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Resumo

Esta dissertacdo visou estudar o sistema reprodutor masculino do camarao
Xiphopenaeus kroyeri com o intuito de esclarecer a maturacdo dos machos e
incluir mais informacdes sobre a morfologia e reproducdo dos animais da tribo
Trachypeneini. No primeiro capitulo foi testada a sincronia entre a maturidade
morfologica, determinada pela presenca de petasma, e a maturidade fisiologica,
determinada pela observacdo microscopica de espermatozoides e
espermatéforos no vaso deferente (VD). Para isso, o sistema reprodutor de
individuos machos juvenis e adultos foi analisado histologicamente e descrito. A
partir da classe de tamanho de 12 -| 13 mm de comprimento de carapaca (CC) os
individuos apresentam petasma, contudo a presenca de espermatozoides e
espermatéforos no sistema reprodutor deu-se somente a partir da classe de 14
-|15 mm de CC. O sistema reprodutor apresenta um par de testiculos lobados
fusionados, onde sao produzidos o0s espermatozoides, 0s quais se mostram
prontos ainda neste 6rgdo. Os espermatozoides sao direcionados aos VD, os
quais sdo divididos em regido proximal (PVD), onde os espermatéforos sdo
montados, e regibes média (MVD) e distal (DVD), onde sdo produzidos o0s
principais componentes do fluido seminal. Ao final do VD encontra-se a ampola,
uma glandula adjacente ao VD que produz secrecao ausente de espermatozoides
e espermatoforos. No segundo capitulo, foram descritas ultraestruturalmente a
espermatogénese e a producdo de secrecdo pelo VD. No testiculo, as células
germinativas mostram trés estagios da espermiogénese, tornado-se maduras com
espinho acrossomal e prolongamento posterior na luz dos tabulos seminiferos. O
VD mostra epitélio secretor, na qual a PVD produz secre¢cfes que empacotam o0s
espermatozoides e formam a parede do espermatdforo. Ambas MVD e DVD
apresentam varias camadas musculares e produzem somente um tipo de vesicula
secretora, sendo a DVD responséavel pela diluigdo do fluido seminal. A ampola
apresenta epitélio estratificado e produz secrecdo por mecanismo holocrino. A
morfologia do sistema reprodutor é semelhante a Rimapenaeus similis, na qual a
ampola produz secrecéo para formacgéo de plug esperméatico, podendo este ser o

padrdo para Trachypeneini.

Palavras-chave: Penaeidae, morfologia, maturidade, reproducéo.
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Abstract

In this work, we analyzed the male reproductive system of the shrimp
Xiphopenaeus kroyeri to clarify the male maturation and add more information
about the morphology and reproduction of the tribe Trachypeneini. In the first
chapter, we investigated the synchrony between the morphological maturity,
determined by the presence of petasma, and the physiological maturity,
determined by the macroscopic observation of spermatozoa and spermatophores
in the vas deferens (VD). For this, the male reproductive system of juveniles and
adult males was histologically analyzed and described. From the size class of 12 -|
13 mm of carapace length (CL) the individuals presented petasma, however the
presence of spermatozoa and spermatophores was detected in the male
reproductive system from the size class of 14 { 15 mm of CL. The reproductive
system presented a pair of fusioned lobed testes, where the spermatozoa are
produced, which are fully matured in this organ. The spermatozoa are directed to
the VD, which are divided in proximal region (PVD), where the spermatophores
are packed, and medial (MVD) and distal (DVD) regions, where the main
compounds of the seminal fluid are produced. At the end of the VD is located the
ampoule, an adjacent glandule which produces secretion absent of spermatozoa
and spermatophores. In the second chapter, the spermatogenesis and the seminal
fluid production were ultrastructurally described. In the testis, the germ cells
showed three stages of spermiogenesis, becoming mature with an acrossomal
spike and the posterior region, in the lumen of the seminiferous tubules. The VD
showed secretory epithelium, in which the PVD produces secretions that pack the
spermatozoa and constitute the spermatophore wall. Both MVD and PVD
presented many muscular layers and produced only one type of secretory vesicle,
being the DVD responsible for the dilution of the seminal fluid. The ampoule
presented stratified epithelium and showed holocrine secretion. The morphology of
the reproductive system is similar to Rimapenaeus similis, in which the ampoule
produces the secretion to the formation of sperm plug, being a possible pattern to

Trachypeneini.

Key-words: Penaeidae, morphology, maturity, reproduction.
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Introducéo geral

O camarédo Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862), conhecido popularmente
por camardo sete-barbas, pertence a tribo Trachypeneini, que juntamente com as
tribos Peneini e Parapeneini, comp6em a familia Penaeidae Rafinesque, 1815.
Esta espécie distribui-se amplamente no litoral leste do continente americano,
com registros do Rio Grande do Sul (Brasil), até a Carolina do Norte (Estados
Unidos da Ameérica) (D’Incao, 1999; Costa et al., 2007; Castilho et al., 2015). O
hébitat desta espécie € preferencialmente de fundo arenoso, ocorrendo de 2 a 70
metros de profundidade (D’Incao, 1999; Costa et al.,, 2003). Entretanto, é
capturada com maior frequencia até 30 metros de profundidade (Branco et al.,
2005; Costa et al., 2007). O camardo sete-barbas é considerado um recurso
pesqueiro de grande importancia econdmica (Gillett, 2008; Lopes et al., 2017). No
Brasil, a pesca de X. kroyeri apresenta valor comercial relevante para as regides
Sul e Sudeste (D’Incao et al.,, 2002; Costa et al., 2007, 2011). Devido a sua
abundancia em aguas rasas, X. kroyeri € um importante recurso da pesca
artesanal, podendo representar até 90% do total de camardes peneideos
capturados (Costa et al., 2000, 2007; Fransozo et al., 2002). Nas ultimas décadas,
X. kroyeri tem sido intensamente pescado no estado de S&o Paulo, sendo o
camardo mais explorado em termos de biomassa (Rodrigues et al., 1993;
Nakagaki e Negreiros-Fransozo, 1998; Castro et al., 2005).

Os camarbes peneideos possuem estruturas morfolégicas relacionadas a
transferéncia dos espermatozoides, como o petasma (Burkenroad, 1934; Bauer,
1991; Pérez-Farfante e Kensley, 1997). Esta estrutura € formada pela unido dos
endopoditos do primeiro par de pleépodos ao longo do desenvolvimento do
animal (Pérez-Farfante e Kensley, 1997). ApOs esta unido, o individuo pode ser
considerado macho morfologicamente maduro (Bauer, 1986, 1991). Nas espécies
de Trachypeneini, para o petasma é creditada a funcdo de conduzir o fluido
seminal até o interior do télico, estrutura responsavel pelo armazenamento do
material seminal dos machos, localizada sobre a superficie do esterno das
fémeas (Burkenroad, 1934; Bauer 1986, 1991; Pérez-Farfante e Kensley, 1997).
Segundo Pérez-Farfante e Kensley (1997), o télico em X. kroyeri € formado por
uma placa lisa do esternito XIV e o capuz anterolateral portando uma

protuberancia do esternito Xlll. Nos machos, além do petasma, o appendix
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masculina também é considerado um caracter sexual secundario, o qual é
localizado na por¢do medial da base de cada endopodito do segundo par de
plebpodos (Dall et al., 1990; Pérez-Farfante e Kensley, 1997; Fransozo et al.,
2011).

O caracter sexual primario masculino nos peneideos € composto por um par
de testiculos unidos por uma comissura central, os quais se abrem em um par de
vasa deferentia. O vaso deferente € dividido em regides proximal (PVD), média
(MVD) e distal (DVD), sendo esta ultima regido conectada a ampola terminal,
formando o duto ejaculatério (Burkenroad, 1934; Tuma, 1967; Bauer, 1991; Bauer
e Cash, 1991; Chow et al., 1991; Bauer e Lin, 1993; Fransozo et al., 2016).

A maturagédo do sistema reprodutor masculino, denominada de maturidade
fisiolégica, € muito utilizada em trabalhos de biologia populacional, sendo
determinada macroscopicamente pela observacao do desenvolvimento da ampola
terminal, tornando-a evidente (Almeida et al., 2012; Heckler et al., 2013; Castilho
et al., 2015). Segundo estes autores, o desenvolvimento da ampola trata-se da
presenca de espermatéforos no sistema reprodutor. Contudo, a identificacdo
macroscopica da maturidade fisiolégica ndo é um parametro seguro a ser
utilizado, de modo que a maturacdo do sistema reprodutor s6 pode ser
identificada pela presenca de espermatozoides no lumen do sistema reprodutor
masculino por microscopia (Fransozo et al., 2011).

As maturidades morfoldgica e fisioldgica em Decapoda ndo apresentam um
padrdo de ordenacao claro, havendo exemplos onde uma é alcancada antes da
outra (Hartnoll, 1982; Sastry, 1983; Jivoff et al., 2007; Nascimento e Zara, 2013).
Na literatura existem poucos trabalhos tratando a sincronizacdo das maturidades
morfologica e fisiolégica em peneideos. Neste grupo, a maturidade morfologica
antecedendo a fisioldgica foi investigada em Parapenaeus longirostris (Lucas,
1846) por meio da observacdo macroscépica do sistema reprodutor evidente
visualizado através da carapaca (Sobrino e Garcia, 2007). Por outro lado, em
Fenneropenaeus merguiensis (de Man, 1888) como Penaeus merguiensis em
Tuma (1967), a maturidade fisiolégica, comprovada por histologia, ocorre antes da
maturidade morfologica. Desta forma, a existéncia ou ndo de padrdo para a
maturidade que ocorre primeiro (morfologica ou fisiolégica) nesta familia de

interesse econdmico ainda foi pouco estudada.
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Machos sexualmente maduros devem apresentar espermatozoides e/ou
espermatéforos prontos para a transferéncia, além de possuir estruturas
morfolégicas relacionadas a transferéncia espermética desenvolvidas (Hartnoll,
1982; Zara et al., 2012; Nascimento e Zara, 2013). Contudo, a maturacao
morfologica e fisiolégica ndo é a garantia do sucesso reprodutivo, pois somente
apos a efetiva capacidade de transferéncia do material seminal, seguida de
fertilizacdo dos ovacitos, € que garante ao individuo estar maduro funcionalmente
(Elner e Beninger, 1995; Minagawa e Higuchi, 1997; Pardo et al., 2009). A
maturidade funcional sem duvida € a mais dificil de ser avaliada dentro de
estudos populacionais, principalmente em Penaeidae.

Existem poucos trabalhos sobre a ultraestrutura do sistema reprodutor e
producdo de fluido seminal em Penaeidae, quando comparado a grande
diversidade de espécies (para revisdo, ver De Grave e Fransen, 2011). A
ultraestrutura da espermatogénese nos peneideos foi somente realizada para o
Trachypeneini Metapenaeus monoceros (Fabricius, 1798), contudo, a descricao
ainda carece de detalhes de todo o processo (Abraham et al., 2007). Porém, as
outras tribos foram mais estudadas como o0s Peneini Litopenaeus schmitti
(Burkenroad, 1936) por Fransozo et al. (2016), Litopenaeus vannamei (Boone,
1931) como Penaeus vannamei desenvolvido por Alfaro-Montoya (2016),
Fenneropenaeus chinensis (Osbeck, 1765) em Kang et al. (2008), para
Fenneropenaeus penicillatus (Alcock, 1905) como Penaeus penicillatus em Hong
et al. (1999) e para Penaeus monodon Fabricius, 1798 conduzido por Feng et al.
(2017), e um s6 trabalho para a tribo Parapeneini com P. longirostris realizado por
Medina (1994). Por outro lado, a ultraestrutura do vaso deferente foi somente
estudada nos Peneini L. vannamei (como P. vannamei em Chow et al., 1991) e
Litopenaeus setiferus (Linnaeus, 1767) descrito como Penaeus setiferus em Ro et
al. (1990) e Chow et al. (1991). Em todos estes trabalhos, ocorre a producao do
espermatéforo Gnico e a secrecdo produzida pela ampola esta relacionada a
formacao da “asa” do espermatoéforo, estrutura com fungdo de unir as massas
espermaticas liberadas de ambos os lados do sistema reprodutor masculino.
Contudo, estes trabalhos foram realizados com espécies em que a fémea possui
télico aberto (para reviséo ver Pérez-Farfante e Kensley 1997), sendo a producao

espermatica pouco estudada em espécies onde a fémea possui télico fechado.
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Portanto, ha uma lacuna de informacdes ultraestruturais do sistema reprodutor em
camardes com télico fechado, sendo ainda menos conhecido neste aspecto os
integrantes da tribo Trachypeneini. Esta tribo tem estudos limitados a morfologia
dos espermatozoides sob 0 microscopio eletrénico de varredura e transmissao e o
sistema reprodutor em microscopio de luz (Bauer e Lin, 1993; Alfaro et al., 2003;
Abraham et al., 2007; Camargo et al., 2017).

As caracteristicas do sistema reprodutor masculino, associadas aos
mecanismos de montagem dos espermatoforos que culminam nas estratégias de
transferéncia espermatica, sdo importantes ferramentas para a compreenséao das
relacdes evolutivas em peneideos (King, 1948; Bauer, 1986, 1991; Bauer e Lin,
1993). Além disso, estas informacdes servem como ferramenta para estudos
populacionais e reprodutivos, com o intuito de elaborar medidas que evitem a
captura de individuos menores ao tamanho de maturacao, a fim de preservar os
estoques naturais (Fransozo et al., 2011).

Nesta dissertagéo, o objetivo foi testar a existéncia de sincronia entre as
maturidades fisiolégica e morfolégica e, posteriormente mostrar como ocorre o
desenvolvimento do sistema reprodutor masculino desde a fase juvenil em X.
kroyeri, 0 que culminou com os dados organizados no capitulo 1. Assim, apés a
analise da maturidade morfolégica e fisioldgica, foi conduzido o capitulo 2 com a
descricdo detalhada do sistema reprodutor masculino sob o ponto de vista
ultraestrutural deste camardo, tendo em vista a caréncia de estudos ao
microscoépio eletrbnico de transmissao, focando a producdo do fluido seminal e

formacéo de espermatdéforos em Penaeidae e, principalmente, Thrachypeneini.
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Destaques

- Em X. kroyeri a maturidade morfolégica antecede a maturidade fisiolégica.

7

- O sistema reprodutor masculino de X. kroyeri é idéntico ao de outros
Trachypenaeini, sendo assim considerado o padréo da tribo e distinto as outras

tribos de Penaeidae.

- A observacdo macrocépica do desenvolvimento da ampola ndo é um parametro

seguro para determinar a maturidade fisiol6gica em machos de X. kroyeri.

Este capitulo foi redigido conforme as normas da Revista Fisheries Research
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Resumo

A maturidade sexual morfoldgica e a fisiologica em machos de Penaeidae
sdo determinadas pela presenca de petasma e pela observacdo do
desenvolvimento da ampola no vaso deferente, respectivamente. Contudo, a
maturidade fisiolégica apenas pode ser confirmada pela presenca de
espermatozoides maduros na luz do vaso deferente (VD) por meio de histologia.
Este trabalho teve como objetivo testar a sincronia entre a maturidade morfolégica
e fisiologica de machos do camardo Xiphopenaeus kroyeri coletados em Ubatuba
(Séo Paulo), sudeste do Brasil. Os camardes tiveram o comprimento de carapaca
(CC) mensurado e, aqueles destinados a microscopia foram processados
conforme a rotina de microscopia de luz ou eletrbnica de varredura. Os machos
de X. kroyeri a partir da classe de tamanho 12 -| 13 mm de CC apresentaram
petasma, porém nao apresentaram espermatozoides ou espermatoforos no VD,
os quais foram encontrados somente a partir da classe de 14 { 15 mm de CC. O
sistema reprodutor € composto por um par de testiculos contendo 12 I6bos e um
par de VD. Os espermatozoides saem prontos do testiculo e desembocam dos
dutos seminiferos ao VD. A regido proximal do VD é responsavel pelo
empacotamento dos espermatozoides em espermatoforos. As regibes média e
distal do VD produzem os principais componentes do fluido seminal e apresentam
gradativo aumento da camada muscular, tornando-se espessa. No final do VD
estd localizada a ampola, formando uma glandula adjacente apresentando

secrecdo sem espermatozoides.

