this species, as well if it has the most common pattern described to
Portunidae. In the native species of the genus Callinectes the hepatosomatic and gonadosomatic
indices had little variation. The vas deferens has typical secretory cells. The anterior region
(AVD) is responsible to compact and form the spermatophores. The median region (MVD) is
where the most of the spermatophores is stored. In the posterior region (PVD) there is no
spermatophores, only glycoproteic secretion. The large quantity of outpockets in the MVD and
PVD aid in the production of the seminal fluid. Thus, in Callinectes the species follows the
expected patern of sperm plug producer. In the case of C. hellerii the gonadosomatic and
hepatosomatic indices were Always low and there was barely any variation among size class or
between seasons. The spermatophores are also formed in the AVD; however most of the
spermatophores are stored in the distal portion of the AVD. The spermatophores have no wall,
only a mucous pellicle that suffers dehiscence in seawater, after going through the gonopod. All
the cells of the vas deferens are secretory; however the secretion composition is more similar to
species that does not form sperm plug. This exclusive pattern in Portunidae could be explained
as we analyse the female reproductive system. The sperm plug was not found in the females. The
seminal receptacle has the same volume regardless of the ovarian stage and only free
spermatozoa are found inside the lumen. The spermatozoa are found immersed in secretion rich
in acid polysaccharides, which are only found after the copula. The mating in C. hellerii occurs
in intermolt stage and the females are capable to mate with more than one male before ovulation.
Thus, the reproductive system of C. hellerii is different from the most common pattern described
for Portunidae and more similar to the subfamily Thalamitinae. The reproductive behavior and
morphological characteristics reflects in the genetic of the offspring, which confirms the
polyandry in C. hellerii. These characteristics increases the genetic variability which is another
characteristic among others already described to the species that provides more adaptative
advantage and favors the colonization of new areas.

Keywords: sperm transfer, microsatellites, histochemistry, electron microscopy, paternity.
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Introducio

Atualmente, as invasdes bioldgicas sao muito comuns ao redor do mundo e causam
diversos impactos ambientais como predacdo de espécies nativas ou mesmo competicdo por
recursos (Vitousek et al.,, 1997; Ricciardi et al., 2000). Dentre as diferentes formas de invasdo,
em organismos aquaticos, a agua de lastro é considerada um dos principais meios de introdugdes
de espécies ndo nativas em ambientes marinhos, devido principalmente a intensificagdo do
trafego de navios (Kerckhof et al., 2007; Katsanevakis et al., 2014). Um exemplo proposto para
este tipo de invasdo foi o siri Charybdis hellerii (A. Milne-Edwards, 1867) espécie originaria do
Indo-Pacifico (Lemaitre, 1995), o qual invadiu e se estabeleceu em diversas partes no mundo e,
ao longo de grande parte da costa brasileira (Sant’Anna et al., 2012a; Rosa 2014; Negri et al.,
2018). A invasdo de C. hellerii na costa brasileira teve como origem, em sua maioria, de
individuos provenientes de populagdes que se estabeleceram no mar Mediterrdneo ¢ somente
uma pequena parcela das populagdes estabelecidas no Brasil foi proveniente do local nativo da
espécie (Negri et al., 2018)

Charybdis hellerii mostra varios fatores que favorecem a colonizagdo, como 1) longo
periodo de desenvolvimento larval; 2) rapido crescimento e maturacao sexual; 3) dieta variada e
onivora, 4) habilidade de armazenar espermatozoides ¢ 5) produzir varias massas de ovos com
alta fecundidade (Dineen et al., 2001; Sant’Anna et al., 2012; 2015). O habitat em que C. hellerii
vive varia de acordo com o local de invasao e ¢ capaz de se adaptar tanto em substratos arenosos
como em substratos rochosos (Lemaitre, 1995; Dineen et al., 2001; Mantelatto e Garcia, 2001;
Sant’Anna et al., 2012). No Brasil, inicialmente foi encontrado na costa do Nordeste (Carqueija e
Gouvea, 1996; Calado, 1996) e no Sudeste (Tavares e Mendonga Jr., 1996) e se estabeleceu

rapidamente na costa brasileira (Mantelatto e Dias, 1999; Mantelatto e Garcia, 2001; Sant’ Anna
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et al., 2012; 2015). Na costa o estado de Sao Paulo foi demonstrado que este siri invasor ocupa
principalmente substratos consolidados, como o intertidal de costdes rochosos com maior
salinidade co-existindo com diversas espécies nativas (Sant’Anna et al., 2012).

Apesar de C. hellerii ter diversos registros no mundo e evidéncias de comunidades
estabelecidas nos locais introduzidos (Dineen et al., 2001; Mantelatto e Garcia, 2001; Sant’ Anna
et al, 2012), ainda pouco se sabe a respeito de sua biologia reprodutiva, havendo
majoritariamente dados ecologicos a respeito da espécie (Dineen et al., 2001; Mantelatto e
Garcia, 2001; Bolafos et al., 2012; Sant’Anna et al., 2012; 2015; Watanabe et al., 2015). Tendo
em vista os problemas que espécies invasoras causam, C. hellerii também ndo estd isenta de
exercer pressdo sobre as populagdes nativas de Brachyura, como foi sugerido em relagdo ao
declinio de populagdes de Cronius ruber (Lamarck, 1818) por Mantelatto et al. (2009) e
demonstrado na Baia de Santos-Sao Vicente (Sant’Anna et al., 2012).

Além do sucesso da invasdo de C. hellerii no Atlantico oeste (Mantelatto e Dias, 1999;
Dineen et al., 2001; Tavares e Amouroux, 2003; Moran e Atencio, 2006; Sant’ Anna et al., 2012;
2015, Negri et al., 2018), outras espécies do género Charybdis j4 sao reportadas no mar
Mediterraneo como Charybdis feriata (Linnaeus, 1758) por Abell6 e Hispano (2006) e
Charybdis lucifera (Fabricius, 1798) em Mizzan e Vianello (2009), o que € um alerta em relacao
ao potencial invasor do género Charybdis. Isso torna os estudos sobre estas espécies importantes
e necessarios para a melhor compreensao delas em futuras tentativas de controle da invasao,
sendo a prevencao sempre a estratégia mais sensata € menos honerosa.

Em razdo da dificuldade de controlar todas as variaveis na natureza, o conhecimento
sobre a etologia reprodutiva de Portunidae vem sendo estudada principalmente por meio de

experimentos em cativeiro em condigdes controladas (Pinheiro e Fransozo, 1999). Entre as
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tematicas cientificas ainda pouco exploradas para C. hellerii esta o comportamento reprodutivo.
Para a familia Portunidae, a comunicacao e reconhecimento sexual sdo realizados principalmente
por meio de estimulos tateis, visuais e/ou quimicos (Hartnoll, 1969; Pinheiro e Fransozo, 1999).
Nesta familia, tém-se como padrido de copula, longos periodos de “abrago” pré e pos-
copulatérios simultaneamente com a muda da puberdade, estando a fémea assim, com o
exoesqueleto flacido (Hartnoll 1969, Pinheiro e Fransozo 1999). Por outro lado, nos Portunidae
da mesma subfamilia de C. hellerii, Thalamitinae, Thalamita picta Stimpson, 1858, Thalamita
prynma (Herbst, 1803) e Thalamita sima H. Milne Edwards, 1834, as fémeas sdo capazes de
copularem no periodo intermuda, ou seja, com a carapaga rigida (Norman 1996; Norman et al.,
1997; 1999).

Estudos do comportamento reprodutivo em Charybdis foram reportados para uma sé
espécie C. feriata (Soundarapandian et al., 2013). Segundo estes autores, a copula ¢ realizada
com a fémea durante a muda da puberdade (padrao mais comum para Portunidae), com longos
periodos de abraco pré (quatro dias) e pos-copulatorios (12 horas), sendo a duragdo da copula de
11 horas. Este tempo total de copula ¢ bem menor em relagdo a espécie nativa do Brasil como
Arenaeus cribarius (Lamarck, 1818) que teve duragdo média de 30 dias de abraco pré-
copulatorio, 17 horas de tempo de copula e 30 dias de abrago pods-copulatorio (Pinheiro e
Fransozo, 1999). Contudo, este tempo de copula foi semelhante ao de Portunus pelagicus
(Linnaeus, 1758), da Oceania, Charybdis feriata (Linnaeus, 1758) de origem Indo-Pacifica e
Carcinus maenas (Linnaeus, 1758), cuja origem ¢ europeia e, também, apresenta potencial como
invasor (Fielder e Eales, 1972; Berril e Arsenault, 1982; Grosholz e Ruiz, 1996; Thresher et al.,
2003). Charybdis feriata ainda nao pode ser considerado um invasor, apesar de ja ter sido

registrado no Mar Mediterraneo (Abelld6 e Hispano, 2006). Este tipo de comportamento
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reprodutivo é o esperado para seu congénere C. hellerii que ainda ndo possui nenhum estudo
neste tema. Considerando outros Thalamitinae como 7. picta, T. prymna, ¢ T. sima € o0s
congéneres Charybdis japonica (A. Milne-Edwards, 1861) e Charybdis longicollis (Leene, 1938)
que diferem do padrdo mais conhecido de copula em Portunidae e realizam copula com fémea
em estagio intermuda (Norman 1996; Norman et al., 1997; 1999; Innocenti et al., 1998; Baker et
al., 2018). Adicionalmente, atividades de campo realizadas pelo grupo de pesquisa, onde esta
tese foi desenvolvida, foi constatado ao menos um casal de C. hellerii em copula, sendo a
condi¢do da carapaga da fémea rigida (Timéteo Tadashi Watanabe e Bruno Sampaio Sant’ Anna,
observacao pessoal, 2012). Apesar de ser uma Unica observagdo, tal evento sugeriu a
possibilidade de ocorréncia de poliandria, o que resultou em uma série de eventos que
culminaram em parte nesta tese, vislumbrando a possibilidade das fémeas aumentarem a
variabilidade genética dos descendentes, sendo este um aspecto vantajoso para um organismo
invasor (Norman et al., 1999; Cornell e Tregenza, 2007). Assim, o presente estudo pretende
fechar lacunas importantes para a compreensao do sucesso da invasdao deste animal ao redor do
mundo.

Outro aspecto importante a ser estudado sobre a biologia reprodutiva de crustaceos ¢ a
morfologia do sistema reprodutor. Por meio da morfologia, histologia e ultraestrutura, podem-se
obter informagdes detalhadas dos mecanismos da transferéncia espermatica (Beninger et al.,
1988; 1993; Zara et al., 2012; 2014). Em Brachyura, a complexidade do processo de inseminacao
tende a ser maior em relagao a outros grupos de crustaceos, uma vez que a inseminagao € interna,
levando a estocagem de fluido seminal para posterior fertilizacao (Bauer, 1986). Logo, os
aspectos morfoldgicos do sistema reprodutor de C. hellerii sao de extrema importancia para a

compreensdo da reproducao (Zara et al., 2012; Nascimento ¢ Zara, 2013), o que pode ser chave
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para o entendimento do sucesso de invasdo e estabelecimento das populagdes. O sistema
reprodutor masculino para a vasta maioria dos Brachyura e, Portunidae ndo ¢ uma excecdo,
encontra-se localizado no cefalotérax em forma da letra “H”. Este ¢ constituido por um par de
testiculos, unidos por comissura central logo abaixo do corag¢do. Cada testiculo desemboca no
vaso deferente, o qual termina nos dutos ejaculatorios conectados aos gonopddios por meio do
gonodporo na coxa do quinto pereidopodo (Cronin, 1947; Johnson, 1980; Zara et al., 2012). Apesar
da grande diversidade existente em Brachyura e, em especial a familia Portunidae (Ng et al.,
2008; Evans, 2018), existem poucos estudos conciliando a morfologia, histologia e,
principalmente a ultraestrutura do sistema reprodutor masculino desta familia com representantes
de importancia econdmica (Cronin, 1947; Ryan, 1967; Johnson, 1980; Stewart et al., 2010; Zara
et al., 2012; Nascimento e Zara, 2013). Para o género Charybdis existe somente a descri¢ao da
morfologia geral e a histologia para Charybdis smithii MaclLeay, 1838 em Balasubramanian e
Suseelan (2000), sendo os resultados semelhantes ao encontrado para Callinectes sapidus
Rathbun, 1896 em Cronin, (1947) e Johnson, (1980), P. pelagicus (Stewart et al., 2010) e
Portunus hawaiiensis Herbst, 1783 como Portunus sanguinolentus em Ryan (1967), porém com
lobulos testiculares incompletos. As células germinativas de C. smithii foram descritas como
sincronicas (Balasubramanian e Suseelan, 2000) como ocorrem para a maioria dos siris
(Johnson, 1980; Stewart et al., 2010; Zara et al., 2012; Nascimento e Zara, 2013). Porém a unica
diferenga encontrada em C. smithii ¢ que o vaso deferente anterior, na sua por¢do proximal,
possui epitélio cubico e na porgdo distal, o epitélio ¢ colunar (Balasubramanian e Suseelan,
2000) diferente do padrao para os portunideos (Ryan, 1967; Johnson, 1980; Stewart et al., 2010;
Zara et al., 2012; Nascimento e Zara, 2013). Assim, espera-se que a analise histoquimica e

ultraestrutural comparativa entre o género Callinectes e C. hellerii possam esclarecer se o
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sistema reprodutor masculino deste siri invasor segue o padrao de producdo de espermatozoide,
espermatdforos e fluido seminal tipico de Portunidae ou variagdes neste padrdo possam indicar
provaveis adaptagdes para explicar o sucesso da invasdo deste animal.

O sistema reprodutor feminino em Eubrachyura possui um o6rgdo de origem ecto-
mesodérmica, o receptaculo seminal, cuja fungdo € armazenar espermatozoides para posteriores
eventos de fertilizacao (Diesel, 1989; 1990; 1991; Guinot e Quenette, 2005; Lopez-Greco et al.,
2009; McLay e Lopez-Greco, 2011). Este 6rgdo ¢ fundamental para determinar desde padrdes de
estoque, até evidéncias de competi¢ao espermatica (Diesel, 1991). Na familia Portunidae, assim
como em outros Brachyura, o receptaculo seminal ¢ um 6rgdo par conectado aos ovarios por
meio dos ovidutos. O receptaculo seminal estd posicionado no interior da cavidade
cefalotorécica, abaixo do coracdo, circundada por parte da musculatura de locomog¢ao associada
aos apddemas internos (Pyle e Cronin, 1950).

O receptaculo seminal em Eubrachyura pode ser classificado como dorsal, ventral, ou
intermediario de acordo com a posicao de inser¢ao do oviduto em relacdo a vagina, a qual se
localiza ventralmente (Diesel, 1991; McLay e Lopez-Greco, 2011; Zara et al. 2014). Apesar de
terem provavelmente se derivado de uma caracteristica ancestral totalmente ectodérmica,
observada em Podotremata, chamada espermateca, os receptaculos seminais tipo dorsal sao
considerados o mais proximo da condicdo ancestral (McLay e Lopez-Greco 2011). Em
Portunidae o padrao do receptaculo seminal ¢ majoritariamente dorsal, como ocorre em A.
cribarius (Zara et al., 2014), C. sapidus (Johnson, 1980) e P. pelagicus (Bawab e El-Sherief,
1988). Porém em P. hawaiiensis o receptaculo seminal foi classificado como do tipo
intermediario (Ryan, 1967; Diesel, 1991; McLay e Lopez-Greco, 2011). Estas diferencas de

padrdo morfoldgico estdo relacionadas as modificagdes morfologicas que ocorrem apos a copula,
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quando ocorre a elimina¢do do material seminal transferido pelo macho, levando o receptaculo
do tipo dorsal assumir uma posi¢do praticamente do tipo ventral em espécies como A. cribrarius
(Zara et al., 2014). Adicionalmente, a diferenca nos tipos de receptaculos pode estar relacionada
a copula com mais de um macho, levando a competicdo espermatica (Diesel, 1989; 1991; McLay
e Lopez-Greco, 2011).

A competicdo espermdtica normalmente ¢ limitada em Brachyura, pois os
espermatozoides sdo imoveis e desprovidos de flagelo (Krol et al., 1992). Esta competi¢do torna-
se ainda menor com os diversos mecanismos que impedem a poliandria como a cdpula com a
fémea durante a muda (fémea flacida), seguido pela guarda do macho o qual pode depositar um
tampao de secre¢ao denominado “plug espermatico”, como descrito para Arenaeus, Callinectes e
Portunus ou, em outros casos, quando a fémea realiza a postura dos ovos logo apos a copula
(McLay e Lopez-Greco, 2011). Contudo, com a possibilidade da auséncia destas caracteristicas
durante a copula, como observado em Thalamitinae (Norman et al., 1999), podem diminuir as
chances e a importancia da competi¢ao entre os machos, visto que a possibilidade de poliandria
torna-se plausivel e vantajosa para aumento da variabilidade genética da prole. Em particular
para as familias Cancridae e Portunidae, o fluido seminal produzido no vaso deferente dos
machos forma o “plug” espematico dentro do receptaculo seminal (Hartnoll, 1969; Hinsch,
1988). Este “plug” preenche o receptaculo seminal impedindo ou dificultando a introducdo de
material genético de outros machos (Hines et al., 2004; Hartnoll, 1969; Wolcott et al., 2005; Zara
et al., 2012; 2014). Porém, com o desenvolvimento ovariano, o “plug” espermatico desaparece
apo6s algum tempo e o receptaculo seminal torna-se menor e flacido, como observado em outras
espécies de Portunidae como o Carcininae C. maenas (Spalding, 1942) e nos Portuninae P.

hawaiiensis (Ryan, 1967), P. pelagicus (Bawab e El-Sherief, 1988), Callinectes danae Smith,
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1869 (Zara et al., 2012; 2013) ¢ A. cribrarius (Pinheiro e Fransozo 2002; Zara et al., 2014). Por
sua vez, no Thalamitinae C. smithii ndo existe evidéncia de “plug” no receptaculo
(Balasubramanian e Suseelan, 1998).

Sabendo-se que em Portunidae o “plug” espermatico desaparece apos algum tempo e que
em C. smithii ndo foi detectada a presenca de “plug” espermatico, abre-se, entdo, a possibilidade
das fémeas de C. hellerii ndo possuirem o “plug” e serem poliandras. Entre as vantagens de um
macho copular com varias fémeas, a principal ¢ o aumento do fitness e sucesso reprodutivo do
macho (Bateman, 1942; Emlen e Oring, 1977), o que ¢ um fato comum para Brachyura
(Hartnoll, 1969). Para as fémeas apenas uma copula assegura o armazenamento de
espermatozoides, para posterior fertilizagao e, além disso, o ato da copula traz riscos como danos
fisicos, gasto energético e susceptibilidade a predacao (Blanckerhorn et al., 2002; DiBattista et
al., 2008). Porém considerando uma espécie invasora como C. hellerii, a poliandria poderia
beneficiar a espécie com a protegdao fornecida pelo macho no momento da copula (DiBattista et
al., 2008), aumentar a diversidade genética da prole, evitar incompatibilidades genéticas e
consanguinidade e aumentar a chance de receber genes de maior qualidade dos machos (Jennions
e Petrie, 2000; Zeh e Zeh, 2001; Johnson e Brockmann, 2013). Dado as caracteristicas ja
conhecidas na familia Portunidae, como possibilidade de estocagem de espermatozoide em longo
prazo (Dineen, 1999; McLay e Lopez-Greco 2011; Zara et al., 2014) e a possibilidade da
auséncia de “plug” espermatico em Charybdis, isso permite levantar a hipotese que as fémeas do
siri invasor, C. hellerii, sejam poliandricas como demonstrado para as espécies da familia
Ucididae e Cancridae (Baggio et al., 2011; Jensen e Bentzen 2012; Rojas-Hernandez et al.,
2014). Caso a hipotese da poliandria seja aceita para C. hellerii, esta informagao pode esclarecer

