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Resumo geral da dissertacéo

Os caranguejos da familia Porcellanidae tem seu sistema reprodutor masculino
desconhecido do ponto de vista histolégico e pouco estudado no aspecto
ultraestrutural dos espermatozoides. Nesta dissertacdo, apresentamos o padrao
anato-histolégico do sistema reprodutor masculino, além da ultraestrutura dos
espermatéforos e espermatozoides de Porcellanidae, buscando entender as
relacbes de parentesco e a evolugdo do sistema reprodutor e suas células
germinativas entre as superfamilias da infraordem Anomura. Foram coletados com
auxilio de um barco de pesca camaroeira, além de coleta manual na regido entre
marés e por meio de mergulho livre e autbnomo (3m), machos adultos dos géneros
Pachycheles, Petrolisthes, Pisidