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Resumo

Os caranguejos aranha pertencentes a superfamilia Majoidea possuem grande
diversidade de cor, morfologia corporea e de habitat. A familia Mithracidae
recentemente foi revisada com base em dados morfoldgicos e moleculares, sendo assim
novos géneros foram propostos e algumas especiés redistribuidas. O objetivo deste
estudo foi descrever a biologia reprodutiva de alguns membros de Mithracidae por meio
da ultraestrutura dos espermatozoides e espermatdforos utilizando a microscopia
eletronica de transmisséo e varredura, a fim de corroborar hipoteses baseadas em DNA
e morfologia existentes para Mithracidae. Assim, os resultados encontrados na
espermiotaxonomia mostram que esta é uma ferramenta eficiente para o
estabelecimento de relagbes filogenéticas uma vez que, a morfologia dos
espermatozoides, com base no padrdo encontrado em Brachyura, permitiu a divisdo das
espécies entre 0s géneros e, desta maneira, corroborou a filogenia molecular mais
recente para a familia. A histologia do sistema reprodutor masculino e dos receptaculos
seminais (RS) de algumas espécies dos géneros Mithrax, Mithraculus, Damithrax e
Omalacantha foi realizada para verificar mecanismos de transferéncia espermatica. A
histologia dos receptaculos seminais mostrou que as fémeas ndo sdo formadoras de
pacotes espermaticos, ja que todo material genético encontra-se misturado no interior do
RS, sendo assim impossivel identificar se a fémea copula com mais de um macho. Caso
isto ocorra, 0o esperma é utilizado de maneira aleatéria durante o processo de
fertilizacdo, quando o 6rgdo de estocagem torna-se uma ampla camara de fertilizacao.
As secrecdes produzidas pelo epitélio dorsal do receptaculo seminal sdo reativas para
proteinas e polissacarideos neutros, entretanto, ao redor das massas espermaticas foi
encontrada uma secrecdo reativa para polissacarideos acidos. Assim, propfe-se que a
secrecdo ao redor dos espermatozoides no RS com reacgdo positiva para polissacarideos
acidos é proveniente do fluido seminal dos machos com provavel funcao antibacteriana.
A histologia do sistema reprodutor masculino mostrou uma morfologia simplificada
com auséncia de glandulas acessérias. Sendo assim, em espécies com esta caracteristica
pode-se prever que este padrdo reflita na auséncia de pacotes esperméaticos ao menos em

Majoidea.



Abstract

Spider crabs belonging to the superfamily Majoidea possess great diversity of color,
body morphology and habitat. The family Mithracidae has recently been revised based
on morphological and molecular data, thus new genera have been proposed and some
species redistributed. The objective of this study was to describe the reproductive
biology of some members of Mithracidae by means of the ultrastructure of spermatozoa
and spermatophores using transmission and scanning electron microscopy in order to
corroborate the hypotheses based on DNA and morphology existing for Mithracidae.
Thus, the results found in spermiotaxonomy show that this is an efficient tool for the
establishment of phylogenetic relationships based on the morphology of the
spermatozoa, following the pattern found in Brachyura, allowed the division of the
species between the genera and, in this way, corroborated the most recent molecular
phylogeny for the family. The histology of the male reproductive system and the
seminal receptacles (RS) of some species of the genera Mithrax, Mithraculus,
Damithrax and Omalacantha were performed to verify mechanisms of sperm transfer.
The histology of the seminal receptacles showed that females are not spermpacket
forming, since all genetic material is mixed within the RS, thus it is impossible to
identify if the female copulates with more than one male. If this occurs, the sperm is
used at random during the fertilization process, when the storage organ becomes a large
fertilization chamber. The secretions produced by the dorsal epithelium of the seminal
receptacle are reactive for proteins and neutral polysaccharides, however, around the
sperm masses a reactive secretion was found for acidic polysaccharides. Thus, it is
proposed that the secretion around the spermatozoa in RS with positive reaction for acid
polysaccharides comes from the seminal fluid of males with probable antibacterial
function.The histology of the male reproductive system showed a simplified
morphology with absence of accessory glands. Thus, in species with this characteristic
it can be foreseen that this pattern reflects in the absence of spermatic packages at least

in Majoidea.



Introducéo

Os caranguejos aranha pertencentes a superfamilia Majoidea Samouelle, 1819,
ocorrem em diferentes sistemas marinhos e de transi¢do, representando assim parcela
significativa dos braquitros (Hendrickx, 1999). Estes caranguejos estdo classificados
em cinco familias, sendo Mithracidae MacLeay, 1838 bastante estudada devido a
morfologia e ornamentacdo dos seus representantes, os quais sdo de interesse na
crescente aquariofilia marinha (Baeza et al., 2010). Os membros desta familia sdo
encontrados em habitats tropicais e subtropicais, recifes de coral, substratos de entulho e
particulas grossas, em profundidades que variam do intertidal até 450 m (Melo, 1996;
Baeza et al., 2010; Windsor & Felder, 2014). Os Mithracidae sdo caracterizados por
conter uma carapacga mais larga do que longa em formato oval, trés ou quatro espinhos
nas margens antero-lateral ou na orbita frontal (Rathbun, 1925). O género Mithrax foi
apresentado em 1825 por Desmarest e, posteriormente separado em dois subgéneros
Mithrax e Mithraculus (White, 1847). Wagner (1990) propds que ambos sejam
categorizados como géneros separados baseando-se exclusivamente na morfologia
adulta, o que foi mantido na ultima revisao mundial de Brachyura (Ng et al., 2008). Em
contraposicdo, alguns estudos baseados em semelhancas da morfologia larval colocam
em discussao a separacdo de Mithrax e Mithraculus (Bolafios & Scelzo, 1981; Fransozo
& Hebling, 1982; Bolarfios et al., 1990, 2000; Pohle & Marques, 2000; Santana et al.,
2003; Rhyne et al., 2004). Além disso, Baeza et al. (2010) ndo encontrou suporte para a
separacdo de algumas espécies entre os géneros Mithrax e Mithraculus por meio da
analises moleculares.

Uma ultima revisdo taxénomica foi proposta para a familia Mithracidae pelos
autores Windsor & Felder (2014). Estes autores realizaram um estudo filogenético,
baseado em caracteristicas morfolégicas e moleculares, sendo o mais completo até o
momento. Os autores utilizaram para o estudo dois genes nucleares (18S, H3) e trés
mitocondriais (12S, 16S, COIl), proprondo o desdobramento do género Mithrax. Desta
maneira, criou-se um novo género, Damithrax, no qual figuram as espécies Damithrax
tortugae (Rathbun, 1920) e Damithrax hispidus (Herbst, 1790), ambos com ocorréncia
na costa brasileira. O género Omalacantha foi revalidado e separado de Microphrys,
onde se figura a espécie Omalacantha bicornuta (Latreille, 1825) (Atlantico). A
validade do género Mithraculus se manteve, no qual a espécie Mithraculus ruber

Stimpson, 1871 estava inserida e foi relocada entdo para o género Teleophrys, como



Teleophrys ruber (Stimpson, 1871) (Windsor & Felder, 2014). Estes mesmos autores
elevaram Mithracinae ao status de familia como previamente sugerido por Garth (1958).

De maneira geral, o sistema reprodutor masculino é visto como um 0rgédo
bilateral em forma de letra “H”, constituido pelo par de testiculos, localizado em ambas
as margens superiores do cefalotérax, os quais sdo continuos aos vasa deferentia,
estendendo-se longitudinalmente sobre o hepatopancreas, abaixo do coracéo,
terminando na regido posterior do corpo (Krol et al., 1992). Este é o padrdo descrito

para Brachyura (Krol et al., 1992).

O testiculo pode ser classificado como lobular ou tubular, segundo a proposta de
Nagao & Munehara (2003). O tipo lobular exibe véarios l6bulos, cistos ou acinos
seminiferos, conectados por um ducto seminifero central, sendo o padrdo mais
comumente encontrado em Brachyura (Hinsch & Walker, 1974; Johnson, 1980; Batoy
et al., 1989; Diesel, 1989; Moriyasu & Benhalima, 1998; Nagao & Munehara, 2003;
Castilho et al., 2008; Erkan et al., 2009; Santos et al., 2009; Simed et al., 2009). Por sua
vez, o tipo tubular é constituido por um tubulo Gnico e convoluto, preenchido em seu
interior por células germinativas em diferentes estagios de maturagdo, como observado
em Maja brachydactyla Balss, 1922 em Simeo et al., (2009). Em geral, a regido
periférica do tubulo seminifero é constituida por espermatogdnias, nas quais formam os
centros germinativos. Os espermatdcitos e espermatides ocupam amplo espaco da
regido intermédia dos tdbulos seminiferos, formando a zona de maturacdo (Nagao &
Munehara, 2003). A zona de evacuacdo é formada pelo tubulo coletor, as quais
armazenam e carregam espermatozoides maduros através dos ductos seminiferos em
direcdo ao vaso deferente (Nagao & Munehara, 2003; Sime6 et al., 2009). Desta
maneira, o testiculo tubular é atribuido principalmente aos Majoidea, Xanthoidea e
Grapsoidea (Sime¢ et al., 2009).

O vaso deferente é comumente dividido em trés regides: anterior (AVD), média
(MVD) e posterior (PVD) (Krol et al., 1992). A AVD tem a funcdo de produzir as
secrecOes que levardo a formacéo dos espermatdforos (Castilho et al., 2008; Nicolau et
al., 2012; Santos et al., 2009; Sime¢ et al., 2009; Zara et al., 2012; Klaus et al., 2013;
Nascimento & Zara, 2013). Por sua vez, a MVD e PVD sdo responsaveis por armazenar
o0s espermatdforos e produzir a maior parte do fluido seminal (Krol et al.,1992; Sime6 et
al., 2009; Zara et al., 2012). Em algumas espécies, a MVD e PVD podem exibir
projecdes laterais, denominadas bolsas laterais, nos Portunidae (Johnson, 1980; Jivoff et



al., 2007; Zara et al., 2012), glandulas acessorias, expansdes laterais, diverticulos ou
cecos em Majoidea e Grapsoidea (Simeo et al., 2009; Tiseo et al., 2014). Tais estruturas
produzem secrecOes que sdo adicionadas ao fluido seminal, simplesmente para
aumentar o volume de fluido produzido, como ocorre nos siris azuis (Zara et al., 2012;
Nascimento & Zara, 2013). O fluido seminal pode auxiliar na manutencdo e
transferéncia dos espermatoforos, ou formar o “plug” espermatico durante a cépula
(Hartnoll, 1968, Sainte- Marie & Sainte-Marie, 1998; Guinot & Quenette, 2005;
Wolcott et al., 2005; Jivoff et al., 2007; Sime0 et al., 2009; Zara et al., 2012; Guinot et
al., 2013; Tiseo et al., 2014; Nascimento & Zara, 2013).

Os espermatozoides em Brachyura sdo células imoveis e aflageladas, com
acrossomo ou vesicula acrossomal, camadas concéntricas, revestido por uma membrana
moderadamente eletrondensa, sendo centralmente penetrado pelo perforatorium ou tubo
perfurador (Tudge, 2009). Sobre o apice do perforatorium observa-se o opérculo
eletrondenso, o qual pode ser perfurado ou continuo, sendo algumas vezes adornado
(Jamieson, 1994; Jamieson & Tudge, 2000; Tudge, 2009). O nucleo demonstra
cromatina condensada e bracos radiais que podem formar projecfes, além de conter
elementos de citoesqueleto, como microtubulos (para revisdo ver, Jamieson, 1994;
Jamieson & Tudge, 2000; Tudge, 2009, Tudge et al., 2014). Algumas caracteristicas
tém sido descritas como sinapomorfias em Eubrachyura, como a presenga de anel
espessado, opérculo perfurado, presenca de bracos radiais e processo mediano posterior
que sdo caracteristicas tipicas de Majoidea (Tudge et al., 2014). A ultraestrutura dos
espermatdforos e espermatozoides tem sido utilizada como ferramenta para relacionar
grupos taxonémicos e estabelecer relacfes de parentesco (Jamieson, 1994; Jamieson &
Tudge, 2000; Tudge, 2009). Recentemente, diferentes trabalhos vém correlacionando os
dados da ultraestrutura dos espermatozoides com a filogenia molecular, buscando
encontrar padrGes mais robustos para estudos filogenéticos e evolucdo dos caracteres
espermaticos (Klaus & Brandis, 2010, Tudge et al., 2014, Camargo et al., 2015).

Os Podotremata Guinot, 1977, agrupa espécies em que as fémeas mostram duas
aberturas: uma do oviduto, por onde os ovdcitos sdo externalizados, localizada na coxa
do terceiro peredpodo e a vulva, cujo canal estende-se até a espermateca, a qual abre-se
em diferentes esternitos, dependendo das familias e subfamilias (Guinot & Tavares,
2001; Guinot & Quenette, 2005; Guinot et al., 2013). Enquanto, as Fémeas de
Eubrachyura possuem um par receptaculos seminais que sdo ligados ao oviduto e a

vagina (McLay & LoOpez-Greco, 2011). O receptaculo seminal é de origem ecto-
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mesodérmica e armazena os espermatoforos apos a copula (Hartnoll, 1968; McLay &
Lépez-Greco, 2011). A regido dorsal de origem mesodérmica esta ligada ao ovério
através do oviduto, enquanto a regido ventral é ectodérmica, recoberta por cuticula,
continua a vagina que se abre na abertura genital ou vulva (Hartnoll, 1968; McLay &
Lopez-Greco, 2011; Zara, et al., 2014). Diesel (1991) classificou o receptaculo seminal
em dois tipos: dorsal e ventral. No tipo dorsal a abertura do oviduto encontra-se numa
posicdo relativamente dorsal, sobre o receptaculo seminal, estando assim a vagina
oposta ventralmente ao oviduto. No tipo ventral o oviduto e a vagina encontram-se
préximos e posicionados ventralmente. Recentemente, um tipo intermediario foi
proposto, demonstrando que a abertura do oviduto no receptaculo seminal encontra-se
entre os extremos dorso-ventral (McLay & Ldépez-Greco, 2011; Gonzéles-Pisani et al.,
2012; Guinot et al., 2013).

No presente estudo foi realizado a ultraestrutura do espermatoforo e
espermatozoide de diferentes espécies do género Mithraculus, Damithrax, Mithrax,
Omalacantha e Teleophrys provenientes do mar do Caribe e da costa do estado de S&o
Paulo, a fim de corroborar ou ndo as filogenias moleculares proposta por Baeza et al.
(2010) e Windsor & Felder (2014). Foram observadas caracteristicas similares e
distintas dos espermato6foros e espermatozoides de cada espécie considerando o padrao
encontrado em Brachyura. Adicionalmente, foi analisado se 0s espermatozoides
apresentam caracteristicas exclusivas para cada género. Dentro deste objetivo, também
foi comparado a ultraestrutura dos espermatozoides de animais da mesma espécie,
provenientes de regiGes zoogeogréaficas distintas (Venezuela e Brasil). Adicionalmente,
foi realizada por meio da histologia e histoquimica a descricdo comparativa das espécies
Mithraculus forceps, Damithrax hispidus, Mithrax aculeatus e Omalacantha bicornuta
no tocante a espermatogénese, producdo de fluido seminal e receptaculo seminal, em
busca de compreender os mecanismos de transferéncia espermética e ocorréncia ou ndo

de competicdo espermatica, sendo um estudo pioneiro para estes Mithracidae.
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Ultrastructure of spermatozoa of spider crabs, family Mithracidae (MacLeay,
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Abstract

Recent studies based on morphological and molecular data provide a new perspective
concerning taxonomic aspects of the brachyuran family Mithracidae. These studies
proposed a series of nominal changes and indicated that the family is actually
represented by a different number and representatives of genera than previously
thought. Here we provide, for the first time, a comparative description of the
ultrastructure of spermatozoa and spermatophores of some Mithracidae species in a
phylogenetic context, and this data is useful to a revision and establishment of
taxonomic groups within this family. As a framework, we used a topology obtained by a
phylogenetic analysis using molecular data. Our results indicate that closely related
species share a series of morphological characteristics of the spermatozoa. A thick
operculum, for example, is a feature shared by species of the genera Mithrax,
Teleophrys and Omalacantha in contrast to the slender operculum observed in
Mithraculus and Damithrax. Mithrax and Teleophrys also have a rhomboid perforatorial
chamber, while Mithraculus, Damithrax and Omalacantha show a wider, deltoid
morphology. Furthermore, our results are in agreement with recently proposed

taxonomic changes, such as the separation of the genera Mithrax and Mithraculus, the



separation of species of Damithrax from the genus Mithrax, and the synonymy of
Mithrax caribbaeus with Damithrax hispidus. Overall, the spermiotaxonomy of these
species of Mithracidae represent a novel set of data that corroborates the most recent
taxonomic revision of the family and can be used in future taxonomic and phylogenetic

studies.

Keywords: Sperm, Majoidea, Phylogeny, Mitochondrial genes, Spermatophore.



Introduction

The brachyuran family Mithracidae belongs to the superfamily Majoidea
Samouelle, 1819, which includes the animals usually referred as spider crabs. These are
found mostly in tropical and subtropical habitats, on coral reefs, debris substrates, and
in coarse particled sediment, from the intertidal to depths of 450m (Melo, 1996; Baeza
et al., 2009). According to Windsor & Felder (2014), Mithracidae encompasses a total
of 36 species divided into 13 genera. Among these genera within the family, the
following represent the focus of the present study: Mithrax Latreille, 1816, Mithraculus
White, 1847, Microphrys H. Milne Edwards, 1851, Teleophrys Stimpson, 1860,
Omalacantha Streets, 1871 and Damithrax Windsor & Felder, 2014.

Windsor & Felder (2014) conducted a phylogenetic study of the family
Mithracidae sensu Windsor & Felder (2014) (this definition of Mithracidae will be used
though all text). Their results were largely discordant from the previous studies, and the
authors proposed substantial changes to the taxonomy of the family Mithracidae. They
erected a new genus, Damithrax which includes four species, and among these some
that were previously in the genus Mithrax, Damithrax tortugae (Rathbun, 1920),
Damithrax hispidus (Herbst, 1790), Damithrax pleuracanthus (Stimpson, 1871), and
Damithrax spinosissimus (Lamarck, 1818). Also, they indicated that Omalacantha is a
valid genus, and that it includes Omalacantha bicornuta, previously assigned as
Microphrys bicornutus (Latreille, 1825). Finally, the genus Mithraculus was considered
as valid but it does not include Mithraculus ruber Stimpson, 1871, which was proposed
as Teleophrys ruber.

The genus Mithrax was first divided into two sub-genera, Mithrax and
Mithraculus, by White (1847), and later also supported by Wagner (1990), although
both studies dealt solely with morphological aspects of adult individuals. Later, works
based on larval morphology contested the validity of Mithrax and Mithraculus as two
different genera (Bolafios & Scelzo, 1981; Fransozo & Hebling, 1982; Bolafios et al.,
1990, 2000; Pohle & Marques, 2000; Santana et al., 2003; Rhyne et al., 2004). More
recently, Baeza et al. (2009) conducted molecular analyses and presented data showing
a lack of support for the separation of most of the species included in both genera. This
was later contested by Windsor & Felder (2014). In addition, considering these changes
in the genus Mithrax, Windsor & Felder (2009) also synonymized the species Mithrax
caribbaeus (Rathbun, 1920) and Damithrax hispidus (Mithrax hispidus) based on

molecular and morphological data.
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Spermatozoal and spermatophoral ultrastructure has been demonstrated to be an
important source of information for both taxonomic and phylogenetic works in marine
crabs (Jamieson, 1994; Jamieson & Tudge, 2000; Tudge, 2009, Klaus & Brandis, 2010;
Tudge et al., 2014, Camargo et al., 2015). Although, the structure and fine structure of
the spermatozoa in majid brachyurans were extensively studied by Hinsch (1969, 1971,
1973), among others, no ultrastructural studies have been made on the spermatozoa of
Mithrax hemphilli Rathbun, 1892, Mithrax aculeatus (Herbst, 1790), Mithraculus
forceps A. Milne-Edwards, 1875, Mithraculus sculptus (Lamarck, 1818), Mithraculus
coryphe (Herbst, 1801), O. bicornuta, D. hispidus, D. tortugae and T. ruber.

Different species of crustaceans with wide distributions have been reported to
have genetic or morphological variability among populations from different regions or
provinces (Staton & Felder, 1995; Negri et al., 2012).This may indicate problems in the
distribution patterns or may represent population structure of some species. For
example, among the species of Mithracidae, many of them have a large and continuous
distribution from the southeastern United States, Gulf of Mexico, through the entire
Caribbean and south to Brazil (Melo, 1996), which represents a very interesting pattern
of distribution to be investigated.

In this context, this work provides the first comparative description of the
ultrastructure of spermatozoa and spermatophores of these members of the family
Mithracidae. Furthermore, we performed a molecular phylogenetic analysis using
partial sequences of the same mitochondrial genes 12S, 16S and COI and sequences
used by Windsor & Felder (2014), also we included specimens from South America,
from many of the same localities as morphological analysis specimens. The resulting
topology was used to analyze patterns of distribution of the morphological characters
from the spermatozoal analyses. In addition, we also compared the spermatozoal
ultrastructure and molecular data among specimens of the same species from Brazil and
Venezuela, also only molecular data of specimens belonging to different zoogeographic

provinces (Brazilian, Caribbean and Carolinian) (Briggs & Bowne, 2012).
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Material and Methods
Sampling

Adult male specimens of the genera Damithrax, Mithrax, Mithraculus,
Teleophrys and Omalacantha were collected by scuba diving at Ubatuba and Santos,
Sdo Paulo State, Brazil, between June 2010 and April 2015, and at Isla Tortuga,
Venezuela in 2011 (see Table 1). At least three specimens of each species were
obtained, and they were identified based on descriptions in Melo (1996) and Windsor &
Felder (2014).

Transmission Electronic Microscopy (TEM)

Samples (Imm?) of posterior vas deferens (PVD) were removed from male crabs
and fixed for four hours in Karnovsky's solution (2.5% glutaraldehyde and 2%
paraformaldehyde) in 0.1M cacodylate buffer (pH 7.3) prepared with filtered seawater
and then post-fixed in 1% osmium tetroxide in the same buffer for 2 hours. “En bloc”
staining was performed with 2% aqueous uranyl acetate. After this step, the samples
were dehydrated in an acetone series (50% to 100%) and embedded in Epon-Araldite
resin. The resin blocks were cut on a Leica UC7 ultramicrotome and the ultrathin
sections (50nm) were collected on copper grids and contrasted with 2% uranyl acetate
and 2% lead citrate (Zana et al.,, 2001). The samples were photographed with a
transmission electron microscope JEOL J1010 using an 80KV electron beam. For the
description of the spermatozoa we used the nomenclature proposed by Jamieson (1994)
and Tudge et al. (2014). The morphology of the perforatorial chamber follows the
Standard Nomenclature based Metrics and Shapes of Plane for Use in Gregarine
Taxonomy by Clopton (2004). The measurements of the operculum, considered slender
to be up to 0.215um and thick up to 0.310um. For the inner layer of the acrosome
measurements were considered slender up to 0.170um and thick up to 0.500pm. We
proposed a diagram with a general model of spermatozoa based on the morphological

characteristics of the group (Fig. 1)

Scanning Electron Microscopy (SEM)

Fragments of the posterior vas deferens (PVD) of D. hispidus, D. tortugae,
Mithrax aculeatus and Mi. coryphe were fixed in the same solution used in TEM for at
least 24hours. Then they were submitted to the post-fixation protocol in 1% osmium

tetroxide in cacodylate sodium buffer and dehydrated in an ascending series of ethyl
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alcohol solutions (15-100%). To complete the dehydration, the samples were further
submitted to critical point drying in an EMS CPD 030. After being completely dry, the
fragments of PVD were fractured with tweezers and sputter coated with a layer of 10nm
of gold (SC 070 from Balzer Union). Micrographs were in a JEOL JSM 5210 Scanning

Electron Microscope, with voltages ranging from 10-20kV.

Molecular data

In order to include the specimens from South America, from the same localities,
we conducted a new molecular analysis of the family Mithracidae. The analysis was
based on partial DNA fragments of three mitochondrial genes: 12S, 16S and COI. These
genes has previously been widely used in phylogenetic studies of crustacean decapods
(Harrison, 2004; Thoma et al., 2013; Bracken-Grissom et al., 2014).

The process of DNA extraction, amplification and sequencing followed the
protocols of Schubart et al. (2000) with modifications according to Mantelatto et al.
(2006). Genomic DNA was extracted from muscle tissue in the chelipeds. The tissue
was incubated for 48hrs in 600uL Lysis buffer at 55°C, with 200ul of proteinase K (500
pug/mL); the proteins were separated by adding 200ul of ammonium acetate (7.5M),
followed by centrifugation. The DNA was precipitated by the addition of 600uL of cold
isopropanol in the supernatant, followed by centrifugation; the resulting pellet was
washed with 70% ethanol, centrifuged, dried and re-suspended in 20-40uL of TE buffer.
The 16S and COI region were amplified by PCR technique (Polymerase Chain
Reaction) with the primers universal for invertebrates HCO2198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3) and LCO1490 (5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTG-3’) (Folmer et al., 1994) for the COI gene, the
primers 1472 (5'-AGATAGAAACCAACCTGG-3’) (Crandall & Fitzpatrick, 1996), and
16L2 (5-TGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’) (Schubart et al., 2002), and the internal
and specific to majids, forward (5-TATTTTGACCGTGCAAAGGTAG-3’) and reverse
(5-ATTTAAAGGTCGAACAGACCCT-3’) (Hultgren & Stachowicz, 2008) for the
16S gene. The PCR products were purified using SureClean Plus kit (following the
manufacturer’s protocol) and sequenced using the ABI Big Dye® Terminator Mix on an
automatic sequencer (ABI PRISM 3100 Genetic Analyser®) following Applied
Biosystems protocols.

The obtained sequences were confirmed by the consensus of both strands; and

the consensus sequences were obtained using the program BioEdit version 7.0.5 (Hall,
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2005) from two complementary sequences. The consensus sequences of 12S, 16S and
COI were aligned using the MAFFT program and the progressive method FFT-NS-I
(Katoh et al., 2005). The COI sequences were checked for the presence of stop codons
and all sequences obtained were submitted to GenBank. Sequences available in
GenBank for other species of Mithracidae were included in the analysis, covering also
all the 12S sequences analyzed. The choice of outgroup was based on the work of
Windsor & Felder (2014) and all used sequences in the molecular analysis are shown in
Table 2.

Phylogenetic analysis

The JModelTest 2.1.4 (Posada, 2008) was used to evaluate the best-fit model for
each marker based on the corrected Akaike’s Information Criterion (AICc).
Phylogenetic trees were constructed using Bayesian inference (Bl) in MrBayes v. 3.2.2
(Ronquist et al., 2012) on the CIPRES portal
(http://www.phylo.org/sub_sections/portal/) (Miller et al., 2010). The search was run
with four chains for 20,000,000 generations with trees being sampled every 5,000
generations. Trace plots were visually inspected to assess convergence, mixing, and
stationarity in Tracer v1.4. (Rambaut & Drummond, 2007). As conservative
approaches, the first 25% of the trees were discarded as ‘burnin’ and it was obtained a
maximum clade credibility tree from the remaining 1501 saved trees, in TreeAnnotator
v. 1.56.3 (Rambaut & Drummond, 2007). The internal consistency of the branches was
evaluated by Bayesian posterior probabilities (Huelsenbeck & Ronquist, 2001) and
values > 50% are shown on the resulting tree edited on FigTree v1.3.1 (Rambaut, 2009).

Mapping of morphological characters

We conceived of two characters, based on our observations of the spermatozoa
morphology of the members of the family Mithracidae. Character 1 is proposed as
“Thickness of the operculum: slender (state 0), thick (state 1)”. Character 2 is proposed
as “Shape of the perforatorial chamber: deltoid (state 0), rhomboid (state 1)”. These two
characters were then mapped onto the tree topology obtained in the phylogenetic
analysis conducted for this study (see previous item), using Mesquite v.3.04 (Maddison
& Maddison, 2015) inferred by Parsimony Ancestral States.
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Genetic distance analyses

In order to compare the partial sequences of specimens of the same species from
Brazil (Brazilian Province), Venezuela and Belize (Caribbean Province), Gulf of
Mexico and USA (southeastern of United States, excluding the Gulf of Mexico — this
definition will be used though all text) (Carolinian Province), genetic distance
calculations were performed using MEGA 5 (Tamura et al., 2011). Distance matrixes
were calculated using uncorrected distances (p-distance) based on the partial sequences
of COI and 16S for Mithracidae. The distance matrixes were constructed not using a
model of evolution since it has been shown that using p-distance avoid over-
parametrizing and there is no need to use complex distances measures when studying
closely related sequences (Nei & Kumar, 2000; Collins et al., 2012). To help assess
intraspecific and interspecific genetic distances, two frequency histograms were
constructed with pairs of COI and 16S sequences. We focused on the comparison of the
specimens D. hispidus, Mi. forceps, Mi. sculptus and O. bicornuta from Brazil vs.
Caribbean, Gulf of Mexico and USA.

Results
Spermatophores

In all species of Mithracidae studied the spermatozoa were stored in spherical to
elongate-elliptical spermatophores (Figs. 2 and 3), immersed in seminal fluid (Fig. 2).
The spermatophore of these crab species were always in coenospermy showing variable
sizes of spermatophore and variable number of spermatozoa per spermatophore (Fig. 3).
They are delimited by a smooth wall under SEM (Fig. 2A), which appears thick and
granular under TEM (Fig. 3). The spermatophore structure does not provide any

consistent or reliable character to be compared among the genera.

Spermatozoa
Mithrax aculeatus (Herbst, 1790)

The sperm of M. aculeatus (Fig. 4A) shows a perforated operculum in the
acrosome. The operculum is thick, bent posteriorly around the perforatorial chamber
apex (Fig. 4B), which does not quite reach the opercular opening. The subopercular
region is large, envelopes the perforatorial chamber apex, and is less electron-dense than
the inner acrosome layer. This latter region has a larger diameter than the subopercular

region, which it exteriorly envelopes (Fig. 4B). The perforatorial chamber is rhomboid
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in shape with a narrow, but rounded, apex (Fig. 4B), and a narrow base surrounded by a
thickened ring (Fig. 4C). In cross section the three concentric acrosome vesicle layers
are clear (Fig. 4D), as well as the perforatorial chamber and subopercular region.

Mithrax hemphilli Rathbun, 1892

In the spermatozoa of M. hemphilli (Fig. 5A) the thick operculum, perforated and
posteriorly elongated, and anteriorly forming a rounded ring (Fig. 5B) can be observed.
One end of the operculum opens deeply into the acrosome vesicle, with a wide aperture
and laterally has a small thickened swelling (Fig. 5B). This opercular shape is a specific
characteristic of this species. The perforatorial chamber apex reaches the open edge of
the posteriorly directed operculum. The anterior half of the perforatorial chamber is
surrounded by a thin, electron-pale, subopercular region. This latter structure is smaller
in diameter than the surrounding inner acrosome layer which is rounded, more electron-
dense and has an anterior projection at the point of the small, lateral opercular swelling
(Fig. 5B). The perforatorial chamber is rhomboid in shape, with a narrow and slightly
rounded apex (Fig. 4B) and the base is wide, and long, in the region of the equally
elongate thickened ring (Fig. 5C). Anterior to the thickened ring (Fig. 5C), the
perforatorial chamber becomes wider with rounded angular edges. In cross section the
inner acrosome layer is not completely covered by the electron-dense operculum, and

the three concentric layers of the acrosome vesicle are clearly visible (Fig. 5D).

Mithraculus sculptus (Lamarck, 1818)

In longitudinal section the spermatozoa of Mi. sculptus (Fig. 6A) shows the
perforated operculum as a shallow protruding ring. The perforated operculum is thin,
has a wide opening, and the end protruding posteriorly inside the acrosome is straight
(Fig. 6B). The subopercular region is less electron-dense than the adjacent inner layer of
the acrosome, which is narrow and straight, and has a similar width to the subopercular
region (Fig. 6B). The perforatorial chamber has a deltoid morphology with a very sharp
apex, reaching, and even surpassing, the posterior most edge of the operculum (Fig.
6B). The perforatorial chamber margins anterior to the thickened ring are rounded, to
almost straight (Fig. 6C). The inner acrosome layer is narrow posteriorly and
completely covered by the operculum anteriorly, but in some transverse sections the

clear visualization of three acrosomal layers is possible (Fig. 6D).
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Mithraculus coryphe (Herbst, 1801)

The spermatozoa of Mi. coryphe have a large nucleus, in longitudinal view, with
highly granular chromatin (Fig. 7A). The acrosome vesicle shows a relatively thick
perforated operculum, with a wide opening, and the inner acrosome layer is narrow,
straight and tapers posteriorly (Fig. 7B). The subopercular region is very wide, with a
similar width to the inner acrosome layer which has a slightly greater electron-density
(Fig. 7B). The morphology of the perforatorial chamber is deltoid in shape, anteriorly
surpassing the posterior edge of the operculum, and with a narrow and rounded apex
(Figs. 7A, B). The margins of the perforatorial chamber, anterior to the thickened ring,
is markedly rounded (Figs. 7A, C). The inner acrosome layer is anteriorly covered by
the operculum (Figs. 7A, B) and in transverse sections all three concentric acrosome

layers are visible (Fig. 7D).

Mithraculus forceps A. Milne-Edwards, 1875

In Mi. forceps the spermatozoa (Fig. 8A) have a thin, perforated operculum (Fig.
8B). The subopercular region is narrow and surrounds the anterior portion of the
perforatorial chamber (Fig. 8B). The inner acrosome layer is thin and straight, with a
thickness similar to that of the subopercular region (Fig. 8B). The perforatorial chamber
is deltoid in shape with a slightly tapered, rounded apex (Figs. 8A, B) with a long and
straight-sided base (Figs. 8A, C). The nucleus has finely granular chromatin, and radial
arms (Fig. 8A). The thickened ring is thin, electron-dense, and extends from the base of
the acrosome vesicle to just posterior to the tapered end of the inner acrosome layer, and
at this point the perforatorial chamber inner wall has a slight, internally directed
swelling (Fig 8C). Transverse sections of the acrosome vesicle demonstrate the three

principal layers in the acrosome vesicle (Fig. 8D).

Damithrax hispidus (Herbst, 1790)

The mature spermatozoon of D. hispidus (Fig. 9A) has the acrosome vesicle with
its dorsal surface, not surrounded by the nuclear cup, occupied by a thin and perforated
operculum (Figs. 9A, B). One end of the operculum opens posteriorly into the acrosome
vesicle and the pointed apex of the perforatorial chamber reaches anteriorly into this
opercular opening (Fig. 9B). The subopercular region is slender and surrounds the
anterior portion of the perforatorial chamber, and is less electron-dense than the inner

acrosome layer, which is wider and more rounded (Fig. 9B). The perforatorial chamber
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is deltoid in shape, with a narrow and slightly rounded apex (Figs. 9A, B). The base of
the perforatorial chamber, adjacent to the thickened ring, is wide and straight-walled
(Figs. 9A, C). Anterior to the thickened ring, the perforatorial chamber briefly increases
in width to form a rounded central region (Figs. 9A-C). In cross-section the complex
concentric zonation of the acrosome vesicle, at the level of the anterior perforatorial

chamber, is seen (Fig. 9D).

Damithrax tortugae (Rathbun, 1920)

In D. tortugae the acrosome vesicle shows a large perforated operculum, with the
inner edges directed posteriorly around the apex of the perforatorial chamber (Figs.
10A, B). The operculum has a wide opening and the posteriorly directed portion meets
the inner acrosome layer (Fig. 10B). The subopercular space is narrow, surrounds the
anterior portion of the perforatorial chamber, and exteriorly abutts the inner acrosome
layer; which is thicker and more rounded in profile (Fig. 10B). The perforatorial
chamber is the deltoid type with a narrow and slightly rounded apex, which extends
beyond the posterior edge of the operculum and into the perforatorial opening (Figs.
10A, B). The walls of the perforatorial chamber, anterior to the thickened ring, are
markedly rounded (Figs. 10A, C). The concentric acrosome layers can be clearly
viewed in cross section (Fig. 10D).

Omalacantha bicornuta (Latreille, 1825)

In the spermatozoa of O. bicornuta (Fig. 11A), the perforated operculum is fairly
thick and the posteriorly directed part, inside the acrosome vesicle, is short and forms a
distinct curved structure (Figs. 11A, B). Below this, the subopercular region is dilated
posteriorly, and then progressively narrows towards the posterior region of the
perforatorial chamber (Fig. 11B). The inner acrosome layer is large and rounded,
possessing larger width and more electron-density than the subopercular region (Fig.
11B). The perforatorial chamber is deltoid with a rounded apex (Fig. 11B) and a wide
and elongated basal portion (Fig. 11C). The thin thickened ring lies adjacent to the
straight-walled basal portion of the perforatorial chamber (Fig. 11C). In cross-section it
is possible to see the three concentric acrosome vesicle layers, exterior to the central
perforatorial chamber, the subopercular region and the electron-dense operculum (Fig.
11D).
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Teleophrys ruber (Stimpson, 1871)

In T. ruber the spermatozoon (Fig. 12A) has a thick and perforated operculum,
with a wide, apical opening (Figs. 12A, B). The subopercular region is quite narrow and
surrounds the anterior portion of the perforatorial chamber (Fig. 12B). The inner
acrosome layer is wider than the subopercular region, which is envelopes, and extends
anteriorly to lie adjacent to the part of the operculum that projects posteriorly into the
acrosome vesicle (Fig 12B). The perforatorial chamber is rhomboid with a slightly
tapered, but rounded, apex and a uniquely curved posterior chamber wall (adjacent to
the thickened ring) seen for the first time in this genus (Figs. 12A, C). The concentric
nature of the three acrosome vesicle layers is obvious in cross section (Fig. 12D).

Brazil (Brazilian Province) vs. Venezuela (Caribbean province)

Based on spermatozoal morphology we could not find any differences between
specimens of four species collected in both Venezuela and Brazil: D.hispidus (collected
and identified in Venezuela under the old name M. caribbaeus) (Figs. 13A and B), Mi.
forceps (Figs. 13C and D), Mi. sculptus (Figs. 13E and F), and O. bicornuta (Figs. 13G
and H).The characters of spermatozoal ultrastructural comparison in this work are listed
in Table 3.

Phylogenetic analysis

The resulting topology of a Bayesian analysis (Fig. 14) recovers Mithracidae as
a monophyletic group (support = 100%), with the genus Libinia Leach, 1815 as its
sistergroup. Two major clades are recovered within Mithracidae, one composed of
species in the genera Ala Lockington, 1877, Nonala Windsor & Felder, 2014, Nemausa
A. Milne-Edwards, 1875, Damithrax, and Microphrys (support = 87%), and the other
composed of species in the genera Omalacantha, Mithrax, Teleophrys, Hemus A.
Milne-Edwards, 1875, Thoe Bell, 1835, Petramithrax Windsor & Felder, 2014 and
Mithraculus, and Pitho Bell, 1836 as sister clade of the two major clades
aforementioned (support < 50%). In the latter major clade, Mithrax appears more
closely related to Teleophrys than it is to Omalacantha or to Mithraculus. Also, Mithax
and Mithraculus are positioned in two different clades. This result totally agrees with
the hypothesis of Windsor & Felder (2014).
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Mapping morphological characters

The presence of a thick operculum (Character 1 — state 1) is present in O.
bicornuta, T. ruber, and both species of the genus Mithrax. On the other hand, all other
taxa for which information is available have a slender operculum (Character 1 — state 0)
(Fig. 14A). The presence of a rhomboid shaped perforatorial chamber (Character 2 —
state 1) is observed in species of the genus Mithrax and in T. ruber. All the other taxa
for which we obtained data on the perforatorial chamber morphology have a deltoid
shape (Character 2 — state 0) (Fig. 14B)

Genetic distance analyses

Genetic pairwise distance values based on the COIl and 16S gene show high
values among morphologically well-defined species of Mithracidae (interspecific
values), ranging from 7 to 15% for COI (table 4; fig. 15) and from 4 to 16% for 16S
(table 5; fig. 16). The values among specimens of the morphologically well-defines
species (intraspecific values) ranged from 0 to 1.1 and from 0 to 1.6% for COI and 16S,
respectively (Figs. 15 and 16).

The pairwise genetic distance values from the same species between specimens
from Brazil (Brazilian Province) where compared with specimens from Venezuela and
Belize (Caribbean Province), and Gulf of Mexico and USA (Carolinian Province). The
values among these specimens followed onto the gap of interspecific and intraspecific
values for the family Mithracidae for this study (Figs. 15 and 16). For COI the values
observed between Mi forceps from Brazil and USA where 2.5%; for D. hispidus from
Brazil and Gulf of Mexico where 3.8%; and for Mi. coryphe from Brazil and Belize
where 6.1%. For 16S the values observed where 1.9 and 2.1% for Mi. forceps from
Brazil and Venezuela; 2.1 and 3.2% for D. hispidus from Brazil and USA,; and 3.4% for

O. bicornuta from Brazil and VVenezuela, and Belize.

Discussion

In general, the spermatophores of Mithracidae have a packing pattern of
spermatozoa known as coenospermia, in which several to many spermatozoa are
grouped together and delimited by one wall of the spermatophore; as can be seen in
some species of Majoidea, Pyromaia tuberculata (Lockington, 1877), Schizophrys
rufescens Griffin & Tranter, 1986 and others (Tudge et al., 2014). We observed that all
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analysed species share the same characteristics in the morphology of the spermatophore
and seminal fluid indicating no variation in sperm transfer mechanisms as observed for
the crabs Pachygrapsus by Tiseo et al. (2014). Thus, the spermatophores of the species
of Mithracidae in this study did not provide adequate support for taxonomic or
relationship analyses.

The spermatozoa of Mithracidae have the typical ultrastructural morphology of
the Majoidea, whose characteristics are considered plesiomorphic in the context of the
Eubrachyura (Tudge et al., 2014). These characteristics include the perforated
operculum, the median posterior process and the presence of the well-developed
thickened ring, as seen in Mithrax spp. (Hinsch, 1973). The spherical, and slightly
flattened, shape of the acrosome vesicle seen in the species studied is typical of
Eubrachyura, along with the presence of a strongly electron-dense operculum. The
spermatozoa have marginal projections called radial arms that may contain chromatin
and/or microtubules, and in the case of the Mithracidae species studied in this work, all
have 3 arms (tri-radial), as seen in Camposcia retusa (Latreille, 1829), Huenia
heraldica (De Haan, 1837), and Menaethius monoceros (Latreille, 1825) (Tudge et al.,
2014). Several of the characteristics observed in the species analysed here correspond to
plesiomorphies in the context of Mithracidae (e.g. nucleus with granular chromatin, tri-
radial arms, and median posterior process with central portion filled with DNA and
arranged microtubules) and so do not serve to taxonomically delimit the group.
However, a number of characteristics proved variable in the context of our group of
study and are discussed in more detail here (e.g. thickness of the operculum, and the
shape of the perforatorial chamber).

In relation to the shape of the operculum, the presence of a thick operculum only
in Omalacantha, Teleophyrys and Mithrax is in accordance with the results of the
molecular phylogenetic analysis, which indicates that these species are more closely
related to each other than to any other species of Mithracidae, also that this might be the
result of one single acquisition in Mithracidae where the plesiomorphic character,
slender operculum are shared among Damithrax and Mithraculus. In character 2, the
shape of the perforatorial chamber, the rhomboid shape is observed only in members of
the genera Teleophrys and Mithrax which would be synapomorphic for the clade
formed by the two genera, providing additional support for this relationship. It is also
worth mentioning that Teleophrys and Mithrax have the same morphology for all the

characters proposed in our study (e.g. thickness of the operculum, thickness and
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morphology of inner acrosomal zone, and shape of the perforatorial chamber) and so are
distinct from Omalacantha. This, along with our mapping of two characters (1 and 2),
could indicate a closer relationship of these first two genera, as proposed by in this work
and corroborated by Windsor and Felder (2014). In the context of our analysis, this also
might be the result of one single acquisition, with the plesiomorphic character, deltoid
morphology in Omalacantha and all other Mithracidae analysed.

Our analysis of the sperm ultrastructure indicates a number of differences between
specimens of Mithrax and Mithraculus. Species in the genus Mithrax in this study have
spermatozoa with a thick operculum, dense and rounded inner acrosomal zone, and a
rhomboid shape to the perforatorial chamber, while spermatozoa of the Mithraculus
have a slender operculum, thin and relatively straight inner acrosomal zone, and a
deltoid perforatorial chamber. The operculum and perforatorial chamber are structures
intimately involved in fertilization and their distinct morphologies could indicate
differences in this process. These obvious differences in spermatozoal morphology are
further evidence for the separation of both species and genera. Thus, contrary to what
was stated in Baeza et al. (2009), based on molecular data (16S rDNA), there are now
morphological characters to support the separation of both genera. Yet, these
morphological differences are congruent with the separation of both genera in our
molecular analysis. In this context, our results support that Mithrax and Mithraculus
represent two different genera within Mithracidae, as previously advocated (White,
1847; Wagner, 1990; Windsor & Felder, 2014).

The morphology of spermatozoa also supports the separation of the species of
Damithrax from the genus Mithrax as proposed by Windsor & Felder (2014). We
observed that although both genera share the same characteristics of the inner acrosomal
zone, Damithrax has a slender operculum and a deltoid shape to the perforatorial
chamber. The genus Mithrax, however, has a thick operculum and a rhomboid
perforatorial chamber. Windsor & Felder (2009) also suggested the synonymy of M.
caribbaeus with D. hispidus (M. hispidus). This is corroborated here by the identical
ultrastructural morphology of the spermatozoa of the specimens of M. caribbaeus from
Venezuela and D. hispidus from Brazil.

Finally, our morphological analysis indicates that there is no difference in the
spermatozoal morphology of specimens from Brazil (Brazilian Province) and from
Venezuela (Caribbean Province) for the species D. hispidus, Mi. forceps, Mi. sculptus

and O. bicornuta. However, we observed some genetic variability between paired
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specimens of D. hispidus from Brazil and Gulf of Mexico, and from Brazil and USA;
between Mi. forceps from Brazil and USA; between Mi. coryphe from Brazil and
Belize, and from Brazil and Venezuela; between O. bicornuta from Brazil and
Venezuela, and from Brazil and Belize. These variabilities were inserted onto the gap of
intraspecific and interspecific values of genetic distance as observed in other studies
among some populations of crustaceans from the Caribbean and South America and
from Gulf of Mexico and southeastern USA (Neigel, 2009; Terossi & Mantelatto, 2012,
Magalhdes et al. 2016). Thus, although there is genetic divergence between some
species, the external morphology of the specimens and the morphology of the
spermatozoon are the same, which could indicate some structure population among
these species. It is known that the Amazon River can act as a physical barrier to many
marine species. Low salinity in river drainage could be a limiting abiotic factor for some
species of the family Mithracidae, just as the salinity factor is limiting for some species
of hermit crabs (Sant’anna et al., 2006). This could explain the observed variability
between the specimens of Brazil (Brazilian Province) and Venezuela and/or Belize
(Caribbean Province). Furthermore, some dynamics could contribute to the
diversification in the western Atlantic after emergence of the Isthmus. This process may
have changed the direction of the North Equatorial Current in the northern hemisphere,
this propelling the Gulf Stream through the Yucatan Strait, with this current becoming
more intense than before the closure of the Isthmus (Neigel, 2009) which could acted as
a barriers to dispersal among populations of some species of Mithracidae from the Gulf
of Mexico (Carolinian Province) and the rest of the western Atlantic. However, more
studies as population genetic should be provide to better understand the pattern of
genetic variation observed for these specimens without any morphological variation.
Thus, we provide, for the first time, a comparative description of the
ultrastructure of the spermatozoa and spermatophores of some members of the
brachyuran family Mithracidae, revealing that some morphological characters of the
spermatozoa as the thickness of the operculum and the shape of the perforatorial
chamber are informative characters that could be used in the taxonomic and
phylogenetic studies of the family Mithracidae. Our study also support recent
taxonomic changes including the validity of Mithrax and Mithraculus as different
genera; the separation of the species in Damithrax from the genus Mithrax; and the

synonomy of M.caribbaeus to D. hispidus.
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List of figures and legends

Table 1. Species used for transmission electron microscopy and collection site. Species with
“*»” were also used for scanning electron microscopy

Species

Locality

Mithrax hemphilli

Mithrax aculeatus
Mithraculus forceps
Mithraculus coryphe
Mithraculus sculptus

Omalacantha bicornuta
Teleophrys ruber

Damithrax hispidus

Damithrax tortugae

Isla La Tortuga, Venezuela

Isla La Tortuga, Venezuela
Isla La Tortuga, Venezuela/Ubatuba and Santos — SP, Brazil
Isla La Tortuga, Venezuela/Ubatuba and Santos — SP, Brazil
Isla La Tortuga, Venezuela and Ubatuba — SP, Brazil
Isla La Tortuga, Venezuela and Ubatuba — SP, Brazil
Isla La Tortuga, Venezuela

Isla La Tortuga, Venezuela and Ubatuba — SP, Brazil

Ubatuba — SP
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Table 2: Specimens used in molecular analyses, collection site, catalog numbers, and GenBank accession numbers. Genbank accession number with “-

” represent sequences not obtained and/or not available on the database. Genbank accession number with “*” represent sequences obtained by us.

Collection abbreviations include CCDB: Colec¢éo de Crustaceos do Departamento de Biologia, FFCLRP/USP; MOBR: Museo Oceanoldgico Hermano

Benigno Roman, Estacidn de Investigaciones Marinas de Margarita, Fundacion La Salle de Ciencias Naturales; ULLZ: University of Louisiana at

Lafayette Zoological Collection; UMML.: University of Miami Marine Laboratories, Rosenstiel School of Marine Science; TCWC: Texas Cooperative

Wildlife Collection, College Station. GMx — Gulf of Mexico.

Species Collection site Catalog GenBank acession No.
number
12S 16S COol
Ala cornuta Panama (Pacific) ULLZ 9065 KF453126 KF453018* | KF452937*
Damithrax hispidus Sdo Paulo, Brazil CCDB 2950 - KX398196* | KX398189*
Damithrax hispidus Florida, USA (GMx) | FLMNH11383 GU144533 GU144549 | GU144556
Damithrax hispidus Texas, USA TCWC 2-6261 GU144530 GU144551 -
Damithrax hispidus Texas, USA TCWC 2-2235 GU144531 GU144552 -
Damithrax hispidus Florida, USA (GMX) ULLZ 8619 GU144532 GU14450 | GU144557
Damithrax Florida, USA (GMXx) ULLZ 7714 GU144536 GU144546 | GU144561
pleuracanthus
Damithrax Yucatan, Mexico ULLZ 6751 GU144534 GU144545
pleuracanthus
Damithrax Yucatan, Mexico ULLZ 6995 GU144538 GU144547 | GU144559
pleuracanthus
Damithrax Florida, USA ULLZ 5694 GU144537 GU144544 | GU144560
pleuracanthus (Atlantic)
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Damithrax Florida, USA ULLZ 4572 GU144535 GU144548 | GU144558
pleuracanthus (Atlantic)
Damithrax Belize ULLZ 6981 KF453112 KF453004 | KF452925
spinosissimus
Damithrax Belize UMML N/A - GQ438763 -
spinosissimus
Damithrax Belize ULLZ 9146 - KF453021 | KF452941
spinosissimus
Damithrax tortugae Séao Paulo, Brazil CCDB 5024 - KX398190* | KX398197*
Damithrax tortugae Yucatan, Mexico ULLZ 9290 - - KF452953
Damithrax tortugae Yucatén, Mexico ULLZ 9286 - - KF452952
Damithrax tortugae Yucatan, Mexico ULLZ 6792 GU144529 GU144543 | GU144564
Damithrax tortugae Yucatan, Mexico ULLZ 7353 GU144528 - GU144528
Damithrax tortugae Panama (Caribbean) ULLZ 6980 GU144527 GU144542  GU144562
Hemus cristulipes Florida, USA (GMX) ULLZ 5783 KF453100 KF452995 | KF452915
Hemus magalae Panama (Pacific) ULLZ KF453144 KF453034 | KF452958
1149374
Microphrys branchialis Panama (Pacific) ULLZ 10002 KF453074 KF452970 | KF452894
Microphrys branchialis Panama (Pacific) ULLZ 10004 KF453075 KF452971 -
Mithraculus Panama (Caribbean) ULLZ 12248 KF453091 KF452988 | KF452906
cinctimanus
Mithraculus Panama (Caribbean) ULLZ 12012 KF453089 KF452986 | KF452905
cinctimanus
Mithraculus Belize ULLZ 7076 KF453115 KF453007 | KF452928
cinctimanus
Mithraculus Belize UMML - GQ438762 -
cinctimanus 32.9623
Mithraculus coryphe Sé&o Paulo, Brazil CCDB 5041 - KX398192 | KX398199
Mithraculus coryphe Florida, USA ULLZ 6917 KF453111 - -
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(Atlantic)

Mithraculus coryphe Belize ULLZ 9223 KF453135 KF453026 | KF452946
Mithraculus coryphe Venezuela MOBR-C- - GQ438771 -
1535
Mithraculus Panama (Pacific) ULLZ 9131 KF453129 - KF452940
denticulatus
Mithraculus forceps Sao Paulo, Brazil CCDB 2976 - KX398191 | KX398198
Mithraculus forceps Florida, USA ULLZ 6567 KF453102 KF452996 | KF452916
(Atlantic)
Mithraculus forceps Venezuela MOBR-C- - GQ438761 -
1533
Mithraculus forceps Louisiana, USA ULLZ 4893 KF453098 - KF452912
Mithraculus forceps Florida, USA ULLZ 6922 GU144524 GU144541 | GU144554
(Atlantic)
Mithraculus sculptus Panama (Caribbean) N/A - EU682784 -
Mithraculus sculptus Panama (Caribbean) N/A - EU682785 -
Mithraculus sculptus Florida, USA ULLZ 6915 GU144525 GU144540 | GU144553
(Atlantic)
Mithraculus sculptus Florida, United States ULLZ 8774 GU144526 GU144539 = GU144555
Mithrax aculeatus Puerto Vargas, Costa CCDB 2934 - KX398193 | KX398200
Rica
Mithrax aculeatus Panama (Caribbean) ULLZ 10758 - - KF452899
Mithrax aculeatus Florida, USA ULLZ 4534 KF453096 KF452993 | KF452910
(Atlantic)
Mithrax aculeatus Belize ULLZ 9148 KF453131 KF453022 | KF452942
Mithrax aculeatus Venezuela MOBR-C- - GQ438767 -
1534
Mithrax braziliensis Séo Paulo, Brazil CCDB 5060 - pending pending
Mithax caboverdianus Cape Verde Island ULLZ 11711 KF453086 KF452982 -
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Mithax caboverdianus Cape Verde Island ULLZ 11710 - KF452981 -
Mithrax hemphilli Belize ULLZ 9150 KF453133 KF453024 | KF452944
Nemausa acuticornis Florida, USA (GMx) ULLZ 5779 - - KF452914
Nemausa acuticornis Florida, USA (GMXx) ULLZ 6766 KF453105 - KF452919
Nemausa acuticornis Florida, USA (GMx) ULLZ 6674 KF453103 KF452997 | KF452917
Nemausa acuticornis Louisiana, USA ULLZ 8300 KF453123 KF453015 | KF452934

Nemausa cornuta Honduras ULLZ 2962 KF453094 KF452991 -
Nemausa sinensis Costa Rica (Pacific) ULLZ 8340 KF453124 KF453016 | KF452935
Nemausa spinipes Panama (Pacific) ULLZ 9066 KF453127 KF453019 | KF452938
Nonala holderi Yucatan, Mexico ULLZ 6888 KF453109 KF453002 | KF452923
Nonala holderi Belize ULLZ 9282 KF453137 KF453028 | KF452950
Omalacantha Florida, USA ULLZ 5663 KF453099 KF452994 | KF452913

antillensis (Atlantic)

Omalacantha bicornuta | Pernambuco, Brazil CCDB 5740 - KX398194 | KX398201
Omalacantha bicornuta Belize ULL Z 7077 KF453116 KF453008 | KF452929

Omalacantha bicornuta Belize ULLZ 9304 KF453141 KF453031 -

Omalacantha bicornuta Florida, USA ULLZ 6396 KF453101 - -

(Atlantic)
Omalacantha bicornuta Venezuela MOBR-C- - GQ438760 -
1530

Petramithrax pygmaeus Panama (Pacific) ULLZ 10063 KF453076 KF452972 | KF452895
Pitho aculeata Belize ULLZ 9149 KF453132 KF453023 | KF452943
Pitho anisodon Florida, USA (GMx) ULLZ 11977 KF453088 KF452985 KF452904
Pitho laevigata Florida, USA (GMx) ULLZ 7796 KF453120 KF453012 | KF452967
Pitho iherminieri Yucatan, Mexico ULLZ 6996 KF453113 KF453005 | KF452926
Pitho iherminieri Belize ULLZ 9300 KF453139 - KF452954
Pitho iherminieri Yucatan, Mexico ULLZ 6794 KF453106 KF452999 | KF452920
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Pitho iherminieri Belize ULLZ 9302 KF453140 KF453030 | KF452955
Pitho mirabilis Yucatén, Mexico ULLZ 7058 KF453114 KF453006 | KF452927
Pitho quadridentata Panama (Caribbean) ULLZ 12315 KF453093 KF452990 | KF452908
Teleophrys cristulipes Panama (Pacific) ULLZ 9761 KF453143 KF453033 | KF452957
Teleophrys ornatus Belize ULLZ 7571 KF453118 KF453010 | KF452931
Teleophrys pococki Louisiana, USA ULLZ 11872 KF453087 KF452984 -
Teleoprhys ruber Isla Margarita, CCDB 2093 - KX398195 & KX39202
Venezuela
Teleoprhys ruber Belize ULLZ 9280 - - KF452948
Teleoprhys ruber Belize ULLZ 9284 KF453138 KF453029 | KF452951
Teleoprhys ruber Venezuela MOBR-C- - GQ438770 -
1532
Thoe aspera Colombia (Caribbean) ULLZ 9227 KF453136 KF453027 | KF452947
Thoe erosa Panama (Pacific) ULLZ 9073 KF453128 KF453020 | KF452939
Thoe puella Florida, USA ULLZ 4533 KF453095 KF452992 | KF452909
(Atlantic)
Outgroups
Libinia emarginata Louisiana, USA ULLZ 10344 KF453078 KF452974 | KF452896
Libinia erinacea Florida, USA ULLZ 7747 KF453119 KF453011 | KF452932
(Atlantic)
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Table 3. Table with some characteristics of spermatozoa in genera studied for comparison. The

perforatorial chamber morphology nomenclature was based on that of Clopton (2004).

Genus Operculum Inner acrosomal zone ~ Perforatorium
Mithrax Thick Dense and rounded Rhomboid O
Teleophrys  Thick Dense and rounded Rhomboid O
Omalacantha  Thick Dense and rounded Dekoid 0
Mithraculus  Slender Thm and straight Dekoid O

Damithrax ~ Slender Dense and rounded Deoid 0




Table 4. Pairwise genetic distance matrix of COI sequences among some genus of Mithracidae. Interspecific and intergeneric values are showed.

(Y32

Values identified wit represent only one sequence for the genus.

Genus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

2_Nonala 10% -

4_Damithrax 8-12% 9-12% 11-12%  8-13%

6_Omalacantha 15-16% 13-14%  14-15%  14-15% 13% 14-15%

8_Teleophrys 15% 14-16%  15-16%  16% 15-16%  16-18% 15-18%  12-15%

10_Thoe 14-15% 14-15%  16-17%  14-15%  13-14%  17-18% 15-20%  17-18% 16-18%  12-17%

12_Mithaculus 12-15% 13-16%  14-17%  15-17%  12-15%  14-18% 14-19%  15-18% 16-19%  14-19% 15-16%  12-16%
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Table 5. Pairwise genetic distance matrix of 16S sequences among some genus of Mithracidae. Interspecific and intergeneric values are showed.

Values identified with “-” represent only one sequence for the genus.

Genus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

2_Nonala 8% -

4_Damithrax 6-9% 9-12% 7-11% 5-9%

6_Omalacantha 13-15% 14-16% 11-16% 14-16% 15% 9-11%

8_Teleophrys 12-15% 14-18% 12-18% 12-18% 15-19% 13-18% 12-18% 7-16%

10_Thoe 14-15% 14-15% 13-17% 14-17% 13-14% 15-16% 12-14% 15-17% 13-16% 9%

12_Mithaculus 12-14%  13-16%  12-16%  13-17%  13-16%  15-17%  14-17%  13-19%  15-19%  13-18% 16-17% 7-12%
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Figure 1. General spermatozoa diagram of Mithracidae. Numbers 1 and 2 represents the

exactly point of measurements to the operculum and inner acrosomal layer respectively.
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Figure 2. Spermatophore general view which varies from spherical to elongated - elliptical, thick-

walled, granular and variable number of sperm. Sp = Spermatophore; Sz = Sperm; Sw = Spermatophore
wall. A:Mithraculus sculptus; B:Mithraculus coryphe; C:Mithraculus forceps; D:Damithrax tortugae;
E:Damithrax hispidus; F:Mithrax hemphilli; G:Mithrax aculeatus; H:Omalacantha bicornuta; I:

Teleophrys ruber.
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Figure 3. Spermatophores seen under a Scanning Electron Microscope showing that there is no
difference in the morphology of the same in different genera. Sp = Spermatophore; Sz =

Sperm; Sw = Spermatophore wall. A:Damithrax hispidus; B:Mithrax aculetatus;C:Damithrax

tortugae; D: Mithraculus coryphe.
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Figure 4. Ultrastructure of the spermatozoa of Mithrax aculeatus. A: Longitudinal section of
the spermatozoon surrounded by the nucleus; showing a rhomboid perforatorial chamber with a
rounded apex and the perforated operculum (white arrow). B: Thick, eletron-dense operculum
with a wide opening (white arrow), and with the apex of the perforatorial chamber (white
arrowhead) just reaching the posterior edge of the down-turned operculum. The inner acrosomal
layer is broad and rounded. C: Detail of perforatorial chamber base, which is narrow with a
subtle angular expansion of the chamber width anterior to the thickened ring (black arrow). D:
Transverse section showing the three concentric acrosomal layers (1, 2, and 3) and the central

perforatorial chamber. Ac = acrosome, Ar = lateral arms; In = inner acrosomal layer; Mp

median-posterior process filled with microtubules; N = nucleus; O = operculum; P

perforatorial chamber; Cl = central acrosome layer; Tr = thickened ring. White arrow
perforated operculum with large aperture; Head of white arrow = perforatorial chamber apex;
Black arrow = perforatorial chamber widening anterior to the thickened ring.
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Figure 5. Ultrastructure of the spermatozoa of Mithrax hemphilli. A: General view of the
spermatozoon in longitudinal section showing the acrosome almost completely encased by the
cup-shaped nucleus with granular chromatin. The perforatorial chamber is the rhomboid type
(black arrow) with a rounded apex and the operculum is perforated (white arrow). B: Detail of
the electron-dense operculum perforated with a narrow opening (white arrow) with the
perforatorial chamber apex protruding inside it (white arrowhead). The inner acrosomal layer is
thick and has a rounded anterior projection at the point where it envelopes the down-turned end
of the operculum (white asterisk). C: The perforatorial chamber base is long and narrow,
showing the obvious widening anterior to the thickened ring (black arrow). D: Spermatozoon in
transverse section with three distinct concentric acrosomal layers (1, 2, 3) and the central
perforatorial chamber. Ac = acrosome, In = inner acrosomal layer; N = nucleus; O = operculum;
P = perforatorial chamber; Cl = central acrosome layer; Tr = thickened ring. Black arrow =
perforatorial chamber widening anterior to the thickened ring; White arrow = perforated
operculum; Head of white arrow = perforatorial chamber apex; White asterisk = anterior
projection of the inner layer.
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Figure 6. Ultrastructure of the spermatozoon of Mithraculus sculptus. A: Sagittal section
showing the perforatorial chamber of the deltoid type (black arrow) with a tapered apex (black
arrowhead) with the operculum perforated by a wide opening (white arrow). B: Detail of
perforated operculum (white arrow) showing the posterior end of the curved operculum (white
asterisk). The central acrosome layer is narrow (black asterisk) as the inner acrosomal layer,
which is straight and thin. The apex of the perforatorial chamber (black arrowhead) reaches into
the perforated operculum. C: Perforatorial chamber detail showing the curved region of the
chamber wall anterior to the thickened ring (black arrow). D: Cross section of the spermatozoon
showing the concentric layers of the acrosome (1, 2 and 3) and the perforatorial chamber. Ac =

acrosome, Ar = lateral arms; In = inner acrosomal layer; Cl = central acrosome layerMp

median-posterior process filled with microtubules; N = nucleus; O = operculum; P
perforatorial chamber; Tr = thickened ring. Black arrow = perforatorial chamber anterior to the
thickened ring; White arrow = perforated operculum; Head arrow = perforatorial chamber apex.

