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RESUMO

O presente trabalho descreve o sistema reprodutor masculino (SRM) das espécies Fredius
ibiapaba, Kingsleya attenboroughi e Rodriguezus garmani, com foco na anatomia, histologia
e ultraestrutura das vias de secrecdo. Além disso, foram analisadas a ultraestrutura dos
espermatoforos e espermatozoides dessas trés especies, incluindo também Kingsleya sp. nov.
e Melothelphusa apiaka, com o objetivo de identificar um padréo para a familia desses animais,
que sdo raros na natureza. Os pseudotelfusideos analisados apresentam o padrdo tipico de
Brachyura, com um 6rgdo bilateral em formato de “H”, formado por um par de testiculos
conectados a um par de vasos deferentes (VD). Estes sdo extremamente delgados e pouco
volumosos, divididos arbitrariamente em trés regides: anterior (AVD), mais convoluta; média
(MVD); e posterior (PVD), ligeiramente mais volumosa e menos convoluta. Ndo foram
observadas glandulas acessérias ou cecos em qualquer regido dos VD dessas espécies. Os
testiculos dos pseudotelfusideos sdo do tipo tubular modificado, apresentando caracteristicas
mistas de testiculos tubulares e lobulares. Os VD sdo tubos simples e continuos, com epitélio
colunar, e ndo apresentam diferencas histoldgicas e histoquimicas entre suas trés regiGes. O
fluido seminal desses caranguejos é composto por duas secrecdes glicoproteicas: a secrecao do
tipo 1, na qual os espermatozoides estdo imersos, e a secrecdo globular do tipo 2, menos
abundante na AVD. Essa secre¢do granular é caracteristica da familia e ocorre em todos 0s
géneros estudados. A ultraestrutura das células dos VD é tipicamente secretora do tipo
merdcrino, rica em reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi, responsaveis pela
producdo de glicoproteinas. Essas glicoproteinas sdo armazenadas em pequenas vesiculas de
secrecdo eletrolicida e eletrodensa, sendo liberadas por exocitose. O pequeno numero de
vesiculas encontradas ao longo do polo apical da célula sugere que a exocitose desde o
complexo de Golgi ocorre de maneira rapida e continua. O fluido seminal é simples e granular,

e ndo ha glandulas acessérias em nenhuma regido dos VD. Todas as espécies estudadas



apresentaram espermatoforos predominantemente cleitospérmicos. Os espermatozoides das
cinco espécies compartilham um padrdo comum em Brachyura, caracterizado por um opérculo
imperfurado, uma regido subopercular menos eletrodensa abaixo do opérculo e a auséncia de
botédo apical. A vesicula acrossomal é esférica ou eliptica, com zonas acrossomais concéntricas
e parcialmente envolvida pelo nucleo, além de bracgos radiais. Essa vesicula € composta por
quatro zonas: interna, zona acrossomal raiada, externa e periférica. As andlises ultraestruturais
apresentadas neste estudo poderdo ampliar a compreensao e preencher lacunas nas relacdes de
parentesco entre as familias de caranguejos de agua doce, contribuindo para o avango do
conhecimento sobre sua biologia reprodutiva. Os resultados indicam que os pseudotelfusideos
possuem caracteristicas bastante distintas em comparacdo com os caranguejos de dgua doce do
Novo Mundo pertencentes a familia Trichodactylidae. Além disso, este estudo tem potencial
para servir como base para futuras pesquisas e para a implementacdo de medidas de

conservacao e protecdo das localidades-tipo de ocorréncia dessas espécies.

Palavras-chave:  conservacdo, morfologia, espermatozoide, espermatéforo,

reproducéo, Pseudothelphusidae



ABSTRACT

The present study describes the male reproductive system (MRS) of the species Fredius
ibiapaba, Kingsleya attenboroughi, and Rodriguezus garmani, focusing on the anatomy,
histology, and ultrastructure of the secretory pathways. Additionally, the ultrastructure of the
spermatophores and spermatozoa of these three species was analyzed, also including Kingsleya
sp. nov. and Melothelphusa apiaka, aiming to identify a pattern for the family of these animals,
which are rare in nature. The pseudotelfusids analyzed exhibit the typical Brachyura pattern,
with a bilateral H-shaped organ formed by a pair of testes connected to a pair of vas deferens
(VD). They are extremely thin and small in volume, arbitrarily divided into three regions:
anterior (AVD), more complicated; medium (MVD); and posterior (PVD), slightly more
voluminous and less complicated. No accessory glands or caeca were observed in any VD
region of these species. The testes of pseudothelphusids are of the modified tubular type,
exhibiting mixed characteristics of tubular and lobular testes. The VD are simple and
continuous tubes with columnar epithelium, showing no histological or histochemical
differences among their three regions. The seminal fluid of these crabs is composed of two
glycoprotein secretions: type 1 secretion, in which the spermatozoa are immersed, and the
globular type 2 secretion, less abundant in the AVD. This granular secretion is characteristic
of the family and occurs in all studied genera. The ultrastructure of VD cells is typically
merocrine-secretory, rich in rough endoplasmic reticulum and Golgi complex, responsible for
glycoprotein production. These glycoproteins are stored in small electrolucent and electron-
dense secretion vesicles and are released by exocytosis. The small number of vesicles found
along the apical pole of the cell suggests that exocytosis from the Golgi complex occurs rapidly
and continuously. The seminal fluid is simple and granular, and there are no accessory glands
in any VD region. All studied species exhibited predominantly cleistospermatic

spermatophores. The spermatozoa of the five species share a common pattern in Brachyura,



characterized by an imperforate operculum, a subopercular region less electron-dense below
the operculum, and the absence of an apical button. The acrosomal vesicle is spherical or
elliptical, with concentric acrosomal zones and partially enveloped by the nucleus, in addition
to radial arms. This vesicle is composed of four zones: internal, radial acrosomal zone, external,
and peripheral. The ultrastructural analyses presented in this study may enhance the
understanding and fill gaps in the phylogenetic relationships among freshwater crab families,
contributing to advances in knowledge about their reproductive biology. The results indicate
that pseudothelphusids possess quite distinct characteristics compared to freshwater crabs of
the New World belonging to the family Trichodactylidae. Furthermore, this study has the
potential to serve as a foundation for future research and for the implementation of conservation

and protection measures for the type localities where these species occur.

Keywords: conservation, morphology, spermatozoa, histology, spermatophore,

reproduction, Pseudothelphusidae
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CONSIDERACOES INICIAIS

Os caranguejos verdadeiros pertencem a infraordem Brachyura, que € uma das mais
diversas dentro dos decdpodes, com mais de 7.683 especies descritas em 107 familias (De
Grave et al., 2023). Dentre essas familias, cinco sdo exclusivamente associadas a ambientes de
agua doce: Gecarcinucidae (MacLay, 1838), Potamonautidae (Bott, 1970), Potamidae
(Ortmann, 1896), Pseudothelphusidae (Ortmann, 1893) e Trichodactylidae (H. Milne Edwards,
1853). Essas familias estdo distribuidas nas regides tropicais e subtropicais da América Central
e do Sul, da Africa, do sul da Europa, da india, da Asia e da Australia (Cumberlidge et al.,
2009).

Vale destacar, nesse contexto, que a superfamilia Pseudothelphusoidea passou por uma
reestruturacao taxonémica proposta por Alvarez et al. (2020). Essa reclassificacdo é semelhante
as classificacOes baseadas em tribos propostas por Rodriguez (1982), mas apresenta um sistema
taxondmico atualizado. Como resultado, foram estabelecidas duas familias distintas:
Epiloboceridae, que inclui o género Epilobocera Stimpson, 1860, e Pseudothelphusidae, que
engloba os demais géneros conhecidos. Sendo assim, atualmente, a familia Pseudothelphusidae
¢ subdividida em oito subfamilias: Guinotiinae, Hypolobocerinag, Kingsleyinae,
Potamocarcininae, Pseudothelphusinae, Ptychophallinae, Raddausinae e Strengerianae. A
faixa de distribuicdo de cada subfamilia corresponde a uma area geogréafica diferente, onde a
subfamilia Kingsleyinae é tida como a divisdo mais para a por¢édo oriental, por ser exclusiva
da América do Sul (Magalhdes, 2003a; Pedraza et al., 2016).

Os caranguejos de agua doce na Regido Neotropical estdo distribuidos em duas
familias: Pseudothelphusidae, que ocorrem principalmente em regiGes montanhosos da
América do Sul e Central e com distribui¢des altitudinais que podem chegar até 3.000 metros

sobre o nivel do mar (Rodriguez & Magalhaes, 2005); e Trichodactylidae, que, com excec¢do
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de quatro espécies, ocorrem na parte sul do México, com distribuicdo restrita a América do Sul,

nas planicies costeiras das Guianas e do Brasil, nas planicies fluviais do Amazonas, do Orinoco,
do Paraguai e do Parand, e as bacias do Magdalena e do Maracaibo (Rodriguez, 1992). A
Regido Neotropical abrange todo o continente sul-americano, América Central, México, ilhas
do Caribe e sul da Florida, apresentando um clima que varia desde o tropical, com dguas mais
quentes, até o subtropical, com aguas mais frias, como observado no sul do Brasil, do Uruguai,
do Paraguai, da Argentina e do Chile (Cumberlidge et al., 2014). Ambas as familias sdo
caracterizadas pelo desenvolvimento direto e com um ciclo de vida completamente
desvinculado do ambiente marinho (Klaus & Brandis, 2011).

Atualmente, a familia Pseudothelphusidae inclui cerca de 49 géneros e 309 espécies.
No Brasil, sdo conhecidas 21 espécies, distribuidas em 5 géneros (Alvarez et al., 2020; Santos,
2020). Nos ultimos anos, novas espécies tém sido descritas, como Kingsleya castrensis
(Pedraza et al., 2015), Kingsleya celioi (Pedraza et al., 2016), Kingsleya attenboroughi
(Pinheiro & Santana, 2016), Kingsleya parnaiba (Pralon et al., 2020) e Fredius ibiapaba
(Santos et al., 2020). Essas descobertas refletem o crescente interesse e 0s avancos nas
pesquisas sobre essa familia no Brasil, sendo parte de um esforco continuo para compreender
melhor a fauna de caranguejos de &gua doce no pais. Tais descobertas tém ocorrido
principalmente em bacias hidrogréaficas das regiées da Amazonia, do Cerrado e da Caatinga,
areas que apresentam uma grande diversidade de espécies, 0 que aponta para a importancia das
pesquisas para a compreensdo da biodiversidade e da biologia reprodutiva de caranguejos de
agua doce no Brasil.

Esses ecossistemas abrigam uma grande biodiversidade de fauna endémica aquatica,
terrestre e semiterrestre, e a deterioracdo desses corpos hidricos, associada ao crescimento da
populagdo humana e ao desmatamento, tem um impacto negativo sobre a biodiversidade

aquatica continental (Dudgeon, 1992; Dudgeon, 2000; Dudgeon et al., 2006; Strayer, 2006),
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que alberga diversos organismos invertebrados, como caranguejos de dgua doce, maxilopodas

(copépodes), aracnideos (&caros) e insetos (dipteros, tricopteros, coledpteros, etc.),
desempenhando a funcdo de manutencéo dos niveis troficos e apresentam uma biodiversidade
taxonémica de importancia ecossistémica para esses locais (Albertoni & Silva, 2010). Como
afirmam Cumberlidge e Ng (2016), a propor¢do de caranguejos de dgua doce ameacados de
extincdo € igual a dos corais construtores de recifes e excede a de todos 0s outros grupos que
foram avaliados.