Palavras-chave: Penaeoidea, histoquimica, histologia, MEV.
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Abstract

The morphological and physiological sexual maturity in Penaeidae males are
determined by the presence of petasma and the observation of the development of
the ampoule of vas deferens (VD), respectively. However, the physiological
maturity can only be confirmed by the presence of mature sperm in the lumen of
the VD through histology. This work aimed to test the synchrony between the
morphological and physiological maturity of males of the shrimp Xiphopenaeus
kroyeri collected in Ubatuba (Séo Paulo), southeast Brazil. The shrimps had the
cephalothorax length (CL) measured and those intended for microscopy were
processed according the routine of light microscopy or scanning electron
microscopy. The males of X. kroyeri, from the size class 12 -| 13 mm of CL
presented petasma, but they did not present spermatozoa and spermatophores in
the VD, which were found from the class size of 14 4 15 mm of CL. The
reproductive system is composed of a pair of testes containing 12 lobes and a pair
of VD. The spermatozoa become mature in the testes and the seminiferous ducts
lead then to the VD. The proximal region of the VD is responsible for packing the
spermatophores. The medial and distal regions of the VD produce the main
seminal fluid compounds and present a gradual increase of the muscular layers
becoming thick. The ampoule is inserted at the end of the VD, forming an adjacent

gland showing secretion without any spermatozoa.

Key-words: Penaeoidea, histochemistry, histology, SEM.
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1. Introducéao

O camardo sete-barbas Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862) apresenta
ampla distribuicdo geografica, ocorrendo desde a Carolina do Norte (Estados
Unidos da América) até o Rio Grande do Sul (Brasil) (Castilho et al., 2015; Castro
et al., 2005; Costa et al.,, 2007; Gusméo et al., 2006). Devido a sua ampla
distribuicdo e abundéancia, é considerada uma espécie de grande importancia
econbmica (Almeida et al., 2012; Gillet, 2008; Lopes et al., 2017). No Brasil, X.
kroyeri € um dos recursos pesqueiros marinhos mais importantes, sendo um dos
mais explorados no litoral norte do Estado de S&o Paulo (Castro et al., 2005;
Nakagaki e Negreiros-Fransozo, 1998). Este camardo é encontrado entre 2 a 70
metros de profundidade (Costa et al., 2003) sendo explorado intensamente até os
25 metros de profundidade pela pesca artesanal (Costa et al.,, 2007, 2000;
Fransozo et al., 2002).

Estudos sobre biologia populacional e pesqueira de camardes da familia
Penaeidae Rafinesque, 1815 utilizam as caracteristicas sexuais macroscopicas
para identificacdo da maturidade sexual (Costa e Fransozo, 2004; Eutrépio et al.,
2013; Heckler et al., 2014, 2013). Em machos, a transicdo da fase juvenil para a
adulta é marcada pela maturidade sexual morfol6gica, a qual é determinada pela
unido dos endopoditos do primeiro par de ple6podos formando o petasma,
estrutura que parece atuar na transferéncia espermatica (Bauer, 1996, 1991,
Pérez-Farfante, 1969). A determinacdo da maturidade sexual fisiologica em
machos de peneideos, conduzido principalmente em estudos de dinaminca
populacional, € determinada macroscopicamente pela observacdo do
desenvolvimento da ampola na regido distal do vaso deferente (Almeida et al.,
2012; Castilho et al., 2015; Heckler et al., 2013). Contudo Fransozo et al (2011)
ressalva que o parametro seguro para determinar a maturidade fisioldgica seria
por meio de histologia, com a presenca de espermatozoides e fluido seminal no
sistema reprodutor.

Para a maturidade morfoldgica e fisiolégica em Decapoda, ha exemplos nos
guais uma antecede a outra, ndo sendo observado um padrdo de sincronia entre
as duas (Hartnoll, 1982; Jivoff et al.,, 2007; Nascimento e Zara, 2013; Sastry,
1983). Em Penaeidae, a maturidade morfoldgica antecedendo a fisiolégica foi
demonstrada em machos de Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846), determinada
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por meio da identificacdo do desenvolvimento do sistema reprodutor, porém
observado de forma macroscopica e através da carapaca do esterno (Sobrino e
Garcia, 2007). No Penaeini Fenneropenaeus merguiensis (de Man, 1888) como
Penaeus merguiensis em Tuma (1967), foi comprovado por histologia que a
maturidade fisiol6gica ocorre antes da morfolégica. Portanto, ndo se pode prever
qual é a forma de maturidade (morfoldgica ou fisioldgica) ocorre primeiro nesta
familia, a qual é diversa em espécies e de importancia econémica (De Grave e
Fransen, 2011).

De modo geral, o sistema reprodutor masculino de Penaeidae contém um
par de testiculos e um par de vasa deferentia. O vaso deferente € dividido em trés
regides: proximal (PVD), média (MVD) e distal (DVD), sendo a Ultima regido
marcada pela ampola terminal envolta por espessa musculatura, de modo que
esta descricdo € aplicada tanto para Peneini (Bauer, 1991; Bauer e Cash, 1991
Burkenroad, 1934; Chow et al., 1991a; Fransozo et al., 2016), como para unico
Trachypeneini estudado, Rimapenaeus similis (Smith, 1885) como Trachypenaeus
similis em Bauer e Lin (1993). Apesar destes varios estudos, nenhum deles
descreveu o desenvolvimento sistema reprodutor masculino desde a fase juvenil
até a adulta.

Machos sexualmente maduros devem atender ao menos duas premissas
basicas: (a) apresentar espermatozoides e/ou espermatéforos prontos para a
transferéncia, (i.e., maturidade fisiolégica); (b) possuir estruturas desenvolvidas
gue auxiliem na transferéncia espermatica (i.e., maturidade morfoldgica) (Hartnoll,
1982; Nascimento e Zara, 2013; Zara et al., 2012). Uma terceira premissa, a mais
dificil de ser estudada, seria a capacidade de reproducéo efetiva ou maturidade
funcional, observada pela aceitacdo do material seminal por parte da fémea,
seguido da fertilizagdo dos ovacitos (Elner e Beninger, 1995; Minagawa e Higuchi,
1997; Pardo et al., 2009). Assim, a maturidade funcional torna o individuo
reprodutivamente apto. O reconhecimento dos animais aptos a reproducdo € um
fator importante para estudos de biologia reprodutiva, de modo que, de fato estes
animais possam contribuir com a manutengéo dos estoques naturais, promovendo
assim a preservacao destas espécies. Tais estudos contribuem para a elaboracao
de medidas que evitem a captura de individuos menores que o tamanho de

maturacgéo, tornando a pesca mais sustentavel (Fransozo et al., 2011).
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Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar se existe sincronizagdo ou nao
entre a maturidade sexual morfolégica e a fisiolégica, por meio da descricdo do
desenvolvimento do sistema reprodutor masculino de X. kroyeri desde a fase

juvenil até a adulta.
2. Material e Métodos

2.1. Coleta dos animais

Machos de X. kroyeri foram coletados durante a primavera de 2013, verdo
de 2014 e inverno de 2016 em Ubatuba (23° 27’'S e 45° 02'W), estado de Sé&o
Paulo, Brasil. Os arrastos foram realizados entre 5 e 15 metros de profundidade
durante 20 minutos em cada estacdo amostral, com a utilizacdo de um barco de
pesca camaroeiro equipado com redes do tipo double-rig. Apés as coletas, os
animais foram mantidos vivos em caixas de isopor com aeracéo e transportados

ao laboratorio.

2.2. Determinagéo da maturidade sexual

Os animais foram anestesiados por resfriamento (-20°C / 5 minutos) e
separados em classes de tamanho de forma arbitraria, com diferenca de um
milimetro de amplitude do comprimento do cefalotérax (CC), medido com
paquimetro com precisdo de 0,05 mm. Foram analisados 32 individuos machos
com CC variando de 8 a 20 mm. Para a maturidade sexual morfolégica, os
individuos foram considerados juvenis quando os endopoditos do primeiro par de
pleépodos (I6bulos do petasma) apresentaram-se separados e, adultos quando os
mesmos se encontravam unidos, formando o petasma (Bauer e Rivera Vega,
1992; Fransozo et al., 2011; Pérez-Farfante e Kensley, 1997). Para a maturidade
sexual fisioldgica foram obtidas amostras do sistema reprodutor masculino de
individuos juvenis e adultos, utilizando ao menos dois individuos de cada classe
de tamanho, a fim de verificar a presenca de espermatozoides ou espermatoforos

no limen do vaso deferente (Nascimento e Zara, 2013).
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2.3. Ultraestrutura do sistema reprodutor, endopoditos, petasma e télico

Amostras do sistema reprodutor masculino de seis individuos, sendo dois
juvenis (8-13 mm de CC) e quatro adultos (14-20 mm de CC) foram dissecados e
fixados em solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2% em
tampéao cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2) por 24 horas e pos-fixados em tetroxido
de 6smio 1% no mesmo tampé&o por 2 horas (Ro et al., 1990). Posteriormente, as
amostras foram desidratadas em etanol (30-100%), submetidas ao ponto critico
EMS 850, fixadas a suportes metélicos e recobertas com ouro (5 nm) no
vaporizador Denton Vacuum Desk Il. Todos os materiais foram analisados e
fotografados no microscopio eletrénico de varredura Jeol SEM JSM 5410 operado
a 15 kV. O mesmo protocolo foi utilizado para a ultraestrutura do primeiro par de
endopoditos dos machos e do petasma. Porém foram utilizadas amostras de ao
menos dois individuos para cada classe de tamanho, variando de 9 a 21 mm de
CC. As regides do petasma foram identificadas de acordo Bauer (1991) e Pérez-
Farfante e Kensley (1997). Adicionalemente, amostras de télico de fémeas
maduras, com ovario de coloracdo esverdeada ocupando maior parte do
abdémen (Campos et al., 2009), foram dissecadas e processadas utilizando o
mesmo protocolo citado anteriormente. Os télicos foram fotografados em vista
ventral externa e celoméatica com intuito de detectar a presenca de fluido seminal

e espermatéforos na espermateca.

2.4. Histologia e histoquimica

Para a determinacdo da maturidade fisioldégica, 32 individuos foram
dissecados e tiveram o sistema reprodutor fixado em paraformaldeido 4% em
tampéo fosfato de sédio 0,2M (pH 7,4) por no minimo 24h. Apés a fixacdo, as
amostras foram lavadas no mesmo tampéo, desidratadas, embebidas e incluidas
em historesina glicol-metacrilato Leica®. Cortes seriados de 5 a 8 ym foram
obtidos em micrétomo rotativo. Para a descrigcdo geral, os cortes foram corados
com hematoxilina e eosina (Junqueira e Junqueira, 1983). Para a deteccao de
proteinas, polissacarideos neutros e acidos foram utilizadas as técnicas de

Xylidine ponceau (Mello e Vidal, 1980), PAS e azul de Alcian (Junqueira e
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Junqueira, 1983), respectivamente. Todas as laminas foram fotografadas no

microscépio optico Leica DM2000, utilizando o programa Leica® IM50.

2.5. Medidas dos espermatoéforos

A média do didmetro dos espermatoforos foi obtida em 22 machos adultos
de X. kroyeri distribuidos por classe de tamanho de 1 mm, utilizando-se ao menos
dois individuos em cada classe de tamanho. Os espermatoforos foram obtidos
sempre da DVD, sendo estes submetidos a técnica de esmagamento (Zara et al.,
2012). O tamanho meédio foi obtido pela medida do maior diametro de 70
espermatdéforos por individuo. A analise de regressao linear simples foi ajustada,
tendo CC como variavel independente (x) e o diametro dos espermatoforos como

variavel dependente (y).

3. Resultados

Ao microscépio de varredura, péde-se identificar as diferentes regides do
sistema reprodutor masculino de X. kroyeri. Este sistema esta dividido em
testiculo e vaso deferente, sendo este com regifes proximal (PVD), média (MVD)
e distal (DVD). Esta ultima associa-se a ampola terminal antes do gonéporo (Fig.
1). Durante o crescimento corporal, foi observado que o sistema reprodutor
masculino ndo sofre alteraces na anatomia geral, somente aumentando em
tamanho as diferentes regides, desde a fase juvenil até a adulta. Contudo, o
crescimento parece ser mais acentuado somente a partir da classe de maturacao
fisiologica (14 -| 15 mm de CC). A ampola cresce, qualitativamente, de maneira
assimétrica em relacdo as outras regides (Fig. 1). A completa unido do petasma
nos animais coletados ocorreu na classe de tamanho 12 -| 13 mm de CC (Fig. 1).

Animais juvenis (menores que 12 mm de CC) apresentam os endopoditos do
primeiro par de pledpodos modificados e semelhantes ao petasma, porém nunca
fusionados (Fig. 2A). Nesta classe de tamanho, os cincinnuli tém morfologia
semelhante a pequenos ganchos presentes na face interna de cada endopodito
modificado (Fig. 2B). Os endopoditos modificados nestes animais possuem
projecdes disto-laterais ao comprimento de cada endopodito (Fig. 2A e C). O
aspecto do exoesqueleto destas projecOes e corpo principal parece ser mais
flacido (Fig. 2A - C). A partir da classe de tamanho de 12 -| 13 mm de CC, parte
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dos individuos apresentaram petasma. Nestes animais, o endopodito possui o
corpo principal com dois l6bulos, o lateral externo e o médio, o qual esta unido ao
|6bulo médio do outro endopodito por meio dos cincinnuli (Fig. 2D e E). Os cornos
laterais do petasma encontram-se abertos desde a porcao proximal até a distal,
formando um sulco, dando ao corno o aspecto de uma canaleta, a qual é
continuamente aberto até a estrutura distal em forma de pa (Fig. 2D e F). Em
individuos nas maiores classes de tamanho (> 16 mm de CC) o petasma possui a
mesma morfologia geral do corpo principal, unido por cincinnuli também com a
mesma morfologia (Fig. 2G e H). Contudo, os cornos laterais ndo apresentam
mais o sulco longitudinal, devido & uma dobra da margem posterior, sobre a
anterior, formando um duto totalmente fechado, restando assim somente a
estrutura em forma de pa aberta (Fig. 2G e I).

Individuos machos juvenis e adultos entre 12 a 13 mm de CC, nao
apresentam espermatozoides ou espermatéforos em nenhuma das regides
anatdbmicas do sistema reprodutor (Fig. 3A - F). O testiculo apresenta somente
espermatogbnias e espermatécitos (Fig. 3A). A PVD é um tubo simples sem
diferenciacdo em porcdes, apresentando epitélio colunar simples, com nucleos
basais, e delgada camada muscular. O limen encontra-se com pequena
quantidade de secrecdo, levemente fibrilar acidéfila (Fig. 3B). A MVD e DVD
apresentam o mesmo aspecto epitelial que a regido anterior, incluindo a secrecao
luminal, sem a presenca de espermatozoides e espermatoforos. Estas regides do
vaso tem como principal diferenca a espessa camada muscular composta por
feixes circulares e obliquos (Fig. 3C e D). Na DVD ocorre a abertura da ampola, a
qual apresenta epitélio estratificado, sendo a ultima camada marcada por células
contendo vesiculas de secrecao, as quais sao liberadas por mecanismo holécrino
(Fig. 3D). A pequena quantidade de secrecdo luminal é acidofila, sendo
exclusivamente proteica, sem a presenca de polissacarideos neutros e &cidos
(Fig. 3D - F).

Machos com o sistema reprodutor presentes de espermatozoides,
espermatéforos e secrecdo seminal foram encontrados a partir da classe de
tamanho 14 { 15 mm. Neste estudo os maiores machos estudados estavam na
classe de tamanho de 19 -| 20 mm de CC. Estes nédo apresentaram diferencas

morfolégicas em relacdo aos individuos imaturos, porém apresentaram
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espermatozoides empacotados em espermatoforos imersos em secre¢cao no vaso
deferente (Fig. 3 - 6). O menor animal fisiologicamente e morfologicamente
maduro apresentou 14,1 mm de CC. O testiculo maduro possui I6bos testiculares
contendo tubulos seminiferos enovelados, envoltos por uma delgada camada de
tecido conjuntivo (Fig. 4A - B). Estes tdbulos possuem uma zona periférica de
proliferacdo de espermatogbnias e uma zona central com células no mesmo
estagio, ou estagios subsequente da espermatogénese ou espermiogénese. As
células germinativas, principalmente na espermiogénese, encontram-se
intimamente associadas as células acessorias (Sertoli). Esta célula possui
ndcleos variando de arredondados a elipticos e citoplasma arborescente com
regides basdfilas entre as células germinativas (Fig. 4B). As espermatogbnias sao
células com nucléolos visiveis e blocos dispersos de heterocromatina (Fig. 4C).
Os espermatocitos primarios apresentam cromossomos nas diferentes etapas da
profase meidtica (Fig. 4D). Os espermatocitos secundarios mostram redugéo do
citoplasma. Os nucleos sdo menores com heterocromatina intensamente marcada
na periferia do envoltério (Fig. 4E). O ndcleo das espermatides iniciais tem
coloracdo homogénea, marcado por finos acimulos de heterocromatina (Fig. 4F).
Nas esperméatides intermediarias o nudcleo possui heterocromatina delgada
disposta na periferia, provavelmente associada ao envoltério nuclear, e no
citoplasma nota-se uma regido citoplasmatica fracamente PAS-positiva (Fig. 4G).
As espermatides tardias apresentam um dos lados do citoplasma bastante
alongado, formando o prolongamento posterior, o qual estd no pélo oposto ao
espinho em formagdo. O ndcleo encontra-se mais préximo ao espinho com
heterocromatina periférica e intensamente corado ao PAS (Fig. 4H). No testiculo,
os dutos seminiferos apresentam epitélio cubico simples, e estdo preenchidos por
espermatozoides livres, 0s quais serdo encaminhados para o vaso deferente (Fig.
41). Os espermatozoides possuem o prolongamento posterior alongado
fracamente reativo para polissacarideos neutros e no pdélo oposto observa-se o
espinho apical, basdfilo e curvo (Fig. 4J).

No vaso deferente, a PVD apresenta-se como um tabulo bastante convoluto
e, diferente dos individuos juvenis, esta regido foi subdividida em duas por¢oes:
anterior (PVDa) com espermatozoides livres e posterior (PVDp) com

espermatoéforos (Fig. 5A). Na PVDa, epitélio varia de cubico a colunar simples,
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revestido por delgada camada de tecido conjuntivo. Os espermatozoides livres
estdo imersos em secrecdo basofila e homogénea (Fig. 5A e B). Ao longo desta
porcdo, 0s espermatozoides livres sdo separados por outra secre¢do basofila,
fracamente glicoproteica, em massas espermaticas esféricas ou elipséides, sem
parede (Fig. 5B - D). ApoOs a formacdo das massas espermaticas, uma secrecao
aciddfila é progressivamente secretada por entre as massas espermaticas por
mecanismos merocrinos. Esta secrecdo mostra-se reativa para proteinas e
fracamente positiva para polissacarideos neutros, e gradativamente deposita-se
ao redor das massas espermaticas levando ao inicio da formacéo da parede do
espermatéforo (Fig. 5E - G). A PVDp possui epitélio pavimentoso, e no limen sao
encontrados espermatoforos esféricos. A parede do espermatoforo recebe um
segundo tipo de secrecdo aciddfila, fortemente glicoproteica, a qual € granular
antes da fusdo. Esta secrecdo finaliza a parede acelular dos espermatoforos, o
qual esta imerso no fluido seminal basoéfilo e fracamente glicoproteico (Fig. 4H -
J). O fluido seminal ao longo da PVD néo foi reativo ao para polissacarideos
acidos.

A MVD acumula os espermatoforos os quais estdo imersos em secrecao
basofila semelhante a da PVDp, porém com menos quantidade de secrecdo
granular aciddfila. (Fig. 4K). Esta por¢cdo do vaso deferente apresenta epitélio
pavimentoso, envolto varias camadas de musculatura, porém delgadas em
relacdo aos juvenis (Fig. 4L).

A DVD é marcada por forte musculatura e grande didmetro luminal em
relacdo as regides anteriores, acumulando grande quantidade de secrecdo com
espermatéforos (Fig. 5A). O epitélio € pavimentoso apoiado sobre espessa
musculatura com varias fibras disposta em inUmeras camadas. (Fig. 5A e B). No
limen, o fluido seminal tem a mesma caracteristica observada na PVDp e MVD,
sendo a matriz basdfila, fracamente positiva para proteinas e reativa para
polissacarideos, e a secrecdo granular fortemente glicoproteica (Fig. 5C e D). A
DVD desemboca na ampola, a qual apresenta epitélio estratificado (Fig. 5A, C-E).
A Ultima camada das células do epitélio estratificado da ampola é secretora com
células holdcrinas, produzindo a secrecao luminal intensamente proteica, com
pequena reatividade para polissacarideos neutros (Fig. 5F e G). Durante o

desenvolvimento, a DVD possui menor volume de fluido seminal entre os

22
CAUNESP



Mestrando Guilherme C. Andrioli Orientador — Fenando J. Zara

espermatoforos nos individuos com 14 {15 mm de CC. Este mesmo resultado
também ocorre com a secrecdo ampola (Fig. 5H - 1). Contudo, a caracteristica
quimica das secre¢cfes em ambas as regides entre as classes nao é alterada (Fig.
5H - I). O resumo histoquimico encontra-se na Tabela 1.

O télico das fémeas de X. kroyeri localiza-se proximo aos gonéporos e €
formado por duas placas principais justapostas, a placa anterior, em forma de
capuz e a posterior, que € mais ampla (Fig. 7A e B). Entre as placas do télico ha
uma pequena abertura na qual pode conter discreta secrecdo em fémeas
inseminadas (Fig. 7B e C). Em vista celomatica, sdo observadas duas bolsas
simétricas sob a placa posterior do télico recobertas por exoesqueleto. Estas
bolsas sdo as espermatecas, onde sao observados os espermatoforos e
secrecbes provenientes dos machos (Fig. 7D). Na porcdo mais anterior do
espermateca existe uma regido mais estreita, onde é observada uma secrecéo
esbranquigada sem espermatoéforos (Fig. 7D e E).

O diametro dos espermatdforos ndo variou em relacdo ao aumento do
tamanho corpdéreo, sendo os valores bastante distintos dentro da mesma classe

de tamanho (Fig. 8).

4. Discussao

Em X. kroyeri a maturidade morfolégica antecede a maturidade fisioldgica,
como demostrado por meio histolégico. Machos morfologicamente maduros com
petasma no intervalo de 12 -| 14 mm de CC possuem o aparato sexual
secundario completamente formado, entretanto, estes ndo estdo aptos a
reproducao por ndo apresentarem espermatozoides e espermatoforos imersos em
fluido seminal no vaso deferente. O desenvolvimento sequencial das maturidades
observadas em X. kroyeri ocorre de forma semelhante a P. longirostris, na qual a
maturidade morfoldgica € anterior a fisiologica, contudo, este estudo determina a
maturidade fisiologica somente pela observacdo do sistema reprodutor através da
carapaca (Sobrino e Garcia, 2007). Por outro lado, a sequéncia do
desenvolvimento das maturidades que ocorre em X. kroyeri é inverso ao que
ocorre em F. merguiensis, na qual a maturidade morfolégica determinada pela
formacdo do petasma € alcangcada somente ap0s a maturidade fisiolégica, ou

seja, apOs o surgimento de espermatozoides no vaso deferente (Tuma, 1967). O
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duto presente nos cornos laterais do petasma presente em X. kroyeri
possivelmente tem a fungéo de conduc¢éo do fluido seminal até o interior do télico
das fémeas, como proposto por Burkenroad (1934) para os integrantes da tribo
Trachypeneini, os quais apresentam elevado grau de fechamento do petasma e
esclerotizacdo desta estrutura, e as fémeas possuem télico do tipo fechado
(Bauer, 1986, 1991). O fechamento distal do duto do petasma da espécie
estudada ocorre somente em individuos em uma classe de tamanho maior que a
classe de maturidade fisiologica (> 16 mm de CC), indicando assim uma possivel
muda adicional na vida adulta, o que caracteriza a maturacado desta estrutura.
Contudo, tendo em vista a caracteristica glicoproteica da secre¢cdo seminal, a
morfologia com sulco ou duto parece ndao ser uma barreira, uma vez que todo o
corno deva penetrar no télico, para preencher as bolsas com secrecdo e
espermatoéforos. Estudos de bioquimica do sistema reprodutor masculino e de
comparacao de indices gonadossomaticos e hepatossomaticos que levem em
conta somente a maturidade morfolégica podem apresentar falhas, uma vez que
se deve levar em consideracdo que machos menores de 14 mm de CC estdo em
um momento fisiologicamente diferente dos individuos maduros. Para trabalhos
de dinamica populacional em X. kroyeri, os quais checam somente o
desenvolvimento da ampola para determinar a maturidade fisiol6gica, como em
Costa et al. (2005) e Castilho et al. (2015), as estimativas mostram-se validas em
termos valor, uma vez que h& pouca diferenca ao estimado para maturidade
fisiologica destes estudos com parametros macroscopicos (13,7 e 14,8 mm de
CC, respectivamente) ou pela histologia neste trabalho (14,1 mm de CC).

A morfologia do sistema reprodutor masculino em X. kroyeri segue o padrao
descrito para camardes peneideos (Bauer, 1991; Bauer e Cash, 1993; Bauer e
Lin, 1993; Chow et al.,, 1991a; Dougherty e Dougherty, 1989; Fransozo et al.,
2016; King, 1948; Tuma, 1967), apresentando um par de testiculos fusionados e
um par de vasa deferentia com trés regides distintas principais, terminando em
uma porcao glandular dilatada, a ampola (Bauer, 1991; Bauer e Lin, 1993; Chow
et al.,, 1991a; Dougherty e Dougherty, 1989; Fransozo et al., 2016; King, 1948;
Tuma, 1967)

O testiculo de X. kroyeri pode ser classificado como do tipo lobular, proposto

para Brachyura (Nagao e Munehara, 2003). Nesta classificacdo, varios l6bos
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testiculares desembocam em um duto seminifero central. Esta caracteristica é
observada para todos os Dendrobranchiata descritos, podendo ser este o padrao
para o grupo (Bauer, 1991; Bauer e Lin, 1993; Castilho et al., 2008; Chow et al.,
1991b; Fransozo et al., 2016; Ro et al., 1990). De acordo com a terminologia
descrita por Grier et al. (1980) e Grier (1993), a organizacdo do testiculo de X.
kroyeri mostra-se do tipo restrito, na qual cada lobo apresenta células
germinativas no mesmo estagio de desenvolvimento. Este padrdo restrito é
observado na maioria dos peneideos e braquiuros (Fransozo et al., 2016; Garcia
e Silva, 2006; King, 1948; Krol et al., 1992; Lopez-Greco, 2013; Ro et al., 1990;
Sime6 et al.,, 2009; Zara et al., 2012). Nos individuos juvenis, o testiculo
apresentou somente células germinativas até a segunda etapa da meiose, e
ausente de espermaétides e espermatozoides. Portanto, os espermatocitos destes
animais estédo aprisionados dentro do ciclo celular, os quais somente finalizardo
sua maturacdo apos o estimulo hormonal da maturidade fisiolégica, por volta de
14,1 mm de CC. Em individuos com o sistema reprodutor desenvolvido, os
espermatozoides parecem completamente maduros na luz do tubulo seminifero,
com o caracteristico prolongamento posterior e um espinho curvo tipico da familia
(Camargo et al., 2017). Porém, para confirmar se o espermatozoide esta
totalmente maduro ou ndo, € necessaria a analise deste por meio da microscopia
eletrbnica de transmissdo. A presenca de espermatozoides maduros, com
espinho formado no tubulo seminifero também foi observada para o Parapeneini
P. longirostris (Medina, 1994). Contudo, em camarfes Peneini do género
Litopenaeus Pérez-Farfante, 1969, a maturacdo dos espermatozoides, pela
formacdo do espinho, ocorre no vaso deferente ou até mesmo depois de
transferidos para o télico da fémea (Alfaro et al., 2007; Alfaro-Montoya, 2010;
Fransozo et al., 2016). Assim, devido maturacdo dos espermatozoides ser
observada nas tribos Trachypeneini e Peneini com o télico fechado, com
excessao a Litopenaeus que apresenta télico aberto, propomos que em
peneideos de télico fechado, o espermatozoide apresenta-se maduro (com
espinho) logo apds o final da espermiogénese nos tubulos seminiferos e de
espécies com télico aberto, o espermatozoide amadureca no vaso deferente ou

apos a transferéncia espermatica.
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Na PVD, o achatamento do epitélio de cubico e alto a pavimentoso que
ocorre entre a PVDa e a PVDp em X. kroyeri possivelmente esta relacionada com
0 acumulo de secrecdo no interior do vaso, aumentando assim o lumen. Esta
regido enovelada do vaso deferente foi caracterizada como PVD devido ao seu
papel na formacdo do espermatéforo, sendo diferente do proposto para R. similis
(Bauer e Lin, 1993). Neste outro Trachypeneini ocorre este mesmo processo de
achatamento durante a formacéo dos espermatoforos, o que foi responséavel pela
divisdo desta porcdo do vaso em duas regides distintas, sendo esta regido
denominada como MVD (Bauer e Lin, 1993). Contudo, estes autores associaram
a regiao do vaso deferente a MVD, dividindo-a em duas por¢des, como feito na
PVD de X. kroyeri. Porém, em decapodas que formam espermatéforos
semelhantes a X. kroyeri, a regido do vaso deferente que produz os
espermatéforos € mais proxima do testiculo (Castilho et al. 2008; Tiseo et al.
2014; Zara et al., 2012). Em Litopenaeus, a PVD é uma regido simples do vaso
deferente, com epitélio simples cubico ou colunar, e apresenta espermatozoides
imersos em somente um tipo de secrecao seminal (Fransozo et al., 2016; Ro et
al., 1990). A PVDa ¢ voltada para a producdo de secre¢des que compactem 0s
espermatozoides livres em massas espermaticas, iniciando a producdo da
secrecao que forma a parede dos espermatéforos esféricos a elipsoides, os quais
sao finalizados na PVDp. A montagem dos espermatéforos na porcao enovelada
do vaso deferente, como observado na PVD de X. kroyeri foi 0 mesmo registrado
para R. similis (denominada como MVD), pertencente a mesma tribo do camarao
sete-barbas (Bauer e Lin, 1993). Porém em peneideos da tribo Peneini, como
Litopenaeus setiferus (Linnaeus, 1767), Litopenaeus vannamei (Boone, 1931),
Farfantepenaeus aztecus (Ives, 1891) como Penaeus aztecus em Bauer e Cash
(1991), Farfantepenaeus duorarum (Burkenroad, 1939) como Penaeus duorarum
em Bauer e Cash (1991), Melicertus kerathurus (Forskal, 1775) como Penaeus
kerathurus em Malek e Bawab (1974a, 1974b) e F. merguiensis, este
empacotamento ocorre somente no momento da ejaculagédo na porgcao distal do
vaso deferente, com a participacdo de materiais provenientes da ampola terminal
(Bauer e Cash, 1991; Chow et al., 1991a; Fransozo et al., 2016; Malek e Bawab,
1974a, 1974b; Tuma, 1967).
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Em Brachyura, o processo de montagem dos espermatoforos é bastante
similar ao observado em X. kroyeri, principalmente o descrito para Portunidae
(Johnson, 1980; Krol, 1992; Nascimento e Zara, 2013; Zara et al., 2012). Porém,
as caracteristicas quimicas das secre¢fes da PVD em X. koyeri sdo diferentes
das encontradas nestes braquilros (denominada como AVD), as quais sao
caracterizadas pela presenca de polissacarideos acidos na compactacdo das
massas esperméticas ou formacao da parede dos espermatoforos, como ocorre
em Callinectes danae Smith, 1869, Callinectes ornatus Ordway, 1863 e
Pachygrapsus transversus (Saussure, 1857), observados por Zara et al. (2012),
Nascimento e Zara (2013) e Tiseo et al. (2014), respectivamente. A PVD nos
juvenis mostra somente epitélio colunar simples. Contudo, nos individuos adultos,
esta regidao do vaso deferente foi dividida em duas porcdes pelo achatamento do
epitélio e pelo surgimento de espermatéforos no lumen. O achatamento do
epitélio ndo foi observado na PVD de individuos juvenis, pela pequena quantidade
de secrecédo presente, tornando e epitélio flacido.

Em X. kroyeri a MVD tem como provavel funcdo o armazenamento e
conducdo dos espermatéforos até a DVD. Em individuos sexualmente maduros
acima de 14,1 mm de CC, a MVD é um tubo Unico com musculatura mais
espessa que a regido anterior, e tem funcdo de aumentar o volume do fluido
seminal glicoproteico e ausente de polissacarideos acidos, o qual serd importante
na transferéncia espermatica, porém nao participa da formacdo do espermatoforo.
Assim, mostra-se similar ao observado para a regido denominada DVD em R.
similis, o qual apresenta a morfologia semelhante a MVD e DVD em X. kroyeri
(Bauer e Lin, 1993). Assim, Xiphopenaeus Smith, 1869 e Rimapenaeus s&o
diferentes do observado para camardes dos géneros Litopenaeus e
Farfantepenaeus, 0s quais apresentam dois dutos, um espermatico e outro
acessorio separados por um tiflossole, os quais sdo observados até a ampola,
sendo o0 duto acessoério responsavel por produzir secrecdes associadas a
formacdo do espermatoforo complexo (Bauer, 1991; Bauer e Cash, 1991;
Ceballos-Vazquez et al., 2010; Chow, 1991a; Fransozo et al., 2016; Malek e
Bawab, 1974a, 1974b). De modo geral, a MVD em individuos juvenis mostra a
mesma morfologia dos adultos, porém, deferente dos animais fisiologicamente

maduros, o epitélio mostra-se do tipo simples e colunar. O achatamento do
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epitélio esta relacionado com o acumulo de secrecdo e ampliacdo do lumen, fato
também observado na PVD.