42



Figure 7. Ultrastructure of the spermatozoon of Mithraculus coryphe. A: General view of the
spermatozoon with a deltoid type of perforatorial chamber (black arrow).with a wide opercular
opening (white arrow). B: The perforatorial chamber has a rounded apex (arrowhead)
surpassing the posterior edge of the down-turned operculum (white asterisk). The central layer
(black asterisk) has the same width as the adjacent inner acrosome layer (1) (white asterisk). C:
Basal region of the perforatorial chamber showing the long thickened ring, and the curving
tapered posterior edge of the inner acrosome layer (black arrow). D: Acrosome vesicle cross-
section with three distinct concentric layers (1, 2 and 3) exterior to the perforatorial chamber
and the central acrosome layer. Ac = acrosome, Ar = lateral arms; In = inner acrosomal layer; N
= nucleus; O = operculum; P = perforatorial chamber; ClI = central acrosome layer; Tr =
thickened ring. Black arrow = perforatorial chamber anterior to the thickened ring; White arrow
= perforated operculum; Head arrow = perforatorial chamber apex, White asterisk = operculum;
Black asterisk = central acrosome layer.
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Figure 8. Ultrastructure of the spermatozoon of Mithraculus forceps. A. Electron micrograph of
the spermatozoon showing the nucleus with granular chromatin and the acrosome vesicle. There
is also a deltoid type perforatorial chamber (white arrow) and a perforated operculum with a
wide opening (black arrow). B. Operculum with the down-turned projection into the acrosome
vesicle, which is narrow, long and straight (white asterisk), a granular central acrosome layer
(black asterisk) which thinly envelopes the perforatorial chamber apex (arrowhead). C. The
basal region of the perforatorial chamber with a curved chamber wall anterior to the thickened
ring (white arrow). D. The four concentric layers (Cl, 1, 2 and 3) of the acrosome vesicle are
clearly visible. Ac = acrosome, In = inner acrosomal layer; N = Nucleus; O = operculum; P =

perforatorial chamber; Cl = central acrosome layer; Tr = thickened ring. White arrow
perforatorial chamber anterior to the thickened ring; Black arrow = perforated operculum; Head
arrow = perforatorial chamber apex, White asterisk = inside of the operculum in the acrosome;
Black asterisk = central acrosome layer
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Figure 9. Ultrastructure of the spermatozoon of Damithrax hispidus. A: General appearance of
the spermatozoon in longitudinal section showing the acrosome vesicle surrounded almost
completely by the nucleus with granular chromatin, a deltoid type perforatorial chamber (black
arrow) with a slightly rounded apex and a perforated operculum (white arrow) and median-
posterior process filled with microtubules. B: Detail of the electron-dense operculum, with a
narrow opening (white arrow) and the perforatorial chamber apex reaching into it (white
arrowhead). The inner acrosome layer which is rounded and broad has a larger width than the
subjacent subopercular region. C: The perforatorial chamber base is wide and short, with a
markedly rounded lateral enlargement (black arrow) anterior to the thickened ring. D: Sperm
cell cross-section with multiple concentric layers (Cl, 1, 2 and 3) and the central perforatorial
chamber. Ac = acrosome; In = inner acrosomal layer; N = nucleus; O = operculum; P =
perforatorial chamber; Mp: median-posterior process filled with microtubules; Cl = central
acrosome layer; Tr = thickened ring. Black arrow = perforatorial chamber anterior to the
thickened ring; White arrow = perforated operculum; Head arrow = perforatorial chamber apex;

White asterisk = inner acrosomal layer; Black asterisk = central acrosome layer.
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Figure 10. Ultrastructure of the spermatozoon of Damithrax tortugae. A. Sagittal section
showing the spermatozoal acrosome vesicle, surrounded by a large nucleus with granular
chromatin. The perforatorial chamber is the deltoid type (white arrow), with a wide and long
base and the operculum is perforated with a wide opening (black arrow). B. Acrosomal detail
showing a thick, down-turned operculum (white asterisk). It is obvious that the central acrosome
layer is smaller in width than the inner acrosomal layer which is large and rounded. The slightly
rounded apex of the perforatorial chamber (arrowhead) extends into the large aperture of the
perforated operculum (black arrow). C. Detail of the base of the perforatorial chamber showing
the thin thickened ring and the deltoid shape of the chamber wall (white arrow). D. Cross
section of the acrosome vesicle showing the pattern of concentric layers (Cl, 1, 2, and 3). Ac =
acrosome vesicle, Ar = lateral arms; In = inner acrosomal layer; Mp = median-posterior process
filled with microtubules; N = nucleus; O = operculum; P = perforatorial chamber; CI = central
acrosome layer; Tr = thickened ring. white arrow = perforatorial chamber wall anterior to the
thickened ring; black arrow = perforated operculum; arrow head= perforatorial chamber apex;
White asterisk = inner portion of the down-turned operculum inside the acrosome vesicle.
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Figure 11. Ultrastructure of the spermatozoon of Omalacantha bicornuta. A: Electron
micrograph of a spermatozoon with a deltoid type of perforatorial chamber (black arrow) and a
perforated operculum with a narrow opening (white arrow). B. Operculum with the down-turned
internal projection into the acrosome vesicle (white asterisk) and a thin central acrosome layer
surrounding the thin and tapered apex of the perforatorial chamber (arrowhead). The inner
acrosomal layer vesicle is large and rounded and lies exterior to the central acrosome layer. C.
The basal region of the perforatorial chamber is narrow and long and has a sharp bend in the
chamber wall anterior to the thickened ring (black arrow). D. The three concentric acrosome
layers (1, 2 and 3) are clearly visible external to the operculum, central acrosome layer and the
central perforatorial chamber. Ac = acrosome, In = inner acrosomal layer; N = nucleus; O =
operculum; P = perforatorial chamber; CI = central acrosome layer; Tr = thickened ring. Black
arrow = perforatorial chamber wall anterior to the thickened ring; White arrow = perforated

operculum; Head arrow = perforatorial chamber apex.
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Figure 12. Ultrastructure of the spermatozoon of Teleophrys ruber. A. Longitudinal section of
the acrosome vesicle surrounded by nucleus, showing a rhomboid perforatorial chamber with a
rounded apex and a perforated operculum (white arrow). B. An electron-dense operculum with a
wide opening (white arrow), with the apex of the perforatorial chamber (white arrowhead)
surpassing the posterior edge of the down-turned operculum. The inner layer of acrosome is
large and rounded and envelopes the posterior edge of the operculum (white asterisk). C. Detail
of the base of the perforatorial chamber, which is wide, short and shallowly undulating, with a
slightly angular expansion anterior to the thickened ring (black arrow). D: Cross section
showing concentric layers (1, 2, and 3) and central perforatorial chamber. Ac = acrosome, In =
inner acrosomal layer; Mp = median-posterior process filled with microtubules; N = nucleus; O
= operculum; P = perforatorial chamber; Cl = central acrosome layer; Tr = thickened ring. Black
arrow = perforatorial chamber anterior to thickened ring; White arrow = perforated operculum

with wide aperture; Head of white arrow = perforatorial chamber apex.
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Figure 13.Ultrastructure of the sperm of specimens from Venezuela and Brazil showing that there are
no differences in sperm morphology despite being in different locations.Ac = acrosome; N = nucleus;
O = operculum; P = perforatorium;Tr = thickened ring.A:Damithrax hispidus (Venezuela);
B:Damithrax hispidus (Brazil); C:Mithraculus forceps (Venezuela); D:Mithraculus forceps (Brazil);
E:Mithraculus  sculptus  (Venezuela); F:Mithraculus sculptus (Brazil); G:Omalacantha

bicornuta(Venezuela); H:Omalacantha bicornuta (Brazil).
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Figure 14. Mapping of the morphological character 1 (thickeness of operculum — A) and

of the morphological character 2 (shape of the perforatorial chamber — B) traced onto

the topology obtained by Bayesian inference analyses of the combined molecular data
(12S, 16S and COIl). Values represent Bayesian (BAY) posterior probabilities,

expressed as percentages. BAY values < 95% are not shown. Gray branches = no

morphological information. Draws of the sperms by J. Pantaledo, modified from Tudge

et al., (2014). Collection abbreviations include CCDB: Colecdo de Crustaceos do

Departamento de Biologia, FFCLRP/USP; MOBR: Museo Oceanoldgico Hermano
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Benigno Roman, Estacién de Investigaciones Marinas de Margarita, Fundacion La Salle
de Ciencias Naturales; ULLZ: University of Louisiana at Lafayette Zoological
Collection; UMML.: University of Miami Marine Laboratories, Rosenstiel School of
Marine Science; TCWC: Texas Cooperative Wildlife Collection, College Station. BEL-
Belize; BRA-Brazil; CRI-Costa Rica; CVE-Cabo Verde; HON-Honduras; PAN-
Panama; VEN-Venezuela. GMx-Gulf of Mexico;
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Resumo

Majoidea € um dos grupos de caranguejo com maior registro de competi¢do
espermatica pela formacdo de estratos espermaticos no interior do receptaculo
seminal (RS). Neste trabalho examinamos a anatomia e a histoquimica do
receptaculo seminal de fémeas com ovério em vitelogénese de Damithrax hispidus,
Omalacantha bicornuta e Mithraculus forceps com intuito de verificar ou ndo a
ocorréncia de competicdo espermatica. Os espécimes foram coletados por meio de
mergulho autdbnomo, posteriormente foram dissecadas e as amostras processadas
conforme rotina histoldgica para historesina. Para as trés espécies de Mithracidae, o
RS ¢ dividido em duas regides: a regido de origem mesodérmica (dorsal) que
consiste de um epitélio estratificado com células em descamacdo que caracteriza
secrecdo do tipo holécrina. A regido ectodérmica (ventral) € composta por um
epitélio cubico simples recoberto por uma cuticula. O oviduto abre-se na mesoderme
em posicdo ventral, préximo a regido de transi¢do, formada por epitélio prismatico,
com cuticula. Esta regido de transicdo mostra dobras mais acentuadas na face oposta
ao oviduto, que podem auxiliar na fertilizacdo devido a presenga de musculatura
externa. A vagina, continua com a regido ventral possui as mesmas caracteristicas
epiteliais cubicas e simples. No lumen do RS das espécies estudadas foram
observadas massas espermaticas em formato circular relembrando espermatéforos

coenospérmicos. O RS do tipo ventral seguiu 0 padrdo mais comum encontrado em
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Majoidea, sendo a secrecdo produzida no receptaculo composta de glicoproteinas,
com polissacarideos neutros. Os polissacarideos &cidos, com provavel fungdo contra
microorganismos, € proveniente do fluido seminal masculino. No RS das trés
espéecies, ndo foram encontrados estratos espermaticos em fémeas com ovarios
vitelogénicos. Desta maneira, ndo pode-se inferir se estas fémeas recebem material
de mais de um macho e, caso aconteca, no momento da fertilizacdo ndo ocorre a

preferéncia de uso dos espermatozoides de um macho em relagéo a outro.

Palavras-Chave: Majoidea, competicdo espermaética, histologia, Caranguejo-aranha.
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Introducéo

Entre os Brachyura se encontra a superfamilia Majoidea a qual é considerada um
dos clados mais ricos em diversidade de especies, principalmente no tocante a familia
Mithracidae, pois seus representantes sdo caracterizados por apresentar grande
diversidade de cor, morfologia corporea, habitats e historia de vida (Baeza et al., 2010;
Windsor & Felder, 2014). Estes caranguejos aranha possuem carapaga mais larga do
que longa em formato oval com quatro ou trés espinhos nas margens antero-lateral ou
na orbita frontal (Rathbun, 1925; Windsor & Felder, 2014). Os membros desta familia
ocorrem em ambientes tropicais e subtropicais, em recifes de coral e particulas grossas
que variam desde o intertidal até maiores profundidades (Melo, 1996; Baeza et al.,
2010; Windsor & Felder, 2014). Com base em uma ampla revisdo molecular e
taxonémica Windsor & Felder (2014) elevaram a subfamilia Mithracinae ao status de
familia, como previamente ja havia sido proposto por Garth (1858). Ainda com base
nesta Ultima revisdo a espécie Mithrax hispidus (Herbst, 1790) passou para o género
Damithrax Windsor & Felder, 2014, ficando entdo como Damithrax hispidus (Herbst,
1790) e a espécie Microphrys bicornutus (Latreille, 1825) foi realocada no ressuscitado
género Omalacantha Streets, 1871. As espécies que ocorrem no Pacifico permaneceram
como M. bicornutus e as espécies do Atlantico passaram a Omalacantha bicornuta
(Latreille, 1825).

Nas fémeas de Brachyura, o esperma proveniente do macho pode ser estocado
em uma porcdo modificada do ducto genital, o receptaculo seminal (RS) ou em uma
invaginacao do exoesqueleto, sem ligacdo com o ducto genital, a espermateca (Hartnoll,
1968; Krol et al., 1992; Guinot & Quenette, 2005; McLay & Lépez-Greco, 2011). Os
Podotrematas possuem espermateca, estrututura de origem ectodérmica e que nao
possui ligacdo com o oviduto, o que é considerado uma sinapomorfia que distingue
estes caranguejos dos Eubrachyura que possuem receptaculo seminal, o qual se conecta
diretamente ao oviduto (Guinot & Tavares, 2001; McLay & Lopez-Greco, 2011). Nos
Eubrachyura, o0 RS tem a funcdo de armazenar os espermatozoides e espermatoforos
ap6s a copula, sendo esta estrutura de origem ecto-mesodérmica. A porcao
mesodérmica do RS constitui a regido dorsal ligada ao ovario atraves do oviduto. A
regido ventral é ectodérmica, por tanto recoberta por cuticula e esta é continua a vagina,
a qual se abre na abertura genital ou vulva (Hartnoll, 1968; McLay & L&pez-Greco,
2011; Zara, et al., 2014). Diesel (1991) classificou 0 RS em dois tipos: dorsal e ventral.

No tipo dorsal a abertura do oviduto encontra-se huma posi¢do relativamente dorsal ao

55



RS estando assim oposta a abertura da vagina. O tipo ventral tem como caracteristica
apresentar o oviduto e a vagina proximos um ao outro, sendo portanto, o oviduto
posicionado ventralmente. Recentemente, um outro tipo, o intermediario foi proposto,
demonstrando que a abertura do oviduto no receptaculo seminal encontra-se entre os
extremos dorso-ventral (McLay & Ldpez-Greco, 2011; Gonzaéles - Pisani et al., 2012;
Guinot et al., 2013). Uma estrutura acessorio de armazenamento de esperma chamada
bursa foi descrita para alguns Brachyura (Jensen et al., 1996; Jensen & Bentzen, 2012).
Tal estrutura se localiza entre a abertura genital e o receptaculo seminal e se abre para a
vagina (Jensen et al., 1996; Jensen & Bentzen, 2012). Uma variacdo na morfologia do
RS foi descrita para a espécie Dorippe sinica Chen, 1980 na qual o oviduto ndo se
conecta diretamente ao RS, mas possui uma abertura direta proxima a vagina. (Hayer et
al., 2016).

Em Majoidea o tipo ventral de RS é o mais comum, porém o tipo intermediario
de receptaculo seminal foi observado, em algumas espécies, tais como Macrocoeloma
trispinosum (Latreille, 1825), O. bicornuta (como Microphrys bicornutus em McLay &
Lopez-Greco, 20011), Mithraculus forceps A. Milne-Edwards, 1875, Libinia spinosa
Guérin, 1832 e Leurocyclus tuberculosus (H. Milne Edwards & Lucas, 1842) (McLay &
Lépez-Greco, 2011; Gonzalez-Pisani et al., 2012). O receptaculo seminal é uma
estrutura chave para entendimento dos mecanismos reprodutivos, uma vez que o
ejaculado de diferentes machos é armazenado em seu interior. Assim, a organizagdo
deste 6rgdo com relacdo a abertura do oviduto e a vagina tém diferentes implicagdes
sobre qual espermatozoide sera utilizado na fertilizacdo dos ovdcitos, principalmente
para Majoidea. Em espécies com a presenca de estratos ou pacotes espermaticos, a
posicdo do oviduto pode ser crucial para a competicdo espermatica (Diesel, 1989;
Sainte-Marie & Sainte-Marie, 1998). Porém, para as espécies que apresentam “plug”
espermatico, esta condicdo de competicdo espermatica, como previsto por Parker
(1970), pode ser reduzida ou ausente, como ocorre para 0s caranguejos formadores de
plug Portunidae e Cancridae (Hartnoll, 1969; Jensen & Bentzen, 2012: Zara et al.,
2014).

Neste trabalho descrevemos a anatomia e histologia do RS para trés diferentes
géneros de Mithracidae buscando verificar evidéncias de competicdo espermatica para
estes Majoidea e, adicionalmente caracterizar as secre¢des luminais quanto a presenca

de polissacarideos e proteinas.
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Material e métodos

Fémeas adultas de D. hispidus, Mi. forceps e O. bicornuta foram coletados
por meio de mergulho autdnomo e livre em Ubatuba, Sdo Paulo Brasil (Latitude:-
23.433671 e Longitude:-45.083853). A identificagcdo dos animais foi realizada com
base nas descricbes de Wagner (1990), Melo (1996) e Windsor & Felder (2014).
Foram obtidos pelo menos trés exemplares de cada espécie, os quais foram
mensurados quanto ao tamanho da carapaca (CC), utilizando-se um paquimetro
digital (0,01 mm). As fémeas foram classificadas macroscopicamente com relagéo ao
estagio ovariano e neste trabalho sé foram tomadas amostras de fémeas com ovarios
em vitelogénese secundaria, entre os estagio em desenvolvimento e maduro.

Os caranguejos foram anestesiados por resfriamento, e seus 6rgdos foram
dissecados e fixados em paraformaldeido 4% em tampdo fosfato de sodio (0,2M, pH
7,4), por no minimo 24hs.

Para a analise macroscopica, durante a fixacdo os RS foram fotografados sob
estereomicroscopio Leica M205C imersos em solucéo fixadora.

Para analise histologica apds a fixacdo, os RS foram lavados no mesmo
tampado, desidratados em série alcodlica (50-95%), embebidas e incluidas em resina
glico-metacrilato Leica®, segundo rotina indicada pelo fabricante.

Apbs a polimerizacdo os blocos histologicos foram cortados em micrétomo
rotativo, com corte possuindo a espessura de 5 a 7um, os quais foram recolhidos em
laminas e corados com Hematoxilina e Eosina para descricdo morfoldgica de acordo
com Junqueira & Junqueira (1983), seguindo as modificagdes propostas por Sant’Anna
et al. (2010). Para a andlise histoquimica, os cortes de RS foram corados com a técnica
do xylidine Ponceau (Melo & Vidal, 1980) para proteinas, PAS para polissacarideos
neutros, azul de Alcian para os acidos e a técnica conjugada PAS/azul de Alcian para
determinar a preponderancia de um tipo de polissacarideo em detrimento de outro,

segundo protocolo proposto por Junqueira & Jungueira (1983).