Entretanto, a falta de dados sobre essa familia é preocupante, especialmente
considerando a degradacdo desses corpos hidricos, impulsionada pelo crescimento
populacional e pelo desmatamento, exercendo um impacto negativo sobre a diversidade
aquatica continental (Dudgeon, 1992; Dudgeon, 2000; Dudgeon et al., 2006; Strayer, 2006).

Além de ampliar a compreensdo sobre a biodiversidade, faz-se necessario conhecer a
biologia reprodutiva dessa familia, uma vez que a maior parte dos estudos sobre o Sistema
Reprodutor Masculino de braquidros tem como foco representantes marinhos, e.g., Majoidea e
Portunoidea (Bauer, 2013; Cobo & Costa, 2012; Cunningham & Williams, 2002; Hartnoll,
2002; Ragionieri & Hernandez, 2009). Ja os estudos relacionados a caranguejos de dgua doce
comumente enfocam a ultraestrutura do espermatozdide e possiveis relacdes filogenéticas entre
grupos do Velho Mundo, sendo Gecarcinucoidea e Potamoidea bem exploradas (Guinot et al.,
1997; Klaus & Brandis, 2011; Klaus et al., 2009; Klaus et al., 2013; Scalici et al., 2010).

No Brasil, os estudos envolvendo caranguejos dulcicolas tém como foco a descrigéo do
SRM, a ultraestrutura do espermatozdide e a biologia reprodutiva de certos representantes de
Trichodactylidae (Almeida et al., 2019; De Oliveira & Zara, 2018; De Oliveira et al., 2021;
Silvaetal., 2012). Até o presente momento, ndo sdo conhecidos estudos cientificos envolvendo
qualquer tipo de analise do SRM, da ultraestrutura do espermatozéide ou dos parametros

relacionados a tais quesitos reprodutivos em representantes de Pseudothelphusidae.
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O sistema reprodutor masculino (SRM) dos representantes da infraordem Brachyura é

constituido por um par de testiculos dispostos nas margens superiores do cefalotorax, os quais
desembocam no vaso deferente (VD), terminando na regido posterior do corpo do caranguejo,
junto as aberturas dos gonoporos. Comumente, os testiculos apresentam anatomia em forma de
“H” para a maioria dos braquitros, podendo ainda ter forma de “V” ou “U invertido” em certos
grupos. Conectados aos testiculos, os VD apresentam trés regides, as quais sdo delimitadas por
meio da morfologia e do incremento (ou ndo) do diametro do vaso e por sua funcao na producao
de fluido seminal e montagem dos espermatoforos: anterior (AVD), média (MVD) e posterior
(PVD) (Antunes et al., 2018; De Oliveira & Zara, 2018; Diesel, 1989; Krol et al., 1992, Lopez-
Greco, 2013; Nascimento & Zara, 2013; Tiseo et al., 2014; Watanabe et al., 2020; Zara et al.,
2012).

No presente estudo, abordamos quatro géneros: Fredius Pretzmann, 1967, Kingsleya
Ortmann, 1897; Rodriguezus Rathbun, 1898 e Melothelphusa Pedraza, Tavares & Magalhaes,
2016.

Atualmente, Fredius é composto por catorze espécies distribuidas por um vasto
territorio, que abrange cinco bacias hidrogréaficas principais (Magalhdes et al., 2014; Rodriguez
& Campos, 1998): (1) Orinoco; (2) Essequibo-Cuyuni; (3) Amazonas; (4) Rio Madeira e seu
afluente, Rio Machado; e (5) com drenagem costeira de pequenos rios no norte da América do
Sul (Guiana, Suriname e Guiana Francesa), desembocando diretamente no Oceano Atlantico.
Fredius ibiapaba ocorre em pequenos igarapés da floresta, em terra firme e em areas
sombreadas e Umidas do solo da floresta, proximo de pequenos cursos d'agua, evoluindo
isolados no topo de um platé dmido, encravados no semiarido nordestino, numa area de
protecdo ambiental (APP), na Serra de Ibiapaba, municipio de Ipd, ao norte do estado do Ceara.