A DVD encontrada em X. kroyeri tem como principais fun¢gdes o acumulo de
secrecdo contendo espermatéforos e auxiliar na transferéncia do ejaculado por
meio de contracdo muscular. A musculatura da DVD é mais espessa que nas
outras regides associada ao vaso deferente em geral, e parece atuar na
motilidade e peristaltismo movendo e misturando as secregbes seminais e 0s
espermatoforos. Este processo de contracdo muscular para a conducéo do fluido
seminal também foi observado para outros decapodes (Bauer e Lin, 1993;
Mouchet, 1931; Ryan, 1967; Sime¢ et al., 2009). A presenca de forte musculatura
estriada na DVD indica que esta regido, em associacdo com a MVD, é importante
para a transferéncia espermatica, uma vez que esta secrecdo devera passar
através de um tubo rigido do petasma. Em Penaeidae ainda nédo se sabe ao certo
a funcdo do petasma durante a cépula (Bauer, 1991). Segundo Burkenroad
(1934), o vaso deferente libera o conteddo seminal no petasma o qual teria a
funcdo de guia-lo até o interior do télico das fémeas. Uma comparacdo analoga
pode ser feita com Brachyura, nos quais os gonoépodos tém a funcdo de conducao
dos espermatéforos ou espermatozoides até o interior dos receptaculos seminais
(Bauer, 1986; Sime¢ et al., 2009). Com base na anatomia da DVD, télico e do
petasma, aqui neste trabalho nota-se que os cornos direcionam o fluido seminal
direto para as duas bolsas (direita e esquerda) sendo mais um indicativo que o
petasma tem participacdo na transferéncia seminal no camarao sete-barbas. Da
mesma forma que na MVD, esta regido do vaso deferente apresenta epitélio
colunar nos individuos fisiologicamente imaturos e sofre achatamento nos
individuos que contém grande quantidade de secrecdo. O acumulo de secrec¢ao
promove 0 aumento do limen e o consequente achatamento do epitélio.
Adicionalmente, a secrecdo dos individuos juvenis ndo mostrou reacao para
polissacarideos neutros, diferente do observado para os animais maduros
fisiologicamente.

Os espermatéforos da DVD de X. kroyeri apresentam as mesmas
caracteristicas desde a sua producdo na PVDp, sendo numerosos, esféricos e
seu diametro ndo altera com o crescimento corpéreo de 14 até 21mm de CC. Tais

estruturas sdo consideradas como capsulas de protecdo dos esprematozoides.
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No camardo sete-barbas, os espermatoforos mostram-se semelhantes ou
idénticos aos encontrados para Rimapenaeus Pérez-Farfante & Kensley, 1997
(Bauer, 1991; Bauer e Lin, 1993; Burkenroad, 1934). Segundo Bauer (1986,
1991), a organizacdo dos espermatozoides comumente encontrada em
Penaeoidea é a estruturacdo de uma grande massa espermatica cercada por uma
variedade de materiais acessorios (espermatoforo complexo), sendo somente
uma liberada, em cada gonéporo, no momento da ejaculacdo, como observado no
género Litopenaeus e em M. kerathurus (Chow et al.,, 1991a; Pérez-Farfante,
1975; King, 1948; Malek e Bawab, 1974a, 1974b). De acordo Burkenroad (1934) e
Bauer (1986; 1991), as caracteristicas do sistema reprodutor variam conforme a
estratégia reprodutiva, na qual machos dos géneros Xiphopenaeus e
Rimapenaeus depositam seus numerosos espermatoforos imersos em secrecao
seminal internamente ao télico da fémea, enquanto os camarfes Litopenaeus
depositam um par de espermatéforos combinados externamente ao télico da
fémea (Bauer, 1991, Bauer e Lin, 1993; Chow, 1991a).

Ampola apresenta fortes camadas musculares, as quais possivelmente
levam a contracdes fortes e continuas, a qual deve ser investigada ao
microsocoépio eletrénico. O epitélio presente nesta estrutura € distinto do restante
do sistema reprodutor, pela presenca de epitélio estratificado e seu mecanismo de
secrecdo ser holdcrino. A secrecao presente na ampola de X. kroyeri, por ndo
apresentar espermatoforos e nao estar envolvida com a montagem dos mesmos,
possivelmente tem a funcdo de auxiliar na transferéncia da secrecdo contendo
espermatéforos ou até mesmo ter a funcéo de selar a abertura do télico da fémea
formando um tampao ou plug espermatico também demonstrado neste trabalho
pelo exame de télico de fémeas inseminadas, 0os quais mostram uma secrecao
livre de espermatéros préxima a abertura do télico enquanto os espermatéforos
estdo localizados mais ao fundo da espermatéca. Esta funcao esta de acordo com
0 proposto para os Trachypeneini Rimapenaeus e Parapenaeopsis Alcock, 1901
(Bauer e Lin, 1993; Burkenroad, 1934). Segundo Bauer e Lin (1993), em R. similis
ocorre a rapida solidificacdo desta secrecdo da ampola ap0s a ejaculacéo,
vedando as placas do télico de fémeas inseminadas. Porém, em X. kroyeri, nao
foi observado um plug espermatico com uma parte tdo exteriorizadas ao télico

como em R. similis (Bauer e Lin 1993). O material seminal & transferido no
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momento da copula (fémea em muda) e no presente, somente fémeas em
intermuda foram analisadas. Assim, o papel da ampola em X. kroyeri e,
possivelmente em Trachypeneini, € produzir a secrecdo do plug espermatico, ao
invés de produzir componenetes do espermatoforo (Bauer, 1991; Bauer e Cash,
1991; Ceballos-Vazquez et al., 2010; Chow, 1991a; Fransozo et al., 2016; Malek e
Bawab, 1974a, 1974b). Assim, os trabalhos de biologia populacional que levam
em consideracdo a ampola terminal como portadora de espermatdforos em
Trachypeneini devem rever o uso desta estrutura como critério de maturidade,
pois a ampola ndo contém espermatoforos e espermatozoides, participando
somente da formacéo do plug espermatico. Além disso, a visualizacdo a ampola
pode induzir ao erro de identificacdo da maturidade, pois animais maduros que
acabaram de copular, podem ndo apresentar a ampola evidente, contudo sdo
maduros fisiologicamente. Considerando que a secrecdo da ampola ndo contém
espermatozoides e apresenta acumulo de substancias em individuos
fisiologicamente imaturos, os menores individuos que apresentam a ampola
evidente podem nao apresentar o sistema reprodutor maduro. Desta forma, a
observacdo macroscoépica da ampola dos machos de X. kroyeri ndo representa
um parametro preciso para verificagdo da maturidade fisiolégica. Uma alternativa
recomendavel e menos trabalhosa quanto a histologia é realizar teste de
esfregaco da DVD em laminas. Pachoal e Zara (in press) mostraram que em
Caridea é possivel usar amostras preservadas em alcool para verificar a presenca
e a gquantidade de espermatozoides, sendo Util para a analise de amostras em
colecdes armazenadas em alcool.

A presenca de secrecdo e espermatozoides em espermatoforos no sistema
reprodutor de X. kroyeri ndo necessariamente garante sucesso na fertilizacado dos
individuos logo a partir de 14,1 mm de CC. Assim, animais desta classe de
tamanho apresentam pouco volume de secrecdo na luz do vaso deferente e
ampola e, apesar de poder transferir seu material genético, o volume de secrecéo
pode nao ser suficiente para preencher o télico ou formar um plug espermatico
eficiente. Uma comparacdo analoga pode ser feita com a formacdo de plug
espermatico em Portunidae, na qual machos em desenvolvimento podem né&o
apresentar volume de secrecdo suficiente para formar o plug espermatico

(Nascimento e Zara, 2013; Zara et al., 2012). Desta forma, pode ser proposta a
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hipétese que o pouco volume de secrecdo na ampola pode dificultar ou
impossibilitar a transferéncia espermatica ou o nao cumprimento de sua funcao,
ndo vedando a abertura do télico. Contudo, esta hipdtese somente podera ser

comprovada por experimentos laboratoriais.

5. Conclusdes

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pudemos concluir que em X.
kroyeri a maturidade morfolégica antecede a maturidade fisiologica. Além disso, a
visualizacdo macroscopica da ampola mostrou ser um parametro ndo efetivo para
determinacdo da maturidade fisiol6égica, uma vez que estd ndo apresenta
espematozoides e ndo participa da formacdo do espermatoforo. A morfologia
funcional do sistema reprodutor masculino mostrou muitas similaridades a R.
similis, e talvez este seja 0 padrdo para Trachypeneini. Para isso, uma analise
comparativa do sistema reprodutor entre as tribos, incluido também a familia
Sicyoniidae pode elucidar se a anatomia estd associada & filogenia ou a

transferéncia em fémeas com télico aberto ou fechado.
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Tabela 1. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). Composicao histoquimica das
secrecOes do sistema reprodutor masculino. Legenda: porcao proximal do vaso
deferente (PVD), medial (MVD), distal (DVD). +++ = fortemente positivo; ++ =

positivo; + = fracamente positivo e - = negativo.

Polissacarideos

Proteinas (xylidine - Polissacarideos
acidos

Técnica

ponceau) (azul de Alcian) neutros (PAS)

PVD (secrecao

+ - +
basdfila)
PVD (secrec¢ao

++ - ++
acidofila)
MVD + - ++
DVD + - ++
Ampola +++ - +
Espermatoforos ++ - ++
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Fig. 1. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). Esquema ilustrando o
desenvolvimento do sistema reprodutor masculino durante o crescimento
corporal, mensurado pelo comprimento do cefalotorax (CC em mm). Os
comprimentos 12,5 e 12,7 mm apresentam o intervalo de tamanho entre 0 menor
individuo apresentando petasma e o maior individuo que ndo apresenta petasma
formado, respectivamente. O tamanho de 14,1 mm marca o menor comprimento
de cefalotérax no qual o individuo apresenta espermatozoides empacotados em
espermatoéforos no vaso deferente. Legenda: Amp = ampola; DVD = regiao distal
do vaso deferente; MVD = regido média vaso deferente; PVD = regido proximal do

vaso deferente; T = testiculo.
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Fig. 2. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). Ultraestrutura do petasma de
individuos juvenis e adultos. A - C. Endopoditos do primeiro par de pledpodes de
individuos juvenis (< 12 mm de CC). A. Endopoditos do primeiro par de pleépodes
modificados relembrando o petasma, porém ndo fusionados. B. Detalhete dos
cincinnuli presentes na face interna de cada endopodito modificado, apresentando
morfologia de pequenos ganchos. C. Porcéo distal do endopodito modificado com
a morfologia semelhante ao corno lateral de um petasma. D - F. Petasma formado
de um individuo na classe de menor tamanho de CC com animais adultos (124 13
mm de CC). D. Petasma formado apresentando um corpo principal formando por
um par de Iébulos médios, um par de l6bulos laterais e um de cornos laterais. E.
Detalhe dos cincinnuli juntando os lobulos médios apresentando a mesma
morfologia observada nos individuos juvenis. F. Cornos laterais do petasma
apresentando um sulco por toda sua extensdo que extende-se até a estrutura
distal em forma de pa. G - |. Petasma nos individuos nas maiores classes de
tamanho (> 16 mm de CC). G. Petasma apresentando a mesma morfologia geral
dos individuos adultos na menor classe de tamanho. H. Detalhe dos cincinnuli
também com a mesma morfologia de pequenos ganchos. |. Cornos laterais
apresentando as margem posterior completamente dobrada sobre a anterior,
formando um duto totalmente fechado, restando somente a porcdo distal em
forma de pa aberta. Legenda: CD = dutos fechados dos cornos laterais; CN =
cincinnuli; End = endopoditos do petasma; LH = cornos laterais do petasma; LL =
I6bulo lateral do petasma; ML = I6bulo médio do petasma; OD = dutos abertos dos

cornos laterais; S = estrutura em forma de pa.
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Fig. 3. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). Morfologia e histoquimica do sistema
reprodutor masculino fisiologicamente imaturo. A. Testiculo apresentando
espermatogbnias e espermatécitos [HE]. B. Detalhe da PVD apresentando
epitélio colunar simples, delgada musculatura (cabeca de seta preta) e pouca
secrecdo fibrilar acidéfila no lumen (cabeca de seta branca) [HE]. C. Detalhe da
MVD mostrando epitélio colunar simples com nucleos basais, musculatura
espessa contendo feixes circulares e obliquos (cabecas de seta preta), e lumen
com auséncia de espermatozoides e espermatoforos [HE]. D. Duto ejaculatorio
formado pela unido da DVD e da ampola. A parede da DVD apresenta as
mesmas caracteristicas da MVD. A ampola apresenta epitélio estratificado
secretor e 0 lumen apresenta pequena quantidade de secrecdo acidofila [HE]. E.
Detalhe do duto ejaculatério demonstrando a caracteristica proteica da secrecéo
da ampola [Xylidine ponceau]. F. Duto ejaculatério apresentando secrecdo luminal
da ampola sem a presenca de polissacarideos neutros [PAS]. Legenda: Amp =
ampola; DVD = regido distal do vaso deferente; Ep = epitélio; HE = hematoxilina e
eosina; MVD = regido média do vaso deferente; PVD = regido proximal do vaso
deferente; S = secre¢do; SPC = espermatocitos; SPG = espermatogdnias; T =

testiculo; TL = I6bulo testicular.
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Fig. 4. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). Espermatogénese e
espermiogénese. A. Testiculo apresentando tubulos seminiferos contendo células
germinativas no mesmo estagio ou em estagios subsequentes da
espermatogénese ou espermiogénese circundadas pelas células acessorias
(cabeca de seta branca) [HE]. B. Detalhe do tubulo seminifero apresentando
regido periférica com espermatogbnias e uma zona central com células em
maturacdo circundadas por células acessorias (cabeca de seta branca) apoiadas
em tecido conjuntivo (asterisco). O citoplasma das células acessoérias €
arborescente e contém regifes basofilas (cabeca de seta preta) [HE]. C.
Espermatog6nias apresentando nucléolos e blocos dispersos de heterocromatina
no nucleo (cabeca de seta preta) [PAS + hematoxilina]. D. Espermatécitos
primarios mostrando a organizacdo dos cromossomos nas fases da profase
meiodtica (cabeca de seta preta) [PAS + hematoxilina]. E. Espermatdcitos
secundéarios com o nucleo contendo fortes marcacfes de heterocromatina na
periferia do envoltorio (cabeca de seta preta) [PAS + hematoxilina]. F.
Espermatides iniciais apresentando nucleo homogéneo com finos acumulos de
heterocromatina (cabeca de seta preta) [PAS + hematoxilina]. G. Espermatides
intermediarias com nudcleo apresentando heterocromatina delgada na periferia
(cabeca de seta preta). O citoplasma apresenta uma regido fracamente reativa ao
PAS (cabeca de seta branca [PAS + hematoxilinal. H. Espermatides tardias
apresentando o citoplasma alongado (cabeca de seta branca) e o espinho em
formacdo no polo oposto (cabeca de seta preta) [PAS + hematoxilina]. I. Duto
seminifero apresentando epitélio cubico simples (asterisco) e espermatozoides
livres no lumen [PAS + hematoxilina]. J. Detalhe do espermatozoide apresentando
prolongamento posterior fracamente reativo para polissacarideos neutros (cabeca
de seta branca) e espinho apical basdfilo e curvo (cabeca de seta preta) [PAS +
hematoxilina]. Legenda: EST = espermatides iniciais; LST = espermatides tardias;

MST = espermatides intermediarias; SP = espermatozoides; SPC1l =

espermatoécitos primarios; SPC2 = espermatdcitos secundarios; SPG

espermatogobnias; ST = tubulo seminifero.

49
CAUNESP



Mestrando Guilherme C. Andrioli Orientador — Fenando J. Zara

Figura 4.

Lum , & 4 Sopm rpm S0 0um

CAUNESP



Mestrando Guilherme C. Andrioli Orientador — Fenando J. Zara

Fig. 5. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). Histologia e histoquimica das regides
proximal e média do vaso deferente de individuos maduros. A. Vista geral da PVD
envolta por uma camada de tecido conjuntivo delgado (cabeca de seta branca),
mostrando duas regides distintas para formacdo do espermatéforo: a anterior
(PvDa) e posterior (PVDp) [HE]. B. Detalhe da PVDa apresentando epitélio
cubico ou colunar simples, com espermatozoides livres e massas espermaticas
compactados por secrecdo baséfila homogénea (cabeca de seta preta) [HE]. C.
Presenca de secrecdo proteica no processo de compactacdo das massas
esperméticas, demonstrado pela fraca reacéo para proteinas da secrecao basdfila
(cabeca de seta preta) no lumen da PVDa [Xylidine ponceau]. D. Fraca reacao
para polissacarideos neutros da secrecdo basofila (cabeca de seta preta) na luz
da PVDa [PAS]. E. Secrecdo acidofila na PVDa envolvendo as massas
esperméticas para a formacao dos espermatéforos (cabeca de seta branca) [HE].
F. Forte reacdo para proteinas na secrecdo acidéfila que envolve as massas
espermaticas (cabeca de seta branca) na luz da PVDa [Xylidine ponceau]. G.
Fraca reacdo para polissacarideos neutros na secrecao aciddfila (cabeca de seta
branca) que deposita-se iniciando a formacdo dos espermatéforos no limen da
PVDa [PAS]. H. Detalhe da PVDp apresentando epitélio pavimentoso e
espermatéforos envoltos pela secrecdo acidofila (cabeca de seta branca) no
[imen e grumos de um segundo tipo de secrecédo acidoéfila e granular séo liberada
no limen (cabeca de seta preta) [HE]. |. Lumen da PVD mostrando a forte reacao
para proteinas na secrecdo que compde a parede do espermatéforo (cabeca de
seta branca) e nos grumos do segundo tipo de secre¢do granular (cabeca de seta
preta) [Xylidine ponceau]. J. Detalhe do lumen da PVDp mostrando secrecdo que
envolve os espermatéforos (cabeca de seta branca) e os grumos do segundo tipo
de secrecdo que finaliza a parede do espermatoforo (cabeca de seta preta),
ambos apresentando forte reacdo ao PAS [PAS]. K. Vista geral da MVD
apresentando espermatoforos imersos em secrecdo basofila [HE]. L. Detalhe do
epitélio da MVD apoiada em véarias camadas musculares delgadas (cabegas de
setas pretas) [HE]. Legenda: Ep = epitélio; FS = espermatozoides livres; HE =
hematoxilina e eosina; MVD = regido média do vaso deferente; PVD = regido
proximal do vaso deferente; PVDa = porcdo anterior da regido proximal do vaso
deferente; PVDp = porcao posterior da regido proximal do vaso deferente; SF =

espermatoforos; SM = massas espermaticas.
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Fig. 6. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). Histologia e histoquimica comparativa
do duto ejaculatério de um individuo completamente maduro (19,1 mm de CC; A.
- F.) e do menor individuo com sistema reprodutor desenvolvido (14,1mm de CC;
G-L). A. Duto ejaculatério formado pela DVD e Amp evidenciando forte
musculatura. Individuos maduros apresentam espermatoforos formados na DVD e
secrecdo na Amp [HE]. B. Detalhe do epitélio pavimentoso da DVD, apoiada em
tecido conjuntivo e musculatura. O limen mostra espermatéforos imersos em
secrecdo basdfila (cabeca de seta branca) [HE]. C. Histoquimica para proteinas
das secrecOes presentes na DVD, mostrando reacdo fortemente positiva dos
espermatéforos e positiva para a secrecdo onde espermatoforos estdo imersos
(cabeca de seta branca) [Xylidine ponceau]. D. Regido distal do vaso deferente
demonstrando reacéo positiva para a secrecao luminal (cabeca de seta branca) e
forte reacdo dos espermatéforos e para polissacarideos neutros [PAS]. E. Detalhe
da ampola mostrando epitélio estratificado com secrecdo holécrina (cabeca de
seta branca) [HE]. F. Ampola apresentando forte reacdo para proteinas na
secrecdo luminal [Xylidine ponceau]. G. Ampola contendo secrecdo com fraca
reacdo para polissacarideos neutros [PAS]. H-M. Vaso deferente distal do menor
individuo apresentando espermatozoides e espermatéforos (14,1mm de CC). H.
Detalhe da DVD com espermatéforos imersos em secrecao [HE]. I. Técnica para
deteccdo de proteinas na DVD mostrando reacdo para protéinas na secrecao do
limen [Xylidine ponceau]. J. Técnica para deteccao de polissacarideos neutros na
DVD evidenciando reacéo positiva para a secrecéo luminal [PAS]. K. Ampola com
secrecdo homogénea e basdfila [HE]. L. Ampola com a forte reacdo para
proteinas da secrecdo no lumen [Xylidine ponceau]. M. Ampola com fraca reacao
para polissacarideos neutros na secrecao luminal [PAS]. Legenda: Amp = ampola;
DVD = regido distal do vaso deferente; Ep = epitélio; Mc = musculatura; S =
secrec¢ao; SF = espermatoforo.
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Fig. 7. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). Anatomia interna e externa do teélico.
A. Vista ventral do télico sob o estereomicroscépio, o qual € formado pela placa
anterior ou capuz (AP) e a placa posterior (PP) a qual € mais ampla. Esta
estrutura esta localizada préximo aos gondporos. Nota-se que entre as plascas
encontra-se a abertura do télico. Nesta micrografia o télico encontra-se
esbraquicado devido a presenca de material seminal transferido na cépula. B.
Télico ao microscopio eletrbnico de varredura, mostrando a abertura do télico
entre as placas anterior e posterior (seta branca). C. Detalhe da abertura do télico,
mostrando a discreta secrecdo do plug espermético. D. Vista dorsal da face
celomética do télico, mostrando as espermatecas inseminadas repletas de
espermatéforos. Note um duto na porcdo anterior repleto de secrecao
esbranquicada. E. Detalhe de uma espermateca mostrando os espermatéforos e
a secrecao do plug junto a abertura do télico (seta branca). Legenda: AP = placa
anterior; Gp = gonoporo; PP = placa posterior do télico; S = secrecdo; SF =

espermatpoforos; ST = espermateca; The = télico.
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Fig. 8. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862).Relacdo entre o diametro médio dos

espermatoforos e o comprimento de carapaca.
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Capitulo 2.
Ultraestrutura da espermatogénese e producao do fluido seminal do

camarao sete barbas Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862)
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Destaques

- A espermiogénese forma o prolongamento posterior e vesicula acrossomal

pouco usual para Peneidae.

- Espermatozoides maduros sdo observados desde o testiculo, com vesicula

acrossomal (espinho) desenvolvida.
- Células secretoras semelhantes produzem os diferentes tipos de fluido seminal.

- Espermatéforos sdo montados na PVD e a ampola produz o plug espermaético.

Este capitulo foi redigido conforme as normas da revista Arthropod Structure & Development
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Resumo

Neste trabalho nés descrevemos a ultraestrutura da espermatogénese e
da producédo de fluido seminal, incluindo os espermatéforos, de Xiphopenaeus
kroyeri por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV) e de transmissao
(MET). As amostras foram fixadas em solugdo Karnovsky (glutaraldeido 2,5% e
paraformaldeideo 2% em tampao cacodilato de sédio 0,1M [pH 7,2] e sacarose
5%) e seguiram rotina de MEV e MET. Os testiculos sdo compostos de 12 I6bos
com tubulos seminiferos os quais possuem uma zona periférica de proliferacéo de
espermatogbnias e uma zona central apresentando células germinativas em
maturacdo. A espermiogénese mostra trés estagios e os espermatozoides sao
maduros no limen do testiculo, apresentando uma regido posterior alongada e o
espinho acrossomal formados. O vaso deferente mostra epitélio secretor. Na
porcao anterior do vaso deferente proximal, sdo liberados dois tipos de secrecao
por exocitose. Estas secrecdes sdo responsaveis por empacotar a secrecdo do
testiculo contendo espermatozoides, formando a parede do espermatéforo. As
regides média e distal do vaso deferente mostram somente um tipo de vesicula
secretora, entretanto a regido distal € abundante em mitocéndrias na base das
células e provavelmente dilui o fluido seminal. Ambas as regides sdo apoiadas em
fibras musculares, que sao espessas na regido distal, mostrando um nervo ventral
e muitos ganglios que controlam a contracdo muscular durante a ejaculacdo. A
ampola ndo apresenta espermatozoides e mostra uma musculatura bem
desenvolvida com muitas fibras que promovem uma poderosa e continua
contracdo para formar o plug espermatico que € produzido po secrecao holdcrina

pela camada mais interna do epitélio estratificado.

Palavras-chave: espermiogénse, fluido seminal, espermatéforos, MET, MEV.
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Abstract

In this work we describe the ultrastructure of the spermatogenesis and the seminal
fluid production, including spermatophores, of Xiphopenaeus kroyeri by means of
scanning (SEM) and transmission electron microscopy (TEM). The samples were
fixed in Karnovsky solution (glutaraldehyde 2,5% and paraformaldehyde 2% with
sodium cacodilate buffer 0,1M [pH 7,2] and sucrose 5%) and followed the routine
of SEM and TEM. The testes are composed of 12 lobes with seminiferous tubules
showing a peripheral zone with spermatogonia and a central zone showing
germinative cells in maturation. The spermiogenesis show three stages and the
spermatozoa are mature in the testis lumen showing alongated posterior region
and the acrosomal spike formed. The vas deferens presents secretory epithelium.
At the anterior part of proximal vas deferens, two types of vesicles are observed
and released under exocytosis. These secretions are responsible to pack the
secretion from testis with spermatozoa, forming the spermatophore wall. The
median and distal vas deferens regions show only one type of secretory vesicle;
however, the distal region is abundant in basal cell mitochondria and probably
dilutes the seminal fluid. Both regions are lying on muscular fibers, which are
thicker in the distal region, showing a ventral nerve and many ganglia that control
the muscular contraction during the ejaculation. The Ampoule lacks of
spermatozoa and shows a well-developed musculature with many fibers that
promote a powerfull and constant contraction to form the sperm plug that is
produced by holocrine secretion from the inner layer of stratified epithelium.

Key-words: spermiogenesis, seminal fluid, spermatophores, TEM, SEM.
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1. Introducéao

A familia Peaneidae Rafinesque, 1815 é composta pelas tribos Peneini,
Parapeneini e Trachypeneini, na qual nesta ultima Xiphopenaeus kroyeri (Heller,
1862) esta incluido (Burkenroad, 1934). A ultraestrutura da espermiogénese em
peneideos € somente conhecida para os Peneini, em Litopenaeus schmitti
(Burkenroad, 1936) descrito por Fransozo et al. (2016), Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931) em Alfaro-Montoya et al. (2016), Fenneropenaeus chinensis
(Osbeck, 1765) por Kang et al. (2008), Fenneropenaeus penicillatus (Alcock,
1905) como Penaeus penicillatus em Hong et al. (1999), Penaeus monodon
Fabricius, 1798 por Feng et al. (2017) e para os Parapeneini, Parapenaeus
longirostris (Lucas, 1846) em Medina (1994). Os integrantes de Trachypeneini
possuem espermatozoides com morfologia mais distinta dentro da familia, como a
presenca de um prolongamento citoplasmatico no corpo principal e, no polo
oposto h4 um espinho apical curvo na vesicula acrossomal. Este padrao
morfologico foi confirmado por meio de microscopia eletrdnica de varredura (MEV)
para Xiphopenaeus riveti Bouvier, 1907, Rimapenaeus byrdi (Burkenroad, 1934)
como Trachypenaeus byrdi realizado por Alfaro et al. (2003) e Rimapenaeus
similis (Smith, 1885) como Trachypenaeus similis em Bauer e Lin (1993) e
detalhado por microscopia eletrbnica de transmissao (TEM) em Rimapenaeus
constrictus Stimpson, 1871 e X. kroyeri (Camargo et al. 2017). Assim, 0s
espermatozoides de Trachypeneini possuem mais similaridades a uma linhagem
de Sicyoniidae Ortmann, 1898 quando comparadas as outras tribos de Paneaidae
(Camargo et al.,, 2015, 2017). Apesar desta morfologia impar, ndo existem
trabalhos detalhando a ultraestrutura da espermatogénese para a formacdo deste
espermatozoide pouco usual.

O sistema reprodutor masculino em Penaeidae € composto por um par de
testiculos e um par de vasa deferentia, o qual € subdivido em trés regides:
proximal (PVD), média (MVD) e distal (DVD). A DVD possui uma porc¢éo dilatada
préximo ao gondéporo, denominada ampola terminal (Burkenroad, 1934; Bauer,
1991; Bauer e Cash, 1991; Chow et al., 1991a; Bauer e Lin, 1993; Fransozo et al.,
2016). Os unicos trabalhos com a ultraestrutura do vaso deferente foram
realizados para os Peneini do género Litopenaeus, como Litopenaeus setiferus
(Linnaeus, 1767) e L. vannamei (Chow et al. 1991; Ro et al.,, 1990). Estes
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trabalhos descrevem principalmente a producéao de fluido seminal relacionada

a
formacdo das varias camadas que envolvem a massa espermética, levando a
formacdo de estruturas do espermatoforo Unico deste Peneini, o qual é
depositado sobre o esterno da fémea (télico aberto). Contudo, ndo se conhece a
ultraestrutura das células e das secre¢bes das diferentes regibes do vaso
deferente no restante das espécies. Este ponto torna-se ainda mais importante,
uma vez que, na maioria das espécies de Penaeidae, o material seminal &
depositado no interior do receptaculo seminal, tendo as fémeas consideradas
como portadoras de télico fechado (para revisdo ver Perez-Farfante e Kensley,
1997). Para os Trachypeneini R. similis e X. kroyeri, no vaso deferente ocorre a
formacdo de multiplos espermatéforos arredondados, semelhantes aos de
Brachyura e a secrecdo produzida pela ampola terminal atua como plug
espermatico (Bauer, 1991; Bauer e Lin, 1993; Andrioli et al., capitulo 1). Assim, a
ultraestrutura da producdo do fluido seminal e formagdo do espermatoforo
caracteristico desta tribo, os quais nunca foram analisados, pode contribuir para o
entendimento da transferéncia espermatica no camarao sete-barbas.
Xiphopenaeus kroyeri pode ser um excelente modelo para estudos
biologicos devido sua abundancia e pela ocorréncia de individuos maduros ao
longo do ano todo (Castro et al., 2005). Esta espécie € amplamente encontrada
na costa oriental do continente americano desde o sul dos Estados Unidos da
América (Carolina do Norte) até o Brasil (Rio Grande do Sul) (D’Incao et al., 1999;
Costa et al.,, 2007; Castilho et al.,, 2015) e habita preferencialmente aguas
costeiras com fundos arenosos em profundidades de 2 a 70 metros (D’Incao,
1999; Costa et al., 2003). Este camarédo tem importancia adicional pois representa
0 camardo mais explorado em termos de biomassa no Estado de Sao Paulo, no
sudeste brasileiro (Rodrigues et al., 1993; Nakagaki e Negreiros-Fransozo, 1998).
Assim, neste trabalho descrevemos a ultraestrutura da espermatogénese e
formacdo do espermatoforo, além da organizacdo celular nas diferentes regides

do vaso deferente do camaréo sete-barbas X. kroyeri.
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2. Material e métodos

2.1. Coleta e identificacéo

Os animais foram coletados na regido da enseada de Ubatuba, Sdo Paulo,
Brasil (23° 27°'S e 45° 02'W) durante a primavera e outono dos anos de 2015 e
2016 por meio de arrastos de barco de pesca camaroneira equipados com redes
do tipo Double-rig. Os espécimes foram transportados vivos ao laboratério em
caixas térmicas com agua do mar e aeradores. Os individuos maduros, de
tamanho acima de 15 mm de cefalotérax (ver capitulo 1) foram anestesiados por
resfriamento (-20°C / 5 minutos) e dissecados para a remocdo do sistema

reprodutor.

2.2. Microscopia eletronica

As amostras do sistema reprodutor de cinco individuos para a
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e de oito individuos para a
microscopia eletrdnica de transmissdao (MET) foram fixadas em solugéo
Karnovsky (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2%) em tamp&o cacodilato de
sédio 0,1M (pH 7,2) e sacarose 5% (Ro et al., 1990) por 4-24h a 4°C, lavadas trés
vezes no mesmo tampdo e pos-fixadas em tetroxido de 6smio a 1% tamponado
por 2h. Os tecidos para MEV foram desidratados em uma serie crescente de
etanol (30-100%) e submetidas ao ponto critco EMS 850. Uma vez
completamente secas, as amostras foram fixadas a suportes metalicos e
recobertas com ouro (5 nm) no vaporizador Danton Vacuum Desk Il. Todas as
amostras foram analisadas e fotografadas no microscopio eletrénico de varredura
Jeol SEM JSM 5410 operado a 15 kV.