Resultados
Anatomia

A anatomia do sistema reprodutor feminino para os trés géneros aqui analisados

mostra um mesmo padréo de insercdo do ovario ao receptaculo seminal. A conexdo do

57



oviduto ao RS ¢é do tipo ventral excéntrica ao tubo que corresponde a vagina (Fig. 1A -
C). O oviduto é branco leitoso e aparentemente preenchido por células (Fig. 1IE e F). A
vagina mostra externamente forte musculatura longitudinal em apenas umas das
margens sendo esta inserida na regido ventral do RS na margem oposta da abertura do
oviduto (Fig. 1G). A outra extremidade desta musculatura esta aderida ao exoesqueleto
do externo. A vagina abre-se na vulva a qual tem a abertura em formato eliptico

recoberto por uma fina camada cuticular, o opérculo (Fig. 1D).
Histologia

Ao microscopio de luz nota-se que o receptaculo seminal para os trés géneros
aqui estudados € piriforme apresentando duas regifes distintas: a dorsal e a ventral
continua com a vagina (Fig. 2A-C). A regido dorsal é caracterizada pela presenca de um
epitélio estratificado que delimita o lumen do RS, formando a camada densa (Fig. 2D-
F). Esta camada encontra-se recoberta por tecido conjuntivo, o qual é delgado e
apresenta espacos hemais, com hemacitos (Fig. 2D-F). A regido basal da camada densa,
junto ao tecido conjuntivo apresenta células em divisdo e nos estratos mais superiores
celulas com nucleo variando de arredondado a eliptico (Fig. 2D-F). As células mais
apicais da camada densa encontram-se em processo de descamacdo. Tais células
possuem nucleos extremamente compactos e citoplasma baséfilo (Fig. 2D-F).

A insercdo do oviduto ocorre na margem posterior ventral da regido dorsal,
sendo este o ponto de contato com 0 RS, caracterizado pela presenca de um tampéo de
células com nucleos arredondados e o citoplasma marcado pela presenca de vesiculas
lucidas, devido a presenca de uma grande gota lipidica (Fig. 2G-H). Este regido de
inser¢do ocorre exatamente antes da transicao do epitélio dorsal e o epitélio ventral, o
qual é recoberto por cuticula (Fig. 21). Neste local de transicdo nota-se varias dobras, as
quais sdo mais acentuadas no lado oposto a abertura do oviduto, e ndo formam pregas
que progridem para o interior do lamen (Fig. 2A). Em maiores aumentos percebe-se que
a transicdo e abrupta sendo a regido ventral caracterizada pelo epitélio colunar com
nacleos elipticos e basais recobertos por espessa camada de cuticula (Fig. 3A-C).
Semelhante ao epitélio dorsal, o epitélio ventral também encontra-se recoberto por
camada de tecido conjuntivo (Fig. 3A e B) Este epitélio € cubico simples, recoberto por
cuticula e, conectado ao conjuntivo adjacente, notam-se feixes de fibras musculares em
uma das margens, exatamente em oposicao as dobras da regido de transicgdo (Fig. 3C). A

vagina, também composta por epitélio cubico simples, é recoberto por espessa camada
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de cuticula (Fig. 3C e D). Abaixo do epitélio cubico encontra-se camada de tecido
conjuntivo ligada a ela, em uma sé face e nota-se a insercao das fibras musculares que
também alcancam a regido ventral do RS (Fig. 3C e D). O lumen do receptaculo
seminal mostra espermatozoides em massas circulares relembrando espermatéforos,
com auséncia de parede (Fig. 3E e F) e sem a presenca de estratos ou pacotes
espermaticos (Fig. 2A-C). A secrecdo luminal em todas as espécies apresentou a mesma
composicao quimica, sendo intensamente reativa para polissacarideos neutros (Fig. 3G)
e acidos (Fig. 3H) e que quando da aplicacdo desta técnica conjugada notou-se a
predominancia de polissacarideos acidos junto aos espermatozoides e espermatdforos
(Fig. 3J). Porém ao analisarmos o epitélio dorsal, este somente apresentou reacéo
intensamente positiva para polissacarideos neutros (Fig. 3G) e proteinas (Fig. 3K) nos
estratos apicais da camada densa, exatamente onde se encontram as células em
descamacdo, sendo que tais células ndo apresentam reacdo para polissacarideos acidos
(Fig. 3I). Por sua vez, as regibes mais basais da camada densa mostraram reacao

positiva ao PAS no cortex celular ou no espaco intercelular em Mi. forceps (Fig. 3G).

Discusséo

O RS nas espécies D. hispidus, Mi. forceps e O. bicornuta segue o padrao
observado em Majoidea, classificado como tipo ventral (Hartnoll, 1969; Beninger et al.,
1988; Diesel, 1991; Sainte-Marie & Sainte-Marie, 1998; Sal Moyano et al., 2009;
McLay & Lépez-Greco 2011; Gonzélez-Pisani et al., 2012; Antunes et al., 2016). Este
tipo de RS é 0 mais comum em espécies que copulam com o exoesqueleto rigido, o que
ja foi descrito para a espécie O. bicornuta (como M. bicornutus em Hartnoll, 1965)
(Willians, 1984). Em observacdes de campo, D. hispidus e M. forceps foram observados
em coOpula, sendo a fémea t em condicdo de intermuda (Zara, dados de campo). Segundo
Diesel (1989, 1991) e Antunes et al. (2016), em espécies com a presenca de pacotes
espermaticos e RS ventral, o Gltimo macho a copular com a fémea sera provavelmente o
que tera maior sucesso em fertilizar ovocitos. Apesar de ambos autores terem trabalho
com majoideos, tal proposicdo ndo pode ser aqui aplicada, uma vez que, em nenhuma
das espécies aqui estudadas, foi encontrada a presengca de pacotes ou estratos
espermaticos. Tendo em vista que neste estudo foram somente utilizadas fémeas em
vitelogénese, com ovarios em estagio macroscopicos classificados como em
desenvolvimento e maduro, se tais estratos ocorreram pela copula com mais de um

macho, as secre¢des do RS acabaram por misturar o material genético transformando-o
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em uma sé massa. Por outro lado, ndo foi possivel excluir a probabilidade de que tais
fémeas tenham copulado com um s6 macho, porém em nenhum momento foi detectado
qualquer sinal de plug espermatico semelhante ao observado em Portunidae e Cancridae
(Jensen et al., 2012; Zara et al., 2014).

Neste trabalho foi observado por meio da histologia que a inser¢do do oviduto
no RS ocorre proximo a transicdo entre a regido dorsal e ventral, em todas as espécies
estudadas. Assim, classificamos como ventral, sendo que a espécie D. hispidus
corrobora com o que foi descrito por McLay & Lopez Greco (2011). Entretanto, O.
bicornuta e M. forceps foram classificados como RS intermediario pelos dltimos
autores. Talvez, esta classificacdo tenha sido proposta com base na anatomia
macroscopica. Assim, podemos concluir que a histologia do RS é crucial para a
classificacdo, principalmente em tipos intermediarios. A regido ventral pode estender-se
excentricamente, levando a anatomia refletir em uma abertura intermediaria do oviduto,
que por meio da histologia, constata-se que esta é na verdade no limite ventral, onde
inicia-se a parte ectodémica do RS. Na conexdo do RS, o oviduto esta preenchido por
células com nucleos ovais e citoplasma apresentando grandes vesiculas Itcidas que
armazenam lipideos. Estas células formam um tampé&o na regido de abertura do oviduto.
Este tipo de tampéo celular lipidico foi descrito para Stenorhynchus seticornis (Herbst,
1788), relembrando o tecido tipo valvula observado também em Eriocheir sinensis H.
Milne Edwards, 1853 (Lee &Yamazaki, 1990; Antunes et al., 2016). Este tampdo
parece funcionar de maneira semelhante ao proposto para os Pinnotheridae onde as
secrecOes seriam liberadas no momento da ovulacdo (Becker et al., 2011), Desta
maneira, a liberacdo da secrecdo abriria o canal do oviduto e, a0 mesmo tempo
funcionaria como uma barreira que previne a entrada dos espermatozoides no oviduto
em Mithracidae. Para Pinnotheridae as células desta regido liberariam sua secrecdo de
forma holdcrina (Becker et al., 2011), porém neste trabalho nos parece ser mais
razoavel que o mecanismo seja apécrino, sendo o restante das células necessario para a
manutencdo do contato do oviduto ao receptaculo, o que poderia desaparecer caso a
célula como um todo fosse descamada.

Em Brachyura o receptaculo seminal é dividido em regido dorsal e ventral
(Diesel et al., 1989; Lopez-Greco et al., 2009) e possui formato de “saco piriforme” em
Damithrax hispidus, Mi. forceps e O. bicornuta assim como ja foi descrito para outros
Majoidea (Beninger 1988; Gonzalez-Pisani et al., 2012). Becker et al. (2011) sugere

que a regido dorsal localizada no apice do receptaculo seminal é utilizada como area de
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armazenamento dos espermatozoides e a area ventral é chamada de area de fertilizacao,
com a vagina adjacente. A parte dorsal do RS em Mithracidae forma um epitélio
estratificado e glandular, com células sendo liberadas por mecanismo holdcrino. Este €
0 padrdo descrito para varias espécies em diferentes familias de majoideos (Hartnoll,
1968; Beninger et al., 1998; Gonzélez Gurriardn et al., 1998; Sainte-Marie & Sainte-
Marie, 1998; Gonzélez-Pisani & Loépez Greco, 2007; Sal Moyano et al., 2009;
Gonzalez-Pisani, 2012), Leucosiidae (Hayer et al., 2015) Portunidae (Spalding, 1942;
Ryan, 1967; Zara et al., 2014; Souza et al., 2016), Ucididae (Santana et al., 2007);
Eriphidae (Souza et al., 2016). O epitélio dorsal do RS pode ser simples como descrito
para Menippidae (Souza et al.,, 2016); Ocypodidae (Lopez-Greco et al., 2009;
Lautenschlager et al., 2010; Souza et al., 2016), Pinnotheridae (Becker et al., 2011),
Varunidae (Lee & Yamazaki, 1990), Grapsidae (Souza et al., 2016). Assim, ao que
parece, as familias mais préximas filogeneticamente apresentam o mesmo tipo de
epitélio dorsal, parecendo ser o estratificado padrdo para Majoidea. A atividade
secretora do epitélio dorsal estd relacionada a producdo de glicoproteinas com
polissacarideos neutros, 0s quais atuam na manutencdo dos espermatozoides
(Anilkumar et al., 1996; Diesel, 1989; Anilkumar et al., 1999). Os polissacarideos
acidos ndo sdo produzidos pela fémea, sendo entdo transferidos através do fluido
seminal masculino, cuja funcdo provavel seja antibacteriana, como proposto para Scylla
serrata (Forskal, 1775) (Jayasankar & Subramoniam, 1999).

Nas espécies estudadas o epitélio da regido de transicdo mostra dobras, mais
acentuadas em uma das faces, ndo existindo a estrutura de velum, descrito para outros
Majoidea, como Inachus phalangius (Fabricius, 1775) ou Libinia. Spinosa Guérin, 1832
(Diesel 1991; Gonzéalez-Pisani et al., 2012). A presenca de dobras parece ser tdo comum
guanto velum em Majoidea (para revisdo ver Antunes et al. 2016), sendo que nossos
resultados acrescentam mais trés espécies com dobras, sendo todos pertencentes a
Mithracidae. Tal aspecto parecer ser uma tendéncia de que cada familia apresente um
tipo de estrutura (dobra ou velum), como observado na comparagéo de Antunes et al.,
(2016). Contudo, tal colocacdo deve ser considerada com cautela devido aos poucos
estudos realizados com RS em Majoidea, comparada a diversidade do grupo (Ng et al.,
2008). De acordo com Sainte-Marie & Sainte-Marie (1998) estas dobras na regido de
transicdo guiam os ejaculados diretamente para a regido da vagina, o que tende a
favorecer a fertilizagdo pelo macho mais recente, ja que conduzem os ovécitos para o

pacote espermatico do ultimo macho. Porém, esta funcdo ndo pode ser considerada para
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Mithracidae, os quais ndo apresentam pacotes espermaticos. A vagina do tipo concava,
a qual também recebe a musculatura na mesma face que as dobras da regido de
transicdo, parece favorecer a ampliacdo do lumen do RS durante a ovulacdo. Desta
maneira, 0 RS funcionaria como uma grande camara de fertilizacdo. Assim, tanto o RS
como a vagina sdo controlados pela fémea, tanto na copula quanto na ovulagéo, o que
sugere que as fémeas ndo sdo passivas durante a clpula e desova (Hartnoll 1968;
Gonzalez-Pisani et al., 2012).

No lumen do receptaculo seminal notam-se espermat6zoides livres ou
aglomerados em massas circulares, relembrado espermat6foros, porém sem a parede.
Este mesmo padréo foi observado nos RS de fémeas maduras de Stenorhynchus
seticornis (Antunes et al., 2016). Assim como estes autores ultimos propuseram, nos
Mithracidae aqui estudados, os espermatoforos sofrem deiscéncia, logo ap6s o
acasalamento, sendo armazenados livres. Desta maneira, estes espermatozoides,
somados a caracteristicas do RS séo gastos ou a maior parte em cada desova, o que pode
ser um indicativo de que a fémea tenha varios eventos de acasalamento apds cada
ovulacdo, como foi sugerido para L. spinosa e L. tuberculosus (Génzales-Pisani et al.,
2012)

Em conclusdo, a anatomia e histoquimica do RS para D. hispidus, Mi. forceps
e O. bicornuta indicam auséncia de competicdo espermatica, por meio de estratégias ja
conhecidas para outros Majoidea. Desta maneira, se as fémeas das espécies estudadas
copulam com mais de um macho, o material genético deles encontra-se misturado no
RS e provavelmente sdo usados de maneira aleatoria durante o processo de fertilizacéo,

qguando o 6rgdo de estocagem torna-se uma ampla cdmara de fertilizacéo.
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Lista de figuras e legendas

[ —_—

Figura 1. Sistema reprodutor feminino dos caranguejos aranha (Mithracidae). A: Vista
macroscépica do ovario, oviduto, receptaculo seminal (RS), vagina e abertura genital
em formato eliptico de Damithrax hispidus. A insercdo do oviduto no RS é ventral.
Nota-se abertura genital em formato eliptico. B: Ovario, RS e abertura genital de
Omalacantha bicornuta, inser¢cdo do oviduto no RS do tipo ventral. C: Inser¢do do
oviduto no RS do tipo ventral em Mithraculus forceps. D: Detalhe da abertura genital
de Mithraculus forceps em formato eliptico. E: Nota-se o oviduto branco e leitoso de
Omalacantha bicornuta. F: Oviduto de Mithraculus forceps preenchido por células
(seta preta). G: A vagina mostra forte musculatura inserida longitudinalmente, na
margem oposta & insercdo do oviduto no RS. MUS: Tecido muscular. OD: Oviduto;

OV: Ovdrio; RS: Receptaculo seminal; VG: vagina.
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Figura 2. Receptaculo seminal de Mithracidae. A, B, C: Receptaculo seminal em

formato piriforme. Nota-se a presenca de duas regides: a dorsal e ventral, sendo esta
Gltima recoberta por cuticula. D, E, F: Detalhe da regido mesodérmica do RS
caracterizada pela presenca de um epitélio estratificado que delimita o ltmen do RS,
formando a camada densa, na regido basal proxima ao tecido conjuntivo é possivel
observar células em divisdo com nucleos variando de arredondado a elipticos. As
células mais apicais da camada densa apresentam nulcleo extremamente compacto e com
citoplasma basofilo, tais células encontram-se em processo de descamacdo (seta

branca). No tecido conjuntivo observa-se hemdcitos e espacos hemais (seta preta). G:
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Insercdo do oviduto no RS, proximo a regido de transicdo do RS, caracterizando-o
assim como ventral. H: Detalhe da inser¢do do oviduto no RS. I: Tampdo de células na
regido do oviduto com nucleos achatados e o citoplasma marcado pela presenca de
vesiculas lucidas (cabeca de seta) devido a presenca de lipideos. Figura A e D:
Damithrax hispidus. Figura B e E: Omalacantha bicornuta. Figura C e F: Mithraculus
forceps. DR: regido dorsal; CT: tecido conjuntivo; DL: camada densa; MDE: Epitélio
dorsal modificado; MUS: Tecido muscular. OD: Oviduto; OO: odcito; OV: Ovério; VR:

regido ventral.
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Figura 3. Receptaculo seminal (SR) em Mithracidae. A: Detalhe da regido de transicdo

entre a regido dorsal e ventral marcada pela presenca de varias dobras. B: Nota-se que
esta transicdo é abrupta e a regido ventral € caracteriza pelo epitélio colunar com
nucleos elipticos e basais recobertos por espessa camada de cuticula e tecido conjuntivo
nas trés espécies deste estudo. C: Vagina recoberta por espessa camada de cuticula e
nota-se a inser¢do de fibras musculares em s6 uma das faces. D: Detalhe do epitélio
cubico recoberto por tecido conjuntivo na vagina. E e F: No lumen do receptéaculo
seminal das trés espécies nota — se a presenca de massas circulares relembrando
espermatdforos. G: Secregdo fortemente positiva para polissacarideos neutros (PAS), as
regides mais basais da camada densa mostraram reacdo positiva ao PAS no cortex
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celular ou no espaco intercelular (cabega de seta). H: Secregdo intensamente reativa
para polissacarideos &cidos. I: Detalhe da camada densa com reagdo negativa para azul
de alcian. J: Predominancia de polissacarideos neutros no limen do RS, enquanto ao
redor dos espermatozoides, nota- se a presenca de reacdo positiva para polissacarideos
acidos. K: Secrecdo e células em descamacdo com reacdo fortemente positiva para
proteinas. As figuras representam a vista geral dos detalhes do SR nas trés espécies
estudadas. MDE: Epitélio dorsal modificado; MUS: Tecido muscular; VEP: Epitélio

ventral; S: Secrecdo; SZ: Espermatozoide; V: vagina.
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Resumo