um ponto crucial do sucesso de invasao e estabelecimento deste Portunidae ao redor do mundo,
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saido do padrao monoandrico ou quase monoandrico (12% das fémeas de C. sapidus mostram
dois pacotes de espermatozoide de um ou dois pais) determinado para os siris (para revisao
Jivoff et al., 2007). Tais dados permitirdo estudos posteriores, com outras espécies do mesmo
género, as quais podem apresentar esta e, outras varias caracteristicas, que as favorecem como
invasores potenciais.

Por meio de andlises genéticas pode-se esclarecer a paternidade, realizar a sexagem dos
individuos, definir a estrutura das populagdes, determinar gargalos, padrdoes de migragdo, a
historia demografica das populacdes e detectar introgressao (Frankham et al., 2010; Chambers et
al., 2014). Analises nas diferencas existentes nas sequéncias de DNA entre individuos e entre
populagdes permite explorar os processos evolutivos e eventos demograficos do passado da
espécie (Nosil et al.; 2009). Por outro lado, taxas de dispersdo sdo dificeis de estudar por
observagdo direta, pois muitas vezes sdo baixas e as dispersoes de longa distancia sao
dificilmente mensuradas com precisao (Mirimin et al., 2009). A falta de dispersdo faz com que
os acasalamentos ndo sejam aleatérios e, sendo assim, ocorre déficit de heterozigosidade
(Frankham et al., 2008). Com o uso de marcadores genéticos ¢ possivel fazer inferéncias a
respeito dos padroes de dispersdo da populagdo. Informagdes sobre as paternidades sao
essenciais para o estudo do impacto do endocruzamento, e consequentemente para um maior
entendimento do sucesso reprodutivo de espécies invasoras (Mirimirin et al., 2009; Barret,
2015). Além disso, o conhecimento da composi¢cdo genética de uma espécie invasora ¢ de sua
estrutura populacional ¢ fundamental para as a¢des de conservagdo de organismos endémicos, 0s
quais podem ter seus nichos ameagados por espécies exoticas (Frankham et al., 2008; Mirimirin

et al., 2009).



Marcadores STRs (Short Tandem Repeats), também denominados de microssatélites de
DNA, estdo distribuidos pelo genoma nuclear de eucariotos, e seus polimorfismos sdo resultados
de variagdes no numero de repeti¢des in tandem (uma atras da outra) de uma sequéncia repetitiva
curta de DNA (Bhargava et al., 2010). No caso de STRs estas repeticdes possuem de 1 a 6 bases
que podem se repetir de 5 a 100 vezes por locus (Wan et al., 2004). Em muitos casos, quando
uma populagdo possui um tamanho significativo (N) e os /loci sdo bastante polimorficos,
apresentando alto grau de variabilidade, encontrar as mesmas combina¢des de alelos em dois
individuos ¢ algo bastante raro. Neste contexto a analise destas regides podem revelar
heterozigose ¢ homozigose para cada individuo, sendo assim, sdo muito utilizados para
determinar parentesco, sexo, estrutura e classificacdo de uma populacao (Wan et al., 2004). Com
o advento da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction),
microssatélites sao utilizados como importantes marcadores genéticos, identificados a partir de
um prévio sequenciamento do DNA da espécie (Bhargava et al., 2010). Muitas vezes, podem ser
utilizados primers ou oligonucleotideos de espécies relacionadas para a amplificagdo heterdloga
de microssatélites das espécies de interesse (Farro et al., 2008). Neste contexto, as analises
moleculares revelam que a poliandria, multiplo acasalamento pelas fémeas ¢ altamente difundido
na natureza, incluindo diversas espécies de aves e mamiferos os quais eram considerados
classicamente monogamicos (Waser et al., 2006; Soulsbury, 2010; Chambers et al., 2014,). No
que concerne especificamente a invertebrados diversos trabalhos recentes também apontam que a
multipla paternidade ¢ um evento bastante comum (Yue e Chang, 2010; Jossart et al., 2014).