As diferentes regides do vaso deferente submetidas a MET, apés a pos-
fixagdo, foram contrastadas “En Bloc” em solugéo de 1% de acetato de uranila
aquosa por 12 horas, desidratadas em series crescentes de acetona (70-100%),
infiltradas e incluidas em resina Epon-Araldite. Cortes ultrafinos (50-70 nm) foram
obtidos no ultramicrotomo Leica UC7, recolhidos em grades de cobre,
contrastadas em acetato de uranila 2% e citrato de chumbo a 0,4% em 0,1IN
NaOH (Reynolds, 1963; Venable e Coggeshall, 1965). As grades foram
visualizadas e fotografadas no MET JEOL — JEM 1010 operado a 80 kV.
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2.3. Histologia e mensuracgéo das células germinativas

Para a histologia as amostras do sistema reprodutor masculino foram
dissecadas e fixadas em paraformaldeido 4% em tampéo fosfato de sodio 0,2M
(pH 7,4) por 24h. Posteriormente, as amostras foram lavadas no mesmo tampao,
desidratadas em série crescente de etanol (70%-95%), embebidas e incluidas em
historesina Leica®. Cortes seriados de 4,5 a 7 um de espessura foram obtidos no
microtomo rotativo. Posteriormente, estes cortes foram corados com hematoxilina
e eosina (H&E) para descricdo geral (Junqueira e Junqueira, 1983) e pela técnica
de Feulgen, para deteccao de DNA (Pearse, 1985). As imagens foram obtidas no
fotomicroscopio Leica DM2000 pelo software Leica® IM50.

O tamanho médio do ndcleo em cada fase da espermatogénese e
espermiogénese foram obtidos pela mensuracdo do maior eixo do nucleo quando
totalmente aparente. Para isso, laminas de pelo menos trés animais foram
examinadas (Zara et al., 2012). Para cada fase de desenvolvimento das células
germinativas foram tomadas 30 medidas do diametro nuclear. As médias foram
testadas quanto a normalidade (Shapiro-Wilk), e posteriormente uma analise de
variancia (ANOVA) seguido do teste post-hoc de Tukey foram utilizadas para
verificar uma possivel diferenca entre os tipos celulares. Para todas as analises

estatisticas foi utilizada a significancia de p < 0,05 (Sokal e Rohlf, 1995).
3. Resultados

3.1. Morfologia geral do sistema reprodutor

O sistema reprodutor masculino de X. kroyeri € formado por um par de
testiculos multilobulares fusionados ventralmente a um eixo central e um par de
vasa deferentia. Estes estdo localizados na por¢cdo dorso-medial do cefalotérax,
acima do hepatopancreas e desembocam no vaso deferente o qual caminha
lateralmente no cefalotérax, até desembocar junto a ampola no coxopodito do
quinto par de peredpodos (Fig. 1A) onde se localiza o gondporo masculino. O
vaso deferente é dividido em trés regides: proximal (PVD), média (MVD) e distal
(DVD). O duto ejaculatorio € formado pela por¢cdo mais distal da DVD unindo-se a

ampola (Fig. 1A).
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O testiculo de X. kroyeri mostra I6bos testiculares formados por tabulos
seminiferos apresentando células germinativas (Fig. 1A - D). Os tdbulos
seminiferos convergem até a base dos I6bos, onde alcancam a PVD (Fig. 1A e E).
A PVD mostra-se altamente convoluta e totalmente recoberta por uma camada de
tecido conjuntivo, sendo distendida de sua unido com o testiculo até a MVD (Fig.
1A e E). A MVD apresenta-se como um tubulo simples e reto, recoberto por
musculatura e com maior diametro luminal quando comparado a PVD (Fig. 1A e
F). Esta regido € caracterizada por musculatura circular, apresentando um feixe
nervoso ao longo do mesmo (Fig. 1F). Em cortes transversais nota-se que no
interior da MVD mostra-se com um so6 tubo, sem dutos acessorios, preenchido por
secrecbes e espermatédforos (Fig. 1G). No interior de espermatéforos rompidos,
0S espermatozoides caracterizam-se como células alongadas, com espinho apical
delgado, longo e curvo (Fig. 1H). O corpo principal também ¢é bastante
desenvolvido e, na face oposta ao espinho, nota-se um prolongamento em forma
de cone, o prolongamento posterior (Fig. 1H).

A DVD é marcada pelo aumento do diametro tubular e espessamento da
musculatura (Fig. 1A e I). Esta porcdo do vaso penetra na base da ampola
formando o duto ejaculatério (Fig. 1J). A DVD mostra forte musculatura circular,
com ganglios do sistema nervoso, dos quais partem varias fibras nervosas
terminais (Fig. 11). A ampola apresenta varias camadas de musculatura tanto

circulares quanto longitudinais (Fig. 1K).

3.2. Testiculo, espermatogénese e espermiogénese

Ao MET, os testiculos possuem uma zona periférica de proliferacdo de
espermatogbnias e uma zona central, com células germinativas em geral na
mesma etapa de maturacdo, sendo estas zonas separadas pelas células
acessoérias ou de Sertoli (Fig. 2A). As células de Sertoli apresentam nucleo
variando de achatado a arredondado, com heterocormatina periférica (Fig. 2A e
B) e seu citoplasma arborescente penetra por entre as células germinativas no
interior do tubulo seminifero (Fig. 2A). O citoplasma esta preenchido por reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) e complexos de Golgi bem desenvolvidos,

mitocondrias e pequenas vesiculas de eletrondensidade variada (Fig. 2B). Os
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corpos residuais sdo mais abundantes durante a espermiogénese, espalhados
por toda a célula (Fig. 2C).

Durante a espermatogénese e espermiogénese, os diametros medios das
células germinativas decresceram significativamente ao longo de seu
desenvolvimento (F = 1075,73; p < 0,0001). As espermatogbnias sao
arredondadas e apresentam nucleo arredondado e grande (6,36 + 0,55 pum), com
nucléolo bem evidente. No citoplasma destas células s&do observadas
mitocdndrias alongadas, grande quantidade de polirribossomos e algumas poucas
membranas do RER. Na regido perinuclear notam-se a presenca de granulos
eletrondensos ou Nuages (Fig. 2D e E). Os espermatdcitos primarios tem nucleo
grande (6,64 + 0,47 um), com tamanho maior que das espermatogoénias (Tukey =
4,79; p < 0,05). Nestas células € possivel detectar os estagios da préfase
meiotica, pela presenca dos complexos sinaptonémicos, inclusive ancorados na
membrana plasmatica, no inicio do zigéteno (Fig. 2F-G). O citoplasma mostra
poucas modificacbes para o0 estagio de espermatogbnia, com mitocondrias
pequenas e polirribossomos (Fig. 2F). Os espermatocitos secundarios possuem o
didmetro nuclear préximo aos observados nos espermatoécitos primarios (6,50 *
0,32 um) (Tukey = 2,408). A cromatina esta particularmente condensada,
principalmente na periferia do nucleo junto ao envoltério nuclear. No citoplasma
dos espermatocitos secundarios sdo observadas poucas cisternas do reticulo
endoplasmatico, mitocdndrias mostrando sinais de degeneracéo, pela reducao do
namero de cristas e algumas gotas de lipideos (Fig. 2H-I).

O processo de espermiogénese em X. kroyeri foi dividido em trés fases:
espermatides iniciais (Fig. 3A - E), intermediérias (Fig. 3F - H) e finais (Fig. 3l - K).
As espermatides iniciais (3,28 + 0,19 um) sdo marcadas pela reducédo do nucleo
(p < 0,01) em relacdo ao estagio anterior. Nestas células em inicio da
espermiogenese, a cromatina esta particularmente condensada junto ao
envoltério nuclear. O citoplasma esta preenchido por cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), complexos de Golgi e junto a estes se nota a
presenca de gotas de lipideos e varias vesiculas. As mitocondrias continuam com
0 aspecto alterado notado desde a fase anterior (Fig. 3A e B). Nas células de
Sertoli, ricas em RER e complexos de Golgi, nhotam-se corpos residuais, porém
com tamanho reduzido. Em espermétides iniciais mais avancadas, o nucleo

mantém o aspecto ultraestrutural, porém encontra-se deslocado para o polo
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oposto ao da formacdo da vesicula proacrossomal, menos eletrondensa que o
citoplasma e com material finamente granular (Fig. 3C). Os materiais sao
provenientes de vesiculas golgeanas, as quais se fundem a unidade de
membrana da vesicula proacrossomal (Fig. 3D). A ultima modificacdo observada
nas espermatides iniciais é o desaparecimento do envoltério nuclear, a0 mesmo
tempo em que a cromatina torna-se muito descondensada com aspecto granular
periférico, com grumos heterocromaticos mais centrais. O citoplasma, apesar de
estar em contato com o nucleoplasma, mantém sua regionalizacéo na periferia do
pélo nuclear, marcado pelas membranas do RER paralelas e as mitocondrias. A
vesicula proacrossomal tem o maior volume, com material finamente granular, e
na sua face em contato com a célula de Sertoli, comeca a haver a formacéo de
uma vesicula eletron-licida recobrindo todo o pélo proacrossomal (Fig. 3E).

As espermatides intermediarias apresentam o mesmo diametro do nucleo
que as espermaétides iniciais (3,27 £ 0,31 um) (Tukey = 0,081). Estas células
apresentam citoplasma consideravelmente reduzido na periferia da regido
“nuclear”, porém em contato com o nucleoplasma devido a auséncia do envoltoério
nuclear. A cromatina encontra-se granular e com pequenos grumos
heterocromaticos mais centrais. Sobre o nucleo, nota-se o inicio da formacéo da
vesicula acrossomal em forma de domo o qual constitui o capuz acrossomal, com
a presenca de material granular e outro material fino, ambos mais eletrondensos
que o restante, concentrados no apice deste domo. Estes materiais serdo o
prospectivo espinho e a area eletrondensa do capuz acrossomal. O pdélo
acrossomal mostra-se com uma vesicula de maior amplitude no citoplasma em
contato com a célula de acessoria (Fig. 3F). Nas espermatides intermediarias
mais avancadas, o envoltério nuclear reorganiza-se, ocupando uma por¢cao mais
central. O citoplasma encontra-se concentrado sob o nudcleo, com muitas
membranas e mitocéndrias. No pélo oposto, o capuz acrossomal tem o apice
mais largo, o qual vai se tornando mais estreito com o progredir sobre o nucleo,
na direcao ao citoplasma (Fig. 3G). Na por¢do mais larga do capuz acrossomal
encontra-se uma area mais eletrondensa, e sobre ela nota-se material
eletrondenso granular do inicio da formag&o do espinho (Fig. 3H). Sob o capuz
acrossomal, na regido subacrosomal, acumula-se material finamente granular

formando a placa eletrondensa em contato com o envoltério nuclear e o capuz.
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Esta placa esta particularmente disposta sobre a area eletrondensa no interior do
capuz (Fig. 3G e H).

As espermatides tardias sdo caracterizadas pelo citoplasma cbénico, sob o
ndcleo, formando a regido posterior alongada. O citoplasma encontra-se
preenchido por muitas membranas paralelas, mitocondrias e gréanulos de
glicogénio (Fig. 3l e J). Sobre o capuz acrossomal nota-se a formacéo do espinho
eletrondenso, culminando assim a com a estrutura da vesicula acrossomal. As
células Sertoli ttm a vesicula eletron-licida acompanhando toda da vesicula
acrossomal e, em algumas espermatides tardias, ela alcanc¢a inclusive a regido
posterior alongada, tornando a espermatide livre dentro da vesicula citoplasmatica
da célula de Sertoli (Fig. 3J e K). Esta vesicula eletron-ltcida da célula de Sertoli
recebe seu contetdo a partir do complexo de Golgi por meio de fusédo vesicular
(Fig. 3L). O nucleo das espermatides tardias tem menor didametro (2,29 + 0,10 um)
na espermiogénese em X. kroyeri, sendo significativamente menor em relacao as
espermétides iniciais e intermediarias (p < 0,01). Esta célula esta preenchida por
cromatina granular periférica com granulos heterocromaticos centrais,
confirmados pela reacéo positiva para DNA ao Feulgen, relembrando um nucléolo
(Fig. 3I, J, M e N). Toda a célula de Sertoli com as espermatides tardias sao
liberadas para o limen do tabulo seminifero, onde o espermatozoide encontra-se

totalmente maduro (Fig. 3M).

3.3. Vaso deferente

A porcado anterior da regido proximal do vaso deferente (PVDa) apresenta
epitélio simples, baséfilo, envolto por delgada camada muscular e no lumen os
espermatozoides encontra-se livres imersos em secrecao (Fig. 4A). Os nucleos
sdo basais e irregulares, com grumos de heterocomatina e mais de um nucléolo
(Fig. 4A e B). A basofilia é principalmente devida a estas células serem
tipicamente secretoras, ricas em RER e complexos de Golgi vesiculares (Fig. 4B).
O polo basal apresenta poucas invaginacdes e a lamina basal € bastante delgada
em contato com a musculatura. Além disso, notam-se varias mitocondrias com
aspecto morfoldgico tipico, sem sinais de degeneracdo (Fig. 4C e D). A maior
parte do citoplasma esta preenchido pelo RER o qual pode ser encontrado como

cisternas paralelas ou vesiculas e complexos de Golgi vesiculares (Fig. 4E). No
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pélo apical, pode-se notar a presenca de dois tipos de vesiculas de secrecao,
sendo uma mais eletrondensa, maior e menos abundante que a outra, mais
comum e menor (Fig. 4F). Tais secrec¢fes sao liberadas por exocitose e no lumen
da PVDa formam as secrecdes tipo II, menos eletrondensa e a tipo Ill granular
eletrondensa (Fig. 4F e G). Os espermatozoides sao imersos na secrecao tipo |
proveniente do testiculo. A secrecéo tipo Il separa 0os espermatozoides livres em
massas espermaticas, e a secrec¢ao tipo Ill acumula-se no contato da secrecao
tipo | (Fig. 4H e 1). A porcéo posterior da PVD (PVDp) tem a mesmo aspecto
histologico e ultraestrutural, apesar do epitélio ser mais achatado nesta regido
(Fig. 4J e K). No pdlo apical notam-se as mesmas vesiculas de secrec¢do, porém
as vesiculas parecem menores (Fig. 4K e L). A secrecéao tipo Il parece ter aspecto
finamente granular, e a secrecéo tipo Il eletrondensa encontra-se floculada nesta
porgéo (Fig. 4L e M). A secregéo tipo Il se compacta com outros grumos que Sao
adicionados a parede do terminam a parede do espermatoforo (Fig. 4N - P).

A MVD apresenta-se menos basofila que a regido anterior, porém com
epitélio simples e colunar, com nucleos bastante irregulares, mais préximos do
pélo basal, sendo estas células com a extremidade apical muito desenvolvida em
area. Uma das principais caracteristicas desta regido do vaso deferente é o
aumento das camadas musculares, sendo a mais proxima do epitélio obliqua e as
mais distantes, longitudinais (Fig. 5A - C). O pdlo basal possui invaginacdes da
membrana plasmatica mais profundas, com mitocondrias normais entre elas,
sendo a lamina basal com a mesma caracteristica da PVD (Fig. 5D). As células
estdo preenchidas por RER e complexos de Golgi com o mesmo padréo ja
descrito. No pdlo apical, as células estdo aderidas umas as outras por profundas
e acentuadas interdigitacdes, as quais tém como reforco juncdes septadas, sendo
esta juncdo de adesdo mais comum nas células do vaso deferente (Fig. 5E e F).
Neste poélo, somente vesiculas de secrecao tipo Il sdo observadas, também
liberadas por exocitose (Fig. 5G).

Em X. kroyeri, a DVD € mais ampla que a regidao anterior, e tem como
caracteristica principal a ampola, a qual € uma glandula adjacente associada a
parte final do vaso deferente. O epitélio desta regido é bastante delgado e envolto
por uma capsula muscular mais espessa (Fig. 6A e B). O podlo basal apresenta
muitas mitocondrias e invaginagbes da membrana plasmatica basal, ocupando

grande parte do volume deste compartimento. As mitocondrias estao
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particularmente distribuidas até a altura do nucleo, o qual € achatado, menos
irregular, mas com a mesma distribuicdo de heterocromatina junto ao envoltério
nuclear (Fig. 6B e C). O pé6lo apical apresenta o mesmo aspecto que a MVD, com
RER, Complexo de Golgi vesicular e varias vesiculas de secrecao pequenas. No
detalhe nota-se as vesiculas de secrecao do tipo Il com materiais de diferentes
eletrondensidade associadas aos microtubulos, liberadas por mecanismo
merdécrino (Fig. 6D - F). A ampola estad envolvida por muitos pacotes de fibras
musculares e amplas camadas de tecido conjuntivo entre eles. O tecido
conjuntivo é rico em fibras de colageno com feixes delgados caracteristicos do
colageno Il (Fig. 6A G - I). Varias fibras musculares estdo conectadas umas as
outras por meio de um padrao ultraestrutural semelhante ao disco intercalar, com
desmossomos (Fig. 6J e K). O epitélio é estratificado, sendo as células com
complexos de Golgi lamelares (Fig. 6L e M). As células da ultima camada sofrem
descamacdao sendo a secrec¢do produzida por mecanismo holécrino, e a secrecao

luminal bastante heterogénea e com diferencas de eletrondensidade (Fig. 6N).