Mithracidae passou por extensa revisdo taxonémica e molecular o que,
consequentemente, promoveu alteragdes taxonémicas com a descricdo de novos
géneros. Neste trabalho caracterizamos a sistema reprodutor masculino e a produgéo do
fluido seminal em trés espécies de géneros distintos de Mithracidae com intuito de
detectar diferentes padr6es morfo-histologicos entre 0s mesmos. Os espécimes foram
coletados por meio de mergulho autdnomo e livre no Brasil e Venezuela. As amostras
foram fixadas e processadas para rotina em historesina. O sistema reprodutor seguiu 0
padrdo apresentado para Brachyura, entretanto, com algumas peculiaridades em relagéo
ao descrito para Majoidea. As trés espécies apresentaram o0 mesmo padrdo de sistema
reprodutor. Nelas, o testiculo tem maior semelhanca com o tipo tubular, sem a presenca
de l6bulos. Porém numa mesma sec¢do notam-se sempre células germinativas no
mesmo estagio de maturacdo, sem diferentes zonas, caracteristica do testiculo tubular.
Este padrdo de maturacdo € tipico do testiculo lobular, fazendo com que estes
Mithracidae tenham um tipo de classificacdo de testiculo nunca descrito, aqui chamado
de intermediario. O vaso deferente é dividido em trés regiGes: a anterior, média e
posterior. A regido anterior é composta por epitélio colunar simples com nucleos
irregulares envoltos por tecido muscular e tecido conjuntivo. Esta regido apresenta duas

porcdes: a porgdo proximal e distal. A proximal recebe a massa de espermatozoides
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vindos do testiculo e na distal nota-se 0s espermatozoides empacotados em
espermatdforos coenospérmicos. A regido média do vaso deferente mostra limen mais
amplo, com espermatdforos mais afastados entre si, imersos no maior volume de
secrecdo. A regido posterior do vaso deferente apresenta epitélio pavimentoso simples
envolto por tecido muscular. O limen torna-se muito dilatado, quando comparado as
outras regifes e grande quantidade de secrecdo acidofila separa os espermatéforos. O
fluido seminal mostra-se com a mesma composi¢cdo quimica, em todas as regides,
formado por proteinas e polissacarideos (neutros e acidos). Em todas as espécies, ndo
foram detectadas glandulas acessérias ou bolsas laterais no vaso deferente. Assim, o
vaso deferente é extremamente simplificado nas trés espécies estudadas, sendo a
auséncia de glandulas diferente do padrdo encontrado para os outros Majoidea. A
auséncia de tais glandulas pode explicar a ndo producdo de pacotes espermaticos em
fémeas, indicando que tais glandulas sdo importantes para espécies com registro de
competicdo espermatica.

Palavras-Chave: Mithrax; Damithrax; Mithraculus; testiculo; espermatoforo.
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Introducgéo

Dentre os Brachyura encontram-se o0s caranguejos aranha da familia Mithracidae
com potencial para aquariofilia, devido grande diversidade de cor e morfologia corpérea
(Wagner, 1990; Baeza et al., 2010; Windsor & Felder, 2014). Adicionalmente, estes
animais sdo importantes para a manutencdo da limpeza dos aquérios, devido ao habito
alimentar, uma vez que utilizam algas na sua dieta. Na ultima revisdo taxondmica, com
base morfoldgica e molecular para Mithracidae, foi proposto o surgimento do novo
género Damithrax, o qual recebeu as antigas espécies Mithrax hispidus (Herbst, 1790) e
Mithrax tortugae Rathbun, 1920 (Windor & Felder, 2014). Os mesmos autores
sinonimizaram a espécie Mithrax verrucosus H. Milne Edwards, 1832 como Mithrax
aculeatus (Herbst, 1790) e confirmaram o status dos géneros Mithrax e Mithraculus
anteriormente colocado em duvida por meio de andlises moleculares (Baeza et al.,
2010)

O sistema reprodutor masculino em Brachyura tem a forma da letra “H” e ¢
composto por um par de testiculos, um par de vasa deferentia e os gonopodos, que sdo
0s 0Orgdos copulatérios (Krol et al., 1992). Nos testiculos ocorre o processo de
espermatogénese e espermiogénese, o qual termina na producdo dos espermatozoides
que sdo liberados nos ductos seminiferos (Zara et al., 2012; Nascimento & Zara, 2013).
O testiculo de Brachyura pode ser classificado, morfologicamente, em dois tipos: o
lobular e o tubular. O lobular é composto por numerosos l6bulos ou cistos seminiferos,
conectados por um ducto seminifero central. Cada I6bulo apresenta células no mesmo
estagio da espermatogénese (Nagao & Munehara, 2003). Enquanto o tubular consiste de
um tubulo dnico e convoluto com células germinativas em diferentes estagios
sequenciais da espermatogénese, formando zonas de maturacdo, com 0S
espermatozoides sendo liberados da zona de evacuacdo para o tabulo seminifero (Nagao
& Munehara, 2003; Sime¢ et al., 2009).

Os espermatozoides sdo transportados para o vaso deferente, onde s&o
empacotados no interior dos espermatéforos (Zara et al., 2012; Klaus et al., 2013; Tiseo
et al., 2014). O vaso deferente é dividido em trés regibes: anterior (AVD), na qual
ocorre a formacéo dos espermatoforos, media (MVD) e a posterior (PVD), onde ocorre
a producdo da maior parte do fluido seminal (Johnson, 1980; Krol et al., 1992; Mclay &
Becker, 2015). Associados ao vaso deferente, principalmente na MVD e/ou PVD,

podem ocorrer estruturas anexas chamadas de bolsas laterais, glandulas acessorias,
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diverticulos ou cecos (Johnson 1980; Sime0 et al., 2009; Sal Moyano et al., 2009; Zara
et al., 2012; Tiseo et al., 2014). Em Portunidae, as bolsas laterais auxiliam na produgéo
de fluido seminal por ampliarem o vaso deferente. Este aumento de superficie tem
importante funcdo na transferéncia dos espermatoforos e, principalmente, na formacao
do “plug” espermatico, garantindo que um s6 macho transfira seu material genético para
a fémea, durante a muda para a puberdade (Jivoff, et al., 2007; Zara et al., 2012;
Nascimento & Zara 2013). No caso de Grapsoidea, Pinnotheridea e Gecarcidae, estas
bolsas laterais sdo chamadas de glandulas acessérias e podem ocorrer somente na PVD
(Garcia & Silva, 2006; Tiseo et al., 2014; McLay & Becker; 2015). Tal secrecéo parece
ser complementar ao fluido seminal, tendo outra caracteristica quimica, auxiliando na
transferéncia espermatica em Pachygrapsus (Tiseo et al., 2014). Por sua vez em
Majoidea, estas expansdes do vaso deferente recebem o nome de diverticulos, cecos ou
glandulas acessorias podendo ocorrer na MVD e PVD como em Inachoididae (Diesel,
1989); Oregoniidae (Beninguer et al., 1988; Sainte-Marie & Sainte-Marie, 1998),
Majidae (Simeo et al., 2009), sendo aparentemente ausente em Epialtidae (Hinsch &
Walker, 1974; Sal Moyano et al., 2009). A funcédo destas glandulas é pouco conhecida,
mas parece atuar na transferéncia espermatica e na formacgéo de pacotes espermaticos,
participando assim na competicdo espermatica, como proposto para Inachoididade e
Oregoniidae (Diesel, 1989, 1991; Sainte-Marie & Sainte-Marie 1998, Moriyasu &
Benhalima, 2000). Nestas espécies que apresentam a abertura do oviduto na regido
ventral do receptaculo seminal, o Ultimo macho a copular com a fémea teria vantagem
na fertilizacdo dos ovdcitos.

Assim, neste trabalho caracterizamos o sistema reprodutor masculino para trés
espécies de diferentes géneros de Mithracidae, cuja familia nunca foi estudada do ponto
de vista anatbmico e histoquimico, em busca de variacbes anatomo-histoldgicas entre
Damithrax, Mithrax e Mithraculus, as quais possam ser associadas a transferéncia e/ou

competicdo espermatica.

Material e métodos

Machos de Damithrax hispidus (Herbst, 1790), Mithraculus forceps A. Milne-
Edwards, 1875 e M. aculeatus foram coletados por meio de mergulho auténomo e livre
em Ubatuba-SP (Latitude:-23.433671 e Longitude:-45.083853) no Brasil e Isla la
Tortuga (Latitude: 10.933642 e Longitude:-65.309456) na Venezuela. A identificagédo

76



dos animais foi realizada com base nas descri¢des de Wagner (1990), Melo (1996) e
Windsor & Felder (2014). Foram obtidos no minimo trés exemplares de cada espécie e
todos foram mensurados quanto ao tamanho da carapaca (CC), utilizando-se um
paquimetro digital (0,01 mm).

Para a anélise histoldgica do sistema reprodutor masculino, tais animais foram
anestesiados por resfriamento, dissecados e fixados em paraformaldeido 4% em tampéo
fosfato de sddio (0,2M, pH 7,4), por no minimo 24hs.

Para analise macroscépica do sistema reprodutor masculino os érgéos foram
analisados no estereomicroscopio Leica M205C e fotografados imersos na solucao
fixadora. Posteriormente, as amostras foram lavadas no mesmo tampao, desidratadas em
série alcoolica (50-95%), embebidas e incluidas em resina glicol-metacrilato Leica®,
segundo rotina indicada pelo fabricante. Apds a polimerizacdo, os blocos histologicos
foram cortados em micrétomo rotativo. Os cortes com espessura de 5 a 7um foram
recolhidos em laminas e corados com Hematoxilina e Eosina para descricdo geral, de
acordo com Junqueira & Junqueira (1983), evitando banhos em &lcool (Sant’Anna et
al., 2010). Para a analise histoquimica foi executada a técnica de xylidine ponceau
(Melo & Vidal, 1980) para proteinas, PAS para polissacarideos neutros, Azul de Alcian,
para os acidos segundo descrito por Junqueira & Junqueira (1983).

Resultados
Anatomia

Nas espécies estudadas o sistema reprodutor masculino é macroscopicamente
descrito como um 6rgao de simetria bilateral com a forma da letra “H” localizado na
cavidade cefalotoraxica (Fig. 1A e B). Este é composto pelo par de testiculos, e 0s
tubulos, que compdem o par de vasa deferentia, os quais desembocam nos érgdos
copulatérios (gondpodos) (Fig. 1A-C). Os testiculos sdo 6rgdos tubulares na regido
anterior do corpo, ao longo dos lados do estbmago e sdo unidos por uma comissura
central entre a extremidade posterior do estbmago e a regido anterior do coragédo (Fig.
1A e B). O vaso deferente é dividido em regido anterior (AVD), regido média (MVD) e
posterior (PVD) (Fig. 1A). A AVD é um tubo convoluto, a MVD é um tabulo liso e
mais espesso que a AVD. A PVD segue a mesma morfologia da MVD, porém com
maior espessura (Fig. 1A-C). Nao foram detectadas bolsas laterais, cecos, diverticulos

ou glandulas acessorios no momento da disseccdo e analise macroscépica (Fig. 1A-C).
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Em D. hispidus, M. aculeatus e Mi. forceps foi encontrado o mesmo padrdo para a

morfologia do sistema reprodutor.

Histologia e Histoquimica

Em D. hispidus, M. aculeatus e Mi. forceps o testiculo est4 envolto por delgada
camada de tecido conjuntivo e justaposto a esta camada encontram-se as células
acessorias que circundam as células germinativas (Fig 2-D). O testiculo foi classificado
como intermediario, ou seja, um tabulo contendo em uma das extremidades o tubulo
seminifero que recebe os espermatozoides (Fig 2A). Em cortes transversais as
espermatog6nias ocupam um dos polos formando um l6bulo circundado por células
acessorias e abaixo deste, encontra-se outro l6bulo com as células germinativas em
espermatogénese, sempre no mesmo estagio de maturacdo (Fig 2A e B). As células
acessOrias possuem nucleos variando de achatados nos I6bulos contendo
espermatogonias e espermatdcitos (Fig. 2C e D), passando a arredondados nos l6bulos
contendo espermatides. Ao terminarem a espermiogenese, 0s espermatozoides sdo
evacuados para o tubulo seminifero (Fig 2A-D). Os espermatocitos primarios com
ndcleos grandes mostrando os diferentes estadgios da profase meidtica (Fig 2E). Os
espermatocitos  secundarios apresentam nilcleo menor com a cromatina
homogeneamente corada (Fig 2F). As espermatides foram divididas em trés estagios
(Fig. 2G-1). No estagio inicial nota-se nucleo arredondado com pequena vesicula pro-
acrossomal (Fig 2G). As espermatides intermediarias mostram o ndcleo com formato da
letra “C” e a vesicula acrossomal ¢ mais volumosa e marcada ao PAS (Fig. 2H). As
espermatides tardias sdo bastante semelhantes ao espermatozoide mostrando um ndcleo
delgado circundando a vesicula acrossomal (Fig. 2I).

O vaso deferente foi dividido em trés regides distintas: anterior (AVD), média
(MVD) e posterior (PVD). A AVD foi dividida em duas porgdes: a proximal e distal. A
porc¢édo proximal recebe os espermatozoides maduros provenientes do testiculo, os quais
encontram-se como uma grande massa espermatica ocupando todo o lumen (Fig. 3A-C).
Na regido distal os espermatozoides encontram-se agrupados em pequenas massas
esféricas delimitadas por parede, constituindo assim a estrutura do espermatdforo
coenospermico (Fig. 3D-F). A AVD apresenta epitélio colunar simples com nucleos
arredondados a elipticos, envolto por camada muscular e tecido conjuntivo (Fig. 3A-F).
A MVD apresenta camada de tecido conjuntivo, camada muscular e epitélio colunar

simples, com caracteristicas secretoras com nucleos irregulares basais e citoplasma
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basofilo. A principal diferenca entre a AVD e a MVD foi 0 aumento do didmetro
luminal do vaso, com consequente aumento de secrecdo espacando os espermatéforos
nesta regido (Fig. 3G-1). Nas trés espécies pode ser observada uma secrecdo acidofila
junto ao apice das células nesta regido (Fig. 3G -I). A tltima regido do vaso deferente, a
PVD mostra epitélio pavimentoso simples envolto por espessa camada de tecido
muscular (Fig. 3J-L). No lumen, o qual tem didmetro bastante acentuado em relacdo as
outras regibes do vaso deferente, encontra-se preenchido por secrecdo acidofila e
homogénea a qual torna os espermatoforos claramente separados uns dos outros (Fig.
3J-L). Para todas as espécies estudadas ndo foram observadas bolsas laterais, cecos,
diverticulos ou glandulas acessorias em nenhuma das regides do vaso deferente.

Por meio da histoquimica pode-se constatar que a AVDp apresenta secrecao
reativa para polissacarideos neutros, sendo esta negativa para proteinas e
polissacarideos &cidos (Fig. 4A-C). Na AVDd nota-se a presenca de secrecdo reativa
para proteinas e polissacarideos neutros, a qual auxilia na separacdo das massas
espermaticas em espermatdforos. Esta mesma secrecdo é fracamente positiva para
polissacarideos acidos (Fig. 4D-F). Os espermatdforos na AVDd sdo caracterizados pela
presenca de parede glicoproteica, com reacdo fortemente positiva para proteinas e
positiva para polissacarideos neutros e positiva para os acidos (Fig. 4D-F). As secrecdes
encontradas na MVD e PVD mostram reacdo fortemente positiva para proteinas,

positiva polissacarideos neutros e acidos (Fig. 4G-I).

Discusséo

Damithrax hispidus, M. aculeatus e Mi. forceps apresentam o sistema reprodutor
masculino dividido em testiculo e vaso deferente, com forma da letra “H” seguindo 0
que foi observado em Majoidea (Beninguer et al., 1988; Sime0 et al. 2009; Sal Moyano
et al., 2009). Esta organizacdo anatdbmica segue o padréo descrito para Brachyura (Krol
et al., 1992; Lopez-Greco, 2013; McLay & Becker, 2015).