Trabalhos recentes também apontam que fémeas de diversos crustaceos possuem
comportamento poliandrico, comprovado pela analise de STRs que demonstra claramente a

multipla paternidade em embrides de ovos fecundados (Baggio et al., 2011; Jensen e Bentzen,
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2012; Ma et al., 2013; Rojas-Hernandez et al., 2014; Dennenmoser e Thiel, 2015). Dentre os
trabalhos existentes, recentemente foram identificados em C. feriata 47 STRs sendo que 10 se
apresentaram altamente polimorficas e com heterozigosidade (H) na populagao variando de 41-
81% (Ma et al., 2013). Em razo da grande proximidade filogenética entre C. feriata e C. hellerii
este trabalho abre a perspectiva da utilizagdo de oligonucleotideos hierologos de C. feriata para
estudos populacionais e de paternidade multipla de C. hellerii, o qual apesar de representar uma
espécie invasora ndo s6 no Brasil, mas também em diversos paises como a Venezuela, Colombia,
Estados Unidos e Turquia (Sant’Anna et al., 2012) ainda carece de estudos a variedade
populacional e poliandria. Adicionalmente, a amplificacao hieréloga das STRs permitiria clonar
e sequenciar os microsatelites, permitindo a determinagdo de oligonucleotideos especificos para
STRs de C. hellerii.

Sabe-se que C. hellerii foi bem sucedido, tanto na invasdao, como no estabelecimento de
suas populacdes ao redor do mundo. Com isso vdarios estudos como Dineen et al. (2001),
Mantellato e Garcia (2001), Tavares e Amouroux (2003), Sant’Anna et al. (2012), Watanabe et
al. (2015) e Negri et al. (2018) aumentaram significativamente o conhecimento acerca da
espécie. Nota-se que esta espécie parece influenciar espécies nativas associadas a substratos
consolidados (costdes rochosos) no Brasil, como C. ruber (Mantelatto et al., 2009; Sant’Anna et
al., 2012), nao afetando as espécies de substratos ndao consolidados como os Callinectes
(Sant’Anna et al., 2012). Porém, ainda existem varias lacunas cruciais para o entendimento do
sucesso de invasdo e estabelecimento destes animais. Dentre elas, sem davida, o conhecimento
da biologia reprodutiva ¢ o que se destaca, e varias duvidas ainda necessitam ser esclarecidas,
como elencadas a seguir: 1) quais os principais habitos comportamentais exibidos durante a

copula; 2) as fémeas podem aceitar mais de um macho; 3) as fémeas de C. hellerii recebem ou
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ndo plug espermadtico transferido pelos machos, 4) devido a presenca ou auséncia de plug
espermatico, as fémeas s3o monoandras ou poliandras; 5) se a progénie produzida ¢ oriunda de
um unico ou varios machos.