4. Discussao

A morfologia geral do sistema reprodutor masculino segue o padrao
observado ao microscépio de luz e eletrbnica de varredura proposto para
Penaeidae e o descrito para X. kroyeri (King, 1948; Tuma, 1967; Dougherty e
Dougherty, 1989; Bauer, 1991; Chow et al., 1991; Bauer e Cash, 1993; Bauer e
Lin, 1993; Fransozo et al., 2016; Andrioli et al., capitulo 1). O testiculo é formado
anatomicamente por seis l6bos bem separados em cada lado. Em Penaidae, é
comum a presenca de testiculo bilateral e multilobulado, fundido por uma
comissura central (Dougherty and Dougherty, 1989; Chow et al., 1991; Bauer e
Lin, 1993; Medina, 1994; Fransozo et al., 2016). Quanto ao numero de Iébos, 0
testiculo de X. kroyeri € semelhante ao de R. similis, ambos contendo por volta de
12 |obos (Bauer e Lin, 1993). Em L. setiferus e L. vannamei sdo descritos como
contendo por volta de 16 l6bos e para Litopenaeus schmitti (Burkenroad, 1936)
sao observados testiculos contendo de 8 a 14 I6bos (Chow et al., 1991; Fransozo
et al., 2016). Portanto, esta caracteristica mostra-se variavel dentro desta familia.

Todas as regides do vaso deferente em X. kroyeri possuem camadas

musculares, sendo delgada na PVD e progressivamente mais espessa, com um
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maior numero de feixes de fibras na MVD e DVD. Esta musculatura é enervada
ventralmente, com muitos ganglios, o que demonstra o controle refinado do
peristaltismo para a conducdo do fluido seminal (Bauer e Lin, 1993). Nestas
regides do vaso deferente, a presenca de forte musculatura também € importante
para as contracbes no momento da ejaculacdo, como proposto para outros
Panaidae (Ro et al., 1990; Chow et al., 1991; Bauer e Lin, 1993). Porém, a
ampola recebe um ramo nervoso especifico, indicando um controle diferenciado
para esta estrutura no momento da ejaculacao, concordando com o proposto para
R. similis (Bauer e Lin, 1993).

Nos tubulos seminiferos do testiculo sdo observadas duas zonas distintas,
uma periférica, onde as espermatogbnias se multiplicam, as quais ndo mostram
grande diferenciacdo em termos de organelas e uma central, onde as células
germinativas  sofrem  diferenciacdo durante a espermatogénese e
espermiogénese. Esta estruturacéo aparece com frequéncia em Penaeidae sem
distincdo entre as tribos (King, 1948; Bell e Lightner, 1988; Lopez-Greco, 2013;
Fransozo et al., 2016; Andrioli et al., capitulo 1). Ao longo da espermatogénese, 0
citoplasma dos espermatocitos primarios mostra-se semelhante ao observado nas
espermatogbnias, contudo, nos espermatdcitos secundarios, o citoplasma sofre
reducdo em volume e em numero de organelas. Este processo mostra-se similar
a espermatogénese de L. vannamei, contudo, este apresenta um grande granulo
entrondenso no citoplasma, o qual ndo foi observado em X. kroyeri. Durante a
espermiogénese, o0 envoltério nuclear desaparece e reaparece algumas vezes.
Em peneideos é comum a ruptura do envoltdrio nuclear somente uma vez, ao
final da espermiogénse, o qual ndo se reestabelece nos espermatozoides como
observado por Fransozo et al. (2016) para L. schmitti e por Feng et al. (2017) em
Penaeus monodon Fabricius, 1798. Os processos de ruptura e rapida
reorganizacdo do envoltério nuclear, promovidos em varios processos celulares
independente do ciclo de divisdo celular, vém sendo muito estudados e
relacionados inclusive com diferentes causas de mutacgéo (para revisao, Shah et
al., 2017). Desta maneira, a desorganizacdo e o reaparecimento do envoltorio
nuclear destas ceélulas parecem fazer parte do processo normal da
espermiogénse em Penaeidae.

No inicio da espermiogénese em X. kroyeri, as espermatides iniciais

possuem vesiculas citoplasmaticas as quais migram para o polo oposto ao nucleo
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formando a vesicula pré-acrossomal. A origem destas vesiculas foi comumente
creditada ao reticulo endoplasmético para diferentes espécies de Peneini,
Parapeneini e Sycioniidae (Shigekawa e Clark, 1986; Medina, 1994; Kang et al.,
2008; Feng et al.,, 2017). Porém, neste trabalho estd demonstrado que em X.
kroyeri, tais vesiculas tém origem do complexo de Golgi. Nesta fase, as
mitocondrias mostram-se degeneradas, caracterizadas pelo menor niumero de
cristas perdendo sua funcdo primordial, e permanecendo com a mesma
caracteristica até o espermatozoide. Este processo parece ser comum em
Decapoda, porém em Brachyura as mitocondrias perdem os citocromos durante a
espermiogénese, e perdem progressivamente as cristas, que ficam reduzidas em
namero ou desaparecem nos espermatozoides (Pearson e Walker, 1975; Tudge,
2009). O surgimento de um granulo de glicogénio no citoplasma a partir das
espermétides tardias indica um mecanismo anaerdbio de producdo de energia,
reduzindo a dependéncia de mitocOndrias, as quais Se encontram em
degenaracgéo. Contudo, durante a espermiogénese em X. kroyeri, a entrada em
metabolismo anaerobio ndo pode ser totalmente creditada, uma vez que as
mitocondrias sdo numerosas e observadas nos espermatozoides, ainda com
cristas, indicando sinal de atividade aerdbia. A modificacdo das mitocéndrias
durante a espermiogénese e nos espermatozoides pode ser consequéncia da
baixa necessidade energética da propria célula, uma vez que os espermatozoides
deste grupo sao imoéveis (Jamieson e Tudge, 2000; Feng et al., 2017). No caso da
espermiogénese, neste trabalho mostramos que as mitocéndrias das células de
Sertoli associadas as espermatides tem o aspecto normal, assim, estas células
podem prover as quantidades necessarias de ATP para o desenvolvimento destas
células germinativas. A partir de espermatides intermediarias, ha formacdo de
uma vesicula eletron-licida sobre o a vesicula acrossomal. Esta vesicula tem
origem dos complexos de Golgi das células de Sertoli, e aumenta em tamanho
durante a espermiogénese, chegando a recobrir toda a célula germinativa. A
formacdo desta vesicula parece estar relacionada com a separacdo das
espermatides das ceélulas de Sertoli, tornando se livres no limen ao final da
espermiogénese. Em P. longirostris, a formacdo de uma vesicula eletron-lGcida
sobre a vesicula acrossomal indica que o mecanismo de liberagdo da espermatide

final seja semelhante a X. kroyeri, tornando-se espermatozoides (Medina, 1994).
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Durante a espermatogénese e espermiogénese, as células de Sertoli
absorvem o citoplasma das células germinativas, resultando na reducdo de
tamanho. O citoplasma excedente € degradado pelos corpos residuais no
citoplasma das células de Sertoli. Na espermatide intermediaria, a vesicula
acrossomal alonga-se lateralmente e recobre todo o nucleo e parte do citoplasma,
formando o capuz acrossomal. Nesta faste, esta vesicula apresenta todos os
componentes observados nos espermatozoides, incluindo a deposicdo dos
materiais que dardo origem ao espinho. Isto esta de acordo com a ultraestrutura
da espermiogénese dos peneideos descritos, 0s quais apresentam um capuz
acrossomal formado durante a este processo (Medina, 1994; Kang et al., 2008;
Alfaro-Montoya et al., 2016; Fransozo et al., 2016; Feng et al., 2017). No final da
maturacdo dos espermatozoides, estes apresentam um capuz acrossomal e um
espinho formados. O surgimento do prolongamento posterior e do espinho dos
espermatozoides é o passo final da espermiogénese, uma vez que apresentam as
mesmas caracteristicas descritas por Camargo et al. (2017) para
espermatozoides maduros de X. kroyeri. Estas células germinativas estédo
presentes no lumen dos tubulos seminiferos, sugerindo que o desenvolvimento
dos espermatozoides é completado ainda no testiculo. Este processo € 0 mesmo
observado ao final da maturagéo dos espermatozoides de P. longirostris (Medina,
1994; Sobrino e Garcia 2007), Metapenaeus monoceros (Fabricius, 1798)
demonstrado por Abraham et al. (2007) e F. chinensis (Kang et al.,, 2008).
Contudo, nos camardes do género Litopenaeus Pérez-Farfante, 1969 (King, 1948;
Alfaro, 1994; Alfaro-Montoya, 2016; Fransozo et al. 2016;) e em Sicyonia ingentis
(Burkenroad, 1938) como relatado por Shigekawa e Clark (1986) e Subramonian
(1995), o processo de amadurecimento dos espermatozoides, com o0
desenvolvimento da vesicula acrossomal e surgimento do espinho s6 sédo
observados na luz do vaso deferente. Devido a proximidade de X. kroyeri de
Sicyonia Milne Edwards, 1830, a maturacao final do espermatozoide no vaso
deferente ocorre nas diferentes tribos e familias de forma independente da
filogenia. Portanto, como proposto por Alfaro-Montoya et al. (2016), a regido onde
0s espermatozoides amadurecem trata-se de uma diferenca de desenvolvimento
sem explicacédo filogenética. A morfologia dos espermatozoides de X. kroyeri
classifica-o como unistelado, padréo encontrado em camarfes Dendrobranchiata
e Caridea (Bauer e Lin, 1993; Alfaro et al., 2003; Braga et al., 2013; Camargo et
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al., 2016). Camargo et al. (2017) descreveu a estrutura nucleolar mostrada como
um nucléolo, contudo, trata-se de heterocromatina compactada. Apesar de ser
muito semelhante a um nucléolo, esta regido foi positiva para DNA ao Feulgen.

O epitélio do vaso deferente em X. kroyeri mostra-se tipicamente secretor
por toda sua extensdo, preenchido por reticulo endoplasmético rugoso e
complexos de Golgi vesiculares, tipicos de células produtoras de proteinas, como
encontrados em glandulas salivares de insetos (Akai, 1983; Zara e Caetano,
2002). Adrioli et al. (capitulo 1) subdividiram a PVD em X. kroyeri em porcéo
anterior (PVDa) e posterior (PVDp) ao microscopio de luz. A PVDa, mostra
epitélio simples cuabico apresentando espermatozoides livres imersos em
secrecdo proveniente do testiculo, e a PVDp tem epitélio pavimentoso com
espermatéforos de apresentando uma parede acelular, imersos em secrecao
seminal. Ultraestruturalmente, as duas regifes séo idénticas, porém na PDVp
existe uma preponderancia de vesiculas de secrecéo do tipo Il em relagéo do tipo
II. Assim na PVD, dois tipos principais de vesiculas de secrecéo sao observados e
exocitados (secec¢do merdcrina), sem grandes acumulos no citoplasma, o que
parece indicar producéo e transito rapido das mesmas para a producéo do fluido
seminal. Estes componentes sao denominados secrecdo tipo Il, menos
eletrondensa e que no limen torna-se homogénea, e secrecao tipo lll, a qual é
eletrondensa e granular. Em crustaceos, a secrecdo do tipo Il parece estar
envolvida na separacéo dos espermatozoides em massas, 0s quais estao imersos
na secrecao tipo I, proveniente do testiculo, enquanto que a secrecao tipo Il ira
formar a parede dos espermatoforos. Esta descricdo guarda grande semelhanca
com outros crustaceos como na lagosta Homarus americanus H. Milne Edwards,
1837 descrito por Kooda-Cisco e Talbot (1982) e caranguejos (Cronin, 1947,
Ryan, 1967; Hinsch, 1974; Uma e Subramoniam, 1984; Adiyodi e Anilkumar,
1988; Simed et al., 2009). Em R. similis o processo de montagem e a morfologia
dos espermatéforos mostram-se semelhantes a X. kroyeri, porém a regido de
montagem dos espermatoforos de R. similis foi identificada como MVD (Bauer e
Lin, 1993). Contudo, a ultraestrutura de ambas as por¢cdes da PVD mostram
diferencas, principalmente no tocante as vesiculas de secrecéo no citoplasma das
células epiteliais em relacéo as regides posteriores do vaso deferente.

A MVD e a DVD mostraram o mesmo aspecto ultraestrurtural que a PVD,

porém, as células epiteliais somente produzem a secrecéo tipo Il. Assim, a MVD
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em X. kroyeri ndo esta relacionada a formacdo dos espermatoforos como em R.
similis (Bauer e Lin, 1993). Na verdade, tanto a MVD quanto a DVD tém a funcéo
de armazenar espermatoforos e produzir um sé componente do fluido seminal. As
Unicas diferencas entre estas regides sao: I) diametro luminal, Il) volume de
secrecdo e espermatoforos, Ill) mitocdndrias e invaginacbes da membrana
plasmética basal da célula e IV) camadas musculares. Todas estas caracteristicas
sdo acentuadas na DVD, sendo esta regidao particularmente mais ativa na
absorcdo de substancias da hemolinfa, provavelmente agua e ions (Zara e
Caetano, 2002), tornando o fluido seminal menos viscoso e mais diluido. A
similaridade entre a MVD e DVD é descrito para varios Penaeidae. Contudo, nos
Peneini Litopenaeus e Farfantepenaeus estas regides apresentam dois dutos, o
duto acessoério que produz secrecdo livre de espermatozoides e o duto
espermético (Ro et al., 1990; Bauer, 1991; Bauer e Cash, 1991; Chow et al.,
1991; Fransozo et al., 2016). O duto espermatico destes Peneini mostrou epitélio
tipicamente secretor, os quais produzem dois tipos de secrecdes de diferentes
eletrondesidades, uma flocular e menos eletrondensa e outra granular e mais
eletrondensa, iniciando a deposicdo das camadas do espermatéforo (Ro et. al.
1990; Chow et al.,, 1991). Estas secre¢bes apresentam sua ultraestrutura
semelhante as secre¢bes Il e I, respectivamente, produzidas durante a
montagem dos espermatéforos na PVD de X. kroyeri. Adionalmente, nos Peneini
citados anteriormente, o duto acessério também produz dois tipos de secre¢éo, 0s
quais serdo depositados no espermatéforo somente ao final do vaso deferente
(Ro et. al. 1990; Chow et al., 1991).

Em crustaceos, as caracteristicas musculares como forca e velocidade da
contracdo sao influénciadas pela insercdo das fibras musculares e comprimento
dos sarcomeros, entre outras adaptacdes individuais deste tecido (Chapple,
1982). A musculatura associada ao vaso deferente possui um padrao
ultraestrutural apresentando feixes musculares anastomosados, com juncgdes
semelhantes a discos intercalares que indicam contracdes fortes e ritmicas, as
quas sdo necessarias quando o produto deve ser expelido com grande pressao
(para revisédo Junqueira e Carneiro, 2008).

A ampola de X. kroyeri produz secrecdo heterogénea e livre de
espermatoéforos, possivelmente com fungédo de formar plug espermatico. Em R.

similis e em X. kroyeri a ampola foi descrita como uma glandula adjacente ao
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vaso deferente (Bauer e Lin, 1993; Andrioli et al., capitulo 1). Ao MEV, foi
observada secrecdo livre de espermatoforos nas extremidades das placas do
télico nas fémeas inseminadas destes Trachypeneini (Bauer e Lin, 1993; Andrioli
et al., capitulo 1). Portanto, é proposto que a secrecao presente na ampola destas
espécies tem a funcéo de vedacdo do télico das fémeas apos a inseminacéo, uma
vez que se solidifica ao ser externalizada (Bauer e Lin, 1993). Em Litopenaeus, a
ampola possui morfologia distinta de Trachypeneini, sendo um duto complexo
com varias glandulas que se abrem no duto espermatico, depositando a principal
camada do espermatdéfo, a qual tem funcéo adesiva (Ro et al., 1990; Chow et al.,
1991; Fransozo et al., 2016).