Kingsleya é composto, atualmente, por onze espécies com alto grau de endemismo e,

dessas espécies conhecidas, dez ocorrem em territdrio brasileiro. As espécies brasileiras
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ocorrem na Bacia Amazonica, nos altiplanos do Escudo Central Brasileiro, exceto as duas

espécies mais recentemente descritas, Kingsleya attenboroughi Pinheiro & Santana, 2016, no
sul do Ceard, e Kingsleya parnaiba Pralon et al., 2020, no sudoeste do Piaui. Somando-se, as
espécies sdo encontradas nos estados do AM, PA, RR, Pl e CE. Kingsleya attenboroughi possui
habitat em remanescentes de florestas uUmidas no bioma Caatinga, uma vegetacdo desértica
exclusiva do nordeste do Brasil, a &rea mencionada vem sofrendo pressfes antropogénicas,
principalmente aquelas relacionadas ao desenvolvimento da terra e ao uso de recursos hidricos,
onde tais fatores restringem o habitat da nova espécie a pequenas areas proximas as fontes dos
cérregos (Pinheiro & Santana 2016).

Rodriguezus é composto por seis espécies e Rodriguezus garmani € encontrada
predominantemente ao longo dos Andes e da Cordilheira Costeira da Venezuela e nas terras
altas da Ilha Margarita, em Trinidad e Tobago. Essa espécie vive em riachos e rios de agua
doce e em altitudes acima de 50-800 m acima do nivel do mar, constrdi tocas ou se esconde em
fendas naturais perto de riachos de correnteza rapida (Campos &Magalhdes, 2004).

Melothelphusa, com oito espécies descritas até o momento, € considerado um dos
géneros mais basais dentro dos Kingsleyini. Melothelphusa apiaka, marcando a ocorréncia
mais ao sul de pseudotelfusideos na parte oriental da América do Sul, sdo encontradas
principalmente na Amazdnia e em areas adjacentes. As espécies do género sdo conhecidas por
suas adaptacGes a habitats aquaticos, como rios e cOrregos com aguas rapidas e claras
(Rodrigues & Melo, 2009).

Uma das espécies ainda ndo foi formalmente descrita, mas ja disponibilizada para nosso
trabalho, Kingsleya sp. nov.

Considerando todo o cendario apresentado, este trabalho descreve o SRM, a
espermatogénese e a producdo de fluido seminal de pseudotelfusideos, por meio de anélises

macroscopicas, histoldgicas, histoquimicas e ultraestruturais, observando, pela primeira vez, a
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descricdo comparativa da ultraestrutura dos espermatozdides e espermatéforos de espécies

Fredius ibiapaba, Kingsleya attenboroughi, Rodriguezus garmani, Kingsleya sp. nov. e

Melothelphusa apiaka.

Objetivos gerais e organizagdo do estudo

Este estudo visa descrever detalhadamente a morfologia do aparelho reprodutor de
machos de diferentes quatro espécies endémicas de caranguejos de dgua doce da Familia
Pseudothelphusidae.

Esta tese estd organizada em dois capitulos: o primeiro trata da descricdo detalhada
referente a anatomia, histologia e histoquimica do aparelho reprodutor de machos, e a
ultraestrutura das secrecbes e vias de secrecdo dos vasos deferentes de Kingsleya
attenboroughi, Fredius ibiapaba e Rodriguezus garmani.

JA o segundo explora a caracterizacdo ultraestrutural de espermatéforos e
espermatozoides de F. ibiapaba, K. attenboroughi, R. garmani, Kingsleya sp. nov. e

Melothelphusa apiaka.
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