Baseado nas informagdes disponiveis desta espécie e seu sucesso no processo de invasao,
ao se investigar as questdes previamente levantadas, espera-se que C. hellerii apresente um
padrio de produgdo de fluido seminal, estocagem de espermatozoides, comportamento
reprodutivo e genética da progénie distinto das espécies nativas ja estudadas como Arenaeus e
Callinectes, as quais sdao tipicamente formadoras de “plug” espermatico. Caso isso seja
confirmado, as caracteristicas reprodutivas de C. hellerii podem ser mais um fator adicional para
o sucesso da invasdo, além dos ja levantados por Dineen et al. (2001), fechando assim as lacunas
de conhecimento para esta espécie.

Deste modo, esta tese foi dividida em capitulos, na qual o primeiro trata da morfologia e
ultraestrutura do sistema reprodutor masculino de Callinectes sendo este género considerado
modelo para espécies de Portunidae, e além disso, estas espécies sao tipicamente formadoras de
“plug” espermatico. No segundo capitulo, figura a morfologia e ultraestrutura do sistema
reprodutor masculino do siri invasor C. hellerii mostrando as diferengas para as espécies
formaduoras de plug espermdatico e no terceiro capitulo, ¢ apresentado a morfologia e
ultraestrutura do sistema reprodutor feminino de C. hellerii, com a adigdo comportamento

reprodutivo em laboratorio e a analise de paternidade da progénie deste siri invasor.
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Consideracoes finais

1- Morfologia do sistema reprodutor

Por meio dos resultados deste estudo, podemos observar as diferengas entre o sistema
reprodutor masculino de Portunidae nativo tipicamente produtor de “plug” espermatico do
género Callinectes e do siri invasor Charybdis hellerii. A diferenca do volume dos vasa
deferentia, além de uma composi¢do quimica diferente entre as espécies, mostram indiretamente
estratégias reprodutivas distintas. Desta maneira, em Callinectes, temos a produ¢do de um
grande volume de secrec¢do, que vao formar o “plug” espermatico no recepticulo seminal das
fémeas e espermatoforos com presenca de parede. Ja no caso de C. hellerii, temos um baixo
volume de secre¢do, estocagem de espermatoforos em uma regido distinta da maioria dos outros
Portunidae, espermatoforos sem a presenca de parede, o que confere deiscéncia por acdo
mecanica e osmotica.

As observagdes no sistema reprodutor masculino refletem nos resultados obtidos para o
sistema reprodutor feminino, no qual observamos a presenca de espermatozoides livres dentro do
receptaculo seminal, juntamente com polissacarideos acidos, o que ndo ¢ encontrado no
receptaculo seminal vazio. Além disso, ndo observamos em nenhum momento a presenga de
“plug” espermatico ou pacotes espermaticos o que juntamente com a secre¢ao holdcrina do

receptaculo seminal, misture o material genético dentro dele.

2 — Comportamento reprodutivo e andlise genética da prole

As investigagdes morfoldgicas do sistema reprodutor de C. hellerii deram evidéncias

indiretas para a forma que esta espécie se reproduz. Em condi¢gdes laboratoriais, juntamente com
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o que foi observado em campo, vimos que C. hellerii se reproduz sem depender que a fémeas
esteja em estdgio de muda. Estas observagdes, juntamente com os resultados morfoldgicos se
refletiram no estudo genético da prole da espécie. Charybdis hellerii ¢ comprovadamente uma
espécie poliandrica. A hipotese de que o comportamento reprodutivo e morfologia do sistema
reprodutor de C. hellerii segue o padrio mais comum em Portunidae foi refutada. Estas
caracteristicas aqui descritas sao adicionais a outras ja descritas por estudos anteriores, as quais
em conjunto explicam como esta espécie ¢ bem sucedida na invasdo de novos habitats. Assim,
com esta aberta a possibilidade de que a copula em estdgio intermuda, auséncia de “plug”
espermatico e poliandria descritos para C. hellerii serem um padrao para a subfamilia
Thalamitinae 0 que seria uma caracteristica relacionada a filogenia deste grupo, devendo ser

estudada na regido de dispersao deste género, o Indo-pacifico.
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