Este trabalho trouxe informacdes acerca do sistema reprodutor masculino,
bem como a producéo de fluido seminal em X. kroyeri. Por meio da ultraestrutura,
mostramos que em X. kroyeri a espemiogénese é impar e 0s espermatozoides
ndo sofrem modificacbes ao longo do vaso deferente. As células do vaso
deferente sdo secretoras, sendo a PVD com trés tipos de componentes para a
montagem dos espermatoforos e as outras regifes produzem um sO tipo de
componente. A MVD e DVD estocam os espermatoforos, sendo o fluido seminal
diluido na DVD, a qual é associada a ampola, cuja funcdo é a producdo do plug

espermatico.
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Fig. 1. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). Ultraestrutura do sistema reprodutor
masculino maduro sob microscépio eletrébnico de varredura. A. Vista geral do
sistema reprodutor masculino apresentando testiculo e vaso deferente, o qual
apresenta regides proximal (PVD), média (MVD) e distal (DVD). Esta ultima
apresenta uma glandula adjacente, a ampola. B. LAbos testiculares e vaso
deferente proximal detalhando a regido apresentada em C e D. C. Tubulos
seminiferos no interior dos lobos testiculares caracterizando o testiculo lobular. D.
Detalhes dos I6bulos testiculares com os tdbulos seminiferos apresentando
células germinativas. E. Detalhe da PVD recoberta do tecido conjuntivo (seta
branca). F. Regido média do vaso deferente envolta por musculatura circular
(setas brancas) apontando um feixe do sistema nervoso adjacente ao vaso. G.
Corte transversal da MVD apresentando fluido seminal no limen (seta branca),
destacando os espermatéforos presentes. H. Espermatozoides do interior dos
espermatéforos rompidos na MVD, apresentando corpo principal alongado
(cabeca de seta preta) e espinho apical longo e curvo (cabeca de seta branca). 1.
Detalhe da DVD com um ganglio do sistema nervoso associado e musculatura
circular envolvendo o vaso deferente. J. Unido entre DVD e Ampola, formando o
duto ejaculatério. Note a presenca de feixes nervosos associados ao vaso
deferente (cabeca de seta branca). K. Ampola apresentando uma camada
muscular externa delgada (cabeca de seta preta) e uma camada muscular interna
espessa e circular (cabeca seta branca). Legenda: Amp = ampola; EP = epitélio;
GC = células germinativas; Mc = musculatura; NS = sistema nervoso; SP =

espermatozoides; ST = tubulos seminiferos; T = testiculo.
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Fig. 2. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). Ultraestrutura do testiculo e
espermatogénese. A. Vista geral do tibulo seminifero mostrando a zona periférica
contendo espermatogdnias e zona central contendo células germinativas em
maturacdo. B. Detalhe do citoplasma arborescente das células acessorias
(Sertoli) associadas as espermatogbnias, apresentando complexo de Golgi e
reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvidos, mitocondrias e muitas
vesiculas de eletrondensidades variadas (cabeca de seta branca). C. Vista geral
das células de Sertoli associadas as espermatides, as quais apresentam muitos
corpos residuais no citoplasma (cabeca de seta branca). D. Espermatogonia
apresentando nucleo arredondado com nucléolo evidente. Mitocondrias
alongadas (cabeca de seta branca), polirribossomos (asterisco), reticulo
endoplasmatico rugoso (cabeca de seta preta) e granulos eletrondensos
periféricos ao nucleo (Nuages) sédo observados no citoplasma. E. Detalhe de uma
Nuage proximo ao nucleo da espermatogdnia. F. Espermatécito primario em
zigdteno apresentando complexos sinaptonémicos (cabeca de seta branca). O
citoplasma apresenta mitocéndrias e polirribossomos (asterisco). G. Detalhe do
complexo sinaptonémico ancorado no envoltorio nuclear (cabeca de seta branca).
H. Espermatdcito secundario apresentando cromatina condensada na periferia do
ndcleo. Poucas cisternas de reticulo endoplasmatico (asterisco), mitocondrias
com sinais de degeneracédo (cabeca de seta branca) e algumas gostas de lipideos
(cabeca de seta preta) sao observadas no citoplasma espermatdcito secundario.
I. Detalhe das mitocondrias com sinais de degeneragcdo no citoplasma dos.

Legenda: G = complexo de Golgi; M = mitocdndria; N = ntcleo; NG = Nuage, Nu

nucléolo; RER = reticulo endoplasmatico rugoso; SC = célula de Sertoli; SG
espermatogbnia; SPC1 = espermatocito primario; SPC2 = espermatdcito

secundario; ST = espermétide; Syn = complexo sinaptonémico.
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Fig. 3. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). Ultraestrutura das células
germinativas em espermiogénese. A. Espermatides iniciais mostrando cromatina
principalmente condensada na periferia do ndcleo, com alguns grumos centrais.
Complexos de Golgi (seta branca), reticulo endoplasmatico rugoso, muitas
vesiculas (cabeca de seta branca), gotas de lipideos (cabeca de seta preta) e
mitocondrias sdo presentes no citoplasma. Note os corpos residuais nas células
de Sertoli adjacentes. B. Detalhe das mitocondrias de aspecto degenerado
presentes no citoplasma das espermatides iniciais. C. Espermatides iniciais
mostrando a formacdo da vesicula proacrossomal (PaV) de material finamente
granular. D. Detalhe de vesiculas liberadas pelo complexo de Golgi fundindo-se a
membrana da PaV (cabeca de seta preta). E. Estagio avancado da espermétide
inicial demonstrando desaparecimento do envoltério nuclear e a cromatina
descondensada de aspecto granular. Note a formacdo de uma vesicula eletron-
licida recobrindo todo o polo da PaV (asterisco). F. Espermatide intermediaria
com cromatina granular e grumos heterocromaticos centrais com auséncia de
envoltorio nuclear. Nota-se o inicio de deposicdo de um material eletrondenso fino
(cabeca de seta preta) e outro eletrondenso granular (cabeca de seta branca)
compondo a vesicula acrossomal (AV) em forma de domo. A vesicula eletron-
licida torna-se mais espessa (asterisco). G. Estagio avancado da espermétide
intermediaria evidenciando o reaparecimento do envoltério nuclear, e a AV
tornando-se mais espessa recobrindo o nucleo (cabeca de seta preta), formando
0 capuz acrossomal. Nota-se o inicio da formacgao de uma placa eletrondensa em
contato com o envoltério nuclear e o capuz acrossomal (cabeca de seta branca).
H. Detalhe da espermétide intermediaria mostrando o material eletrondenso
granular da AV, iniciando a formacdo do espinho (cabeca de seta preta) e a
formacdo da placa eletrondensa sob o capuz acrossomal (cabeca de seta
branca). |. Esperméatide tardia apresentando uma regido citoplasmatica alongada
contendo membranas paralelas (cabeca de seta preta), mitocondrias e granulos
de glicogénio. Nota-se o surgimento de um granulo heterocromatico no nucleo
(cabeca de seta branca). J. Espermatides tardias associadas as células de
Sertoli, com a formagédo da vesicula eletron-licida comecgando pela regido da AV
e podendo se estender por todo o entorno da espermatide tardia (asterisco). K.
Detalhe da AV de uma espermatide tardia mostrando a formacdo do espinho

eletrondenso. L. Detalhe do citoplasma das células de Sertoli apresentando
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complexo de Golgi liberando pequenas vesiculas (cabeca de seta branca) as
quais irdo se fundir com a vesicula de material eletron-licido. M. Espermatozoide
imerso em secrecdo apresentando prolongamento posterior e espinho apical e
curvo. N. Granulo heterocromatico central ao nucleo dos espermatozoides
mostrando reacgdo positiva para DNA (seta branca) [Feulgen]. Legenda: EST =

espermétide inicial; G = complexo de Golgi; Gl = granulos de glicogénio; HE =

hematoxilina e eosina; Li = gota de lipidio; LST = espermatide final; M
mitocondria; MST = espermatide intermediaria; N = nucleo; PaV = vesicula
proacrossomal; PR = prolongamento posterior; RER = reticulo endoplasmético
rugoso; S = espinho; SP = espermatozoide.
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Fig. 4. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). Ultraestrutura da regiao proximal
vaso deferente. A - |. Porgdo anterior da regido proximal do vaso deferente
(PVvDa). A. Vista geral da PVDa apresentando epitélio simples e basofilo com
ndcleos basais, envolto por uma delgada camada muscular (cabeca de seta
branca) e espermatozoides livres imersos em secrecdo no lumen [HE]. B. Vista
geral do epitélio da PVDa mostrando nucleo com nucléolo evidente e citoplasma
contendo complexo de Golgi vesiculares. C. Pdlo basal das células epiteliais da
PVDacontendo mitocondrias e camada muscular recobrindo o vaso. D. Detalhe do
pblo basal evidenciando lamina basal delgada, invaginacdes da membrana
plasmatica (cabeca de seta branca), onde encontram-se mitocondrias. E.
Citoplasma das células epiteliais contendo complexo de Golgi e reticulo
endoplasmatico rugoso organizado em cisternas paralelas ou vesiculas (cabecas
de seta brancas). F. Pd6lo apical com pequenas vesiculas de material menos
eletrondenso e mais abundante (cabeca de seta preta) e vesiculas maiores e
menos abundantes de material mais eletrondenso (cabeca de seta branca). G.
Membrana plasmatica apical mostrando mecanismo exocitico (cabeca de seta
branca) entre as microvilosidades. H. Detalhe do limen da PVDa mostrando
espermatozoides imersos em secrecdo | proveniente do testiculo (asterisco) e
liberacdo por exocitose das secre¢Bes Il menos eletrondensa (cabeca de seta
preta) e lll mais eletrondensa (cabeca de seta branca). |. Detalhe das secrecbes
luminais mostrando a secrecado Il (cabeca de seta preta) separando o0s
espermatozoides em massas espermaticas e a secrecdo lll (cabeca de seta
branca) acumulando-se entre as secrecdes | (asterisco) e Il. J - P. Porcao
posterior da regido proximal do vaso deferente (PVDp). J. Vista geral da PVDp
com epitélio pavimentoso e espermatoforos imersos em secrecao no lumen [HE].
K. Camada muscular da PVDp, sobre a qual apoiam-se células epiteliais com
mitocéndrias no pdlo basal e pequenas vesiculas de secrecao no polo apical. L.
Polo apical do epitélio demonstrando liberacdo das secrec¢fes Il (cabeca de seta
preta) e Ill (cabeca de seta branca). M. Detalhe das secrec¢bes Il com aspecto
finamente granular (cabeca de seta preta), e secrecdo Il eletrondensa com
aspecto granular (cabeca de seta branca). N. Lumen da PVDp mostrando grumos
de secrecao tipo Il imersos em secrecdo do tipo Il. O. Espermatoforo formado
revestido por parede acelular. P. Detalhe da secrec&o do tipo Ill como principal

componente da parede do espermatoéforo, eletrondensa e granular. Legenda: BL =
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lamina basal; Ep = epitélio; FS = espermatozoides livres; G = complexo de Golgi;
HE = hematoxilina e eosina; M = mitocondria; Mc = camada muscular; MV =
microvilosidades; N = nucleo; Nu = nucléolo; S = secrecao; SF = espermatoforo;
Sll = secrecao do tipo II; SllIl = secrecao do tipo Ill; SM = massa espermatica; Sp

= espermatozoides; SW = parede do espermatoforo; Ve = vesiculas.
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Fig. 5. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). Ultraestrutura da regido média do
vaso deferente (MVD). A. Vista geral da MVD, com epitélio colunar simples e
espermatéforos imersos em secrecao acidofila no lumen [HE]. B. Detalhe de uma
célula epitelial de MVD com nucleos irregulares no polo basal e nucléolo evidente.
O polo apical da célula é bem desenvolvido C. Detalhe das camadas musculares
da MVD, sendo a interna obliqua (cabeca de seta branca) e a mais externa
longitudinal em relacéo ao vaso (cabeca de seta preta). D. P6lo basal das células
epiteliais com delgada lamina basal e mitocondrias entre as invaginacbes da
membrana plasmatica (cabeca de seta branca). E. Células epiteliais unidas
lateralmente por acentuadas interdigitacdes (cabeca de seta preta). F. Detalhe
das interdigitacdes mostrando juncdes septadas (cabeca de seta branca). G. Polo
Polo apical das células epiteliais apresentando somente vesiculas de secrecao do

tipo I. Legenda: Ep = epitélio; HE = hematoxilina e eosina; N= nucleo; Nu =

nucléolo; M = mitocondria; Mc = camada muscular; MV = microvilosidades; SF

espermatoéforo; Sp = espermatozoide;.
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Fig. 6. Xiphopenaeus kroyeri (Heller, 1862). Ultraestrutura da regido distal do
vaso deferente e da ampola. A - F. Regido distal do vaso deferente. A. Vista geral
do duto ejaculatorio formado pela unido da regido distal do vaso deferente (DVD)
e ampola [HE]. B. Vista geral do epitélio pavimentoso delgado da DVD
apresentando nudcleo achatado, e envolto por uma camada muscular mais
espessa. C. Detalhe do pdlo basal das células epiteliais contendo muitas
mitocondrias entre as invaginacbes da membrana plasmatica (cabeca de seta
branca). D. Pdélo apical das células epiteliais mostrando complexos de Golgi e
pequenas vesiculas de secrecdo de baixa eletrondensidade (cabeca de seta
branca). E. Detalhe do citoplasma apical demonstrando vesiculas de secrecao
tipo | com materiais de eletrondensidades variadas. Note que tais vesiculas estao
associadas a microtubulos (cabeca de seta branca) F. Detalhe do mecanismo
merocrino  (cabeca de seta branca), liberando secre¢cbes entre as
microvilosidades. A, G - N. Ampola. G. Regido periférica da ampola com muitos
pacotes de fibras musculares e tecido conjuntivo entre eles. H. O tecido conjuntivo
€ rico em fibras colagenas. |. Detalhe das delgadas fibras colagenas
caracteristicas do tipo Ill. J. As fibras musculares sdo conectadas entre si por um
padrao ultraestrutural semelhante ao disco intercalar. K. Detalhes das conexdes
entre as fibras musculares apresentando desmossomos (cabeca de seta branca).
L. Vista geral do epitélio estratificado secretor da ampola. M. Célula epitelial com
complexos de Golgi lamelares. N. Detalhe do mecanismo holécrino de secregéo e
limen da ampola contendo secrecdo eletrondensa. Legenda: Amp = ampola; CllI
= colageno tipo IlI; CT = tecido conjuntivo; DVD = regido distal do vaso deferente;
Ep = epitélio; FB = fibroblasto; G = complexo de Golgi; HE = hematoxilina e
eosina; HL = secrec¢do holécrina; M = mitocondria; Mc = camadas musculares; MV
= microvilosidades; N = nucleo; Nu = nucléolo; S = secre¢do; SF = espermatoéforo;

Ve = vesiculas.
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Considerac0es finais

Esta dissertacdo abordou aspectos reprodutivos do camardo Xiphopenaeus
kroyeri (Heller, 1862) e sua relacdo com a maturidade morfoldgica e a fisiologica.
Desta forma, trouxe informacdes mais detalhadas destes importantes parametros,
0S quais sdo essenciais para elaboracdo de medidas que preservem esta espécie
que € um importante recurso pesqueiro. Como ferramenta principal, o sistema
reprodutor de X. kroyeri foi descrito em seu aspecto histolégico e ultraestrutural,
bem como os processos de espermatogénese e espermiogénese. Foi concluido
neste trabalho que a maturidade morfolégica, identificada pela presenca de
petasma, ocorre antes da maturidade fisioldgica, determinada pela observacao de
espermatozoides e espermatoforos no limen do sistema reprodutor masculino. A
ampola produz secrec¢éo voltada a formacéo de plug espermatico e nao contém
espermatéforos, portanto a observacdo macroscépica da ampola pela carapaca
mostra-se um parametro ndo seguro para a identificacdo da maturidade sexual
fisiolégica desta espécie. Adicionalmente, a morfologia do sistema reprodutor
masculino e a producdo de espermatéforos sdo semelhante a Rimapenaeus
similis (Smith, 1885), o Unico integrante de sua tribo com sistema reprodutor
descrito histologicamente.

A espermiogénese de X. kroyeri descrita em seu aspecto ultraestrutural
mostrou-se impar entre os Penaidae Rafinesque, 1815 e que os espermatozoides
ndo sofrem modificagcbes dentro do sistema reprodutor masculino apos a
espermiogénese nos tubulos seminiferos. O epitélio do vaso deferente é
tipicamente secretor, com a regido proximal do vaso deferente com trés tipos de
componentes durante a montagem dos espermatoforos, e a as regides média e
posterior do vaso deferente produzem somente um tipo de componente. Estas
Ultimas regibes do vaso deferente estocam os espermatoforos, sendo que a
regido distal do vaso deferente é responsavel por diluir o fluido seminal. As
informagdes obtidas nesta dissertagdo complementam o conhecimento acerca da
biologia reprodutiva dos camarfes peneideos, servindo de base para estudo

futuros de biologia reprodutiva, pesca e carcinicultura desta espécie.

101
CAUNESP