O testiculo das trés espécies estudadas foi classificado como intermediario. A
morfologia encontrada segue o padrdo de testiculo do tipo tubular de acordo com o que
foi proposto por Nagdo & Munehara (2003). Entretanto, as células germinativas
possuem um padrdo de maturacdo caracteristico do tipo lobular de testiculo uma vez
que, apresenta regionalizacdes aleatorias, contendo células do mesmo estagio de
desenvolvimento. Porém, os espermatozoides maduros sdo liberados para o tubulo

seminifero, o qual atua como uma zona de evacuacao, tipico do testiculo tubular (Simeo
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et al., 2009; Tiseo et al., 2014). Assim, pode-se dizer que a morfologia de testiculo
encontrada nas espécies aqui estudadas pode ser a mais basal, por possuir um misto das
duas morfologias de testiculo descritas. O padrdo do tipo lobular € o mais comumente
encontrado em Brachyura, sendo o testiculo do tipo tubular descrito para Majoidea,
Xanthoidea e Grapsoidea (Simeo et al., 2009). Assim, em Majoidea, a classificacdo
tubular deve ser utilizada com cautela, uma vez que este novo padrédo de maturacéo,
com grandes zonas de células no mesmo estagio pode ser encontrado em outras especies
ja descritas. Alguns trabalhos conduzem a uma interpretacédo errénea do tipo de testiculo
por confundir a anatomia com o padréo histologico (Zara et al., 2012) como observado
para Goniopsis cruentata (Latreille, 1803), Ucides cordatus (Linnaeus, 1763), Eriphia
verrucosa (Forskal, 1775), e Armases rubripes (Rathbun, 1897) (Garcia & Silva, 2006;
Castilho et al., 2008; Erkan et al., 2009; Santos et al., 2009). A espermatogénese nas
espécies estudadas apresenta as mesmas caracteristicas histoldgicas encontradas em
outras espécies, na qual mostram ser o modelo geral de Brachyura (Ryan 1967; Garcia
& Silva 2006; Castilho et al., 2008; Santos et al., 2009; Zara et al., 2012; Tiseo et al.,
2014). A classificacdo das espermatides em inicial, média e tardia, foi baseada no
aumento da vesicula acrossomal e seguiu 0 modelo encontrado para caranguejos
derivados (Zara et al., 2012; Nascimento & Zara, 2013; Tiseo et al., 2014).
Neste estudo foi realizada a técnica de coloracdo de PAS contra corado com
Hematoxilina que facilita a visualizacdo da espermiogénese, enguanto em outros
trabalhos com Brachyura foi utilizada a técnica de azul de toluidina. Sendo assim, esta
técnica pode ser considerada a mais adequada, pois facilita a identificacdo dos estagios
da vesicula acrossomal e ao mesmo tempo permite interpretar as alteracdes nucleares.
Os vasa deferentia sdo divididos em regido anterior (AVD), média (MVD) e
posterior (PVD) seguindo o que foi descrito para Majoidea (Diesel, 1989; Sainte-Marie
& Sainte-Marie, 1998; Benhalima & Moriyasu, 2000; Sime¢ et al., 2009; Sal Moyano et
al., 2009) sendo 0 mesmo padréo encontrado em Brachyura (Krol et al., 1992). A AVD
de D. hispidus, M. aculeatus e Mi. forceps é dividida em duas porc¢Bes: a proximal
(AVDp) e a distal (AVDd). Esta divisdo é baseada na formagdo dos espermatéforos
coenospermicos. A divisdo da AVD em duas porcdes ja foi descrita para Grapsoidea e
Portunidae (Santos et al., 2009; Nicolau et al., 2012; Zara et al., 2012; Nascimento &
Zara, 2013). A AVD apresenta epitélio colunar simples com nucleos irregulares envolto
por camada muscular e tecido conjuntivo. Esta mesma organizacao tecidual foi descrita

para Majoidea, Portunidae e Ocypodoidea (Castilho et al., 2008; Simed et al., 2009; Sal
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Moyano et al., 2009; Zara et al., 2012; Nascimento & Zara, 2013). A AVD é a regido
onde ocorre a formacdo dos espermatdforos. Este processo se inicia na porgado proximal
e termina na porcdo distal assim como descrito para Libinia spinosa Guérin, 1832 (Sal
Moyano et al., 2009), Grapsoidea (Garcia & Silva, 2006; Tiseo et al., 2014) e
Portunidae (Zara et al., 2012; Nascimento & Zara, 2013). Nas trés espécies estudadas, a
formacédo do espermatéforo mostra 0 mesmo padrdo. A secrecdo da AVDp é composta
por polissacarideos neutros, o qual separa os espermatozoides em massas. Na AVDd,
onde se inicia a formacdo da parede dos espermatoforos, a secrecdo torna-se
glicoproteica, fracamente reativa para polissacarideos &cidos, sendo esta secrecdo a
mesma observada na parede do espermatdforo. Em Portunidae a secre¢do que envolve a
massa de espermatozoides da AVDp é composta por polissacarideos acidos, diferente,
portanto, de Mithracidae. Na AVDd de Callinectes, uma nova secrecdo, glicoproteica
com reagdo para polissacarideos neutros, ocorre e forma a parede dos espermatoforos
(Zara et al., 2012; Nascimento & Zara, 2013). Contudo, nas espécies deste estudo nota-
se a modificacdo da secrecdo pela adicdo de proteinas e polissacarideos &cidos, os quais
sdo misturados a secrecdo da AVDp, sendo este novo composto presente também na
parede do espermatéforo.

A MVD apresenta epitélio secretor colunar simples com ndcleos irregulares e
basais, esta mesma morfologia foi descrita os Majoidea L. spinosa, Maja brachydactyla
Balss, 1922 (Sal Moyano et al., 2009; Simed et al., 2009), Portunidae (Zara et al., 2012;
Nascimento & Zara 2013) e Ocypodidae (Castilho et al., 2008). No lumen da MVD
encontram-se espermatéforos prontos e maduros, imersos em fluido seminal
homogéneo. A secrecdo da MVD é intensamente reativa para proteinas e reativa para
polissacarideos neutros e acidos, similar ao que foi observado nos Portunidae (Zara et
al., 2012).

A parede da PVD apresenta epitélio pavimentoso simples com ndcleos irregulares,
tal epitélio é bastante achatado com relacdo as outras regides do vaso deferente
possivelmente devido ao aumento da secrecdo no lumen, esta mesma organizagdo
tecidual foi encontrada em outros Majoidea, (Hinsch & Walker, 1974; Sime0 et al.,
2009; Sal Moyano et al., 2009), e Eriphiidae (Erkan et al., 2009). As secre¢des do
lumen apresentam a mesma reagdo histoquimica da MVD. N&o foram encontradas
bolsas laterais, cecos, diverticulos ou glandulas acessorias em nenhuma regido do vaso
deferente das espécies estudadas. Tais glandulas sdo comumente descritas para

Majoidea e auxiliam na producéo e transferéncia do fluido seminal (Diesel et al., 1989;
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Simeo et al., 2009; Beninger et al., 1988; Sime6 et al., 2009). Nos Majoidea as
glandulas acessérias foram observadas em Inachus Phalangium (Fabricius, 1775), M.
brachydactyla, Chionocetes opilio (O. Fabricius, 1788) (Diesel et al., 1989; Simed et
al., 2009; Beninger et al., 1988, Benhalima & Moriyasu, 2000). Para estas mesmas
espécies, foi reportado a formagdo de pacotes ou estratos espermaéticos no receptaculo
seminal (Diesel et al., 1989; Sainte-Marie & Sainte-Marie 1998). Entretanto, na
descricdo do sistema reprodutor masculino de L. spinosa ndo foram encontradas
glandulas acessoérias (Sal Moyano et al., 2009). Esta mesma espécie também nédo é
formadora de estratos ou pacotes espermaticos (Gonzalez-Pisani et al., 2012). Assim,
pode-se dizer que as glandulas acessérias estdo associadas a formacdo de estratos
espermaticos, uma vez que, nas espécies de Mithracidae estudadas ndo foram descritos
pacotes espermaticos (Assugeni & Zara, Cap 2). Em espécies formadoras de plug
espermatico, Callinectes ornatos Ordway, 1863 e Callinectes danae Smith, 1869 (Zara
et al., 2012; Nascimento & Zara, 2013) foram encontraram estruturas com a mesma
funcdo, porém denominadas de bolsas laterais, com a funcdo de formacdo de plug
espermatico, 0 que ndo ocorre em Mithracidae. Desta maneira, 0s vasa deferentia de
Mithracidae funcionam como produtores de fluido seminal, formadores e
transportadores de espermatéforos, sem nenhuma especializacdo morfoldgica o que
corrobora os resultados da auséncia de estratos espermaticos no receptaculo seminal
destas espécies (Assugeni & Zara, Cap. 2)

Em conclusdo, a morfologia do sistema reprodutor dos Mithracidae mostra-se
simplificada e com auséncia de glandulas acessorias, sendo assim, em espécies com esta
caracteristica pode-se prever que este padrdo anatomo-histoldgico reflita a auséncia de

pacotes espermaticos ao menos para Majoidea.
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Lista de figuras e legendas

Figura 1. Sistema reprodutor masculino. A: Sistema reprodutor masculino visto no

momento da disseccdo, no qual pode-se observar o padrdo encontrado para as espéecies
analisadas e a comissura central que liga os testiculos (seta branca). B: Diagrama do
sistema reprodutor masculino de Damithrax hispidus, Mithrax aculeatus e Mithraculus
forceps. Nota-se o sistema reprodutor masculino em formato de letra H localizado na
cavidade cefalotoraxica e os vasos deferentes divididos em regido anterior, média e
posterior. C: Vista macroscopica dos testiculos e os vasa deferentia no qual observa-se
que o testiculo é um tubulo bastante convoluto, a AVD é um vaso também convoluto e a
MVD e PVD um tubo liso que aumenta de espessura em dire¢do a regido posterior do
vaso deferente. T: testiculo; AVD: regido anterior do vaso deferente; MVD: regido

média do vaso deferente; PVD: regido posterior do vaso deferente.
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Figura 2: Espermatogénese e espermiogénese em Mithracidae. A: Aspecto geral do testiculo do
tipo intermediario onde nota-se o tubulo seminifero preenchido de espermatozoides (seta
branca). B: Testiculo envolto por tecido conjuntivo e justaposto a esta camada encontram-se as
células acessorias que circundam as células germinativas. C: Espermatogbnias na periferia do
I6bulo, células aceesdrio com nlcleo achatado (seta preta). D: Espermatozoides sendo evacuados
no tdbulo seminifero. Células acessorio com ndcleo achatado (seta preta). E: Espermatdcitos |
em fase de divisdo. F: Espermatdcitos Il com tamanho reduzido e o nlcleo ja preenchido (cabeca
de seta). G: Espermatide em estagio inicial. H: Espermatide média. |: Espermatide tardia. As
figuras sdo referentes ao padréo geral encontrado em Damithrax hispidus, Mithrax aculeatus e
Mithraculus forceps. CT: tecido conjuntivo; EST: espermatide inical; MST: espermatide média;
LST: espermatide tardia; SCPI: espermatécito primario; SPCII: espermatécito secundario; SPG:

espermatog0nia; SZ: espermatozoide; T: testiculo.
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Figura 3. Vasa deferentia. A, B, C: Porcéo proximal do vaso deferente anterior a qual
recebe uma massa homogénea de espermatozoides maduros dos testiculos. D, E F:
Regido distal do vaso deferente anterior onde se inicia a formacdo dos espermatdforos;
A parede da AVD é composta por uma camada de tecido conjuntivo, uma camada
muscular intermediaria e um epitélio interno colunar estratificado com ndcleos
arredondados-elipticos. G, H, I: Na regido média do vaso deferente nota-se um epitélio
secretor monoestratificado e uma camada de tecido muscular envolto por tecido
conjuntivo e os espermatoforos estdo imersos em secregdo acidofila. J, K, L: A regido
posterior do vaso deferente possui epitélio estratificado cibico com nucleos irregulares

e camada de tecido muscular, envoltos por tecido conjuntivo, no limen deste vaso
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encontram-se espermatoforos imersos em uma grande quantidade de secre¢do acidofila.
Figura A, D, G e J: Damithrax hispidus. Figura B, E, H e K: Mithrax aculeatus.
Figura C, F, | e L: Mithraculus forceps. AVDp: por¢do proximal do vaso deferente
anterior; AVDd: porcédo distal do vaso deferente anterior; MVD: regido média do vaso
deferente; PVD: regido posterior do vaso deferente; SF: espermatoforo; SZ:

espermatozoide.
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Figura 4. Histoquimica dos vasa deferentia de Damithrax hispidus, Mithrax aculeatus e
Mithraculus forceps. A: AVDp com secre¢do negativa para proteinas. B: AVDp

apresenta secrecdo reativa para polissacarideos neutros. C: Secrecdo negativa para
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polissacarideos &cidos. D: Secrecdo reativa para proteinas. E: secrecdo reativa para
polissacarideos neutros, a qual auxilia na separacdo das massas esperméticas em
espermatoforos. F: Secrecdo fracamente positiva para polissacarideos acidos. D, E, F:
Os espermatdforos na AVDd sdo caracterizados pela presenca de parede glicoproteica,
com reacdo fortemente positiva para proteinas e positiva para polissacarideos neutros e
positiva para os &cidos. G e J: As secre¢Bes encontradas na MVD e PVD mostram
reacdo fortemente positiva para proteinas, H e K: positiva polissacarideos neutros. | e
L: secrecdo da MVD e PVD positiva para polissacarideos acidos. AVDp: porcéo
proximal do vaso deferente anterior; AVDd: por¢do distal do vaso deferente anterior;
MVD: regido média do vaso deferente; PVD: regido posterior do vaso deferente; SP:

espermatoforo; SZ: espermatozoide.
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Conclusdes

O estudo da ultraestrutura dos espermatozoides se mostrou uma ferramenta
muito eficiente no estabelecimento de relacdes de parentesco. Uma vez que, a partir da
morfologia do espermatozoide as espécies podem ser agrupadas em géneros. O estudo
da espermiotaxonomia, principalmente com animais da mesma espécie de regides
zoogeograficas dististas mostra a precisdo desta ferramenta para o relacionamento de
especies. A filogenia molecular deste trabalho realizada com base no mapeamento dos
caracteres dos espermatozoides mostrou 0s mesmos resultados encontrados na ultima
revisdo filogenética e morfolégica para Mithracidae, bem como a ultraestrutura dos
espermatozoides. Desta maneira, estas duas ferramentas sdo complementares,
evidenciando resultados mais completos.

A divisdo de espécies dentro dos géneros Mithrax e Mithraculus, mostra-se
possivel através deste trabalho e principalmente a comprovacdo da classificacdo de
ambos como géneros separados.

Nas espécies de Mithracidae que tiveram o receptaculo seminal estudados notou-
se a auséncia de pacotes espermaticos e o receptaculo seminal do tipo ventral, sendo o
tipo mais comum para Majoidea. A auséncia de pacotes espermaticos indica que o
receptaculo seminal funciona como uma grande camara de fertilizacdo, ja que nao é
possivel identificar se a fémea copula com mais de um macho, sendo assim impossivel
selecionar um esperma especifico. Ao redor dos espermatozoides que se encontram no
limen do receptaculo seminal notou-se uma secrecdo positiva para polissacarideos
acidos, que é proveniente dos machos, uma vez que a regido mesodérmica deste, foi
negativa para azul de Alcian.

O sistema reprodutor masculino seguiu o padrdo encontrado em Brachyura,
entretanto, com a auséncia de glandulas acessérias no vaso deferente. Tais glandulas
parecem estar fortemente relacionadas a formacdo de pacotes espermaticos, ja que as
especies descritas na literatura que ndo possuem glandulas acessorias também néo
possuem pacotes espermaticos, fato que foi demonstrado com as espécies de
Mithracidae deste estudo. Sendo assim, para investigacfes futuras esta caracteristica
deve ser examinada com cuidado e levada em conta principalmente para os Majoidea.

O estudo do sistema reprodutor se mostrou relevante para o entendimento dos
mecanismos de transferéncia e competicdo espermatica. Apesar das espécies de
Mithracidae estudadas terem um sistema reprodutor simples, o mecanismo de

funcionamento se mostrou extremamente interessante. Assim, o conhecimento sobre a
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biologia reprodutiva é imprescindivel ainda mais para este grupo de caranguejos aranha,
0s quais mostram elevado indice de utilizacdo em aquariofilia marinha, area bastante
crescente no Brasil. Assim, a verificacdo das estratégias reprodutivas com a auséncia de
competicdo espermatica é informacdo crucial para futuros estudos de criacdo comercial,

0 que levaria ao declinio da atividade de retirada de animais da natureza.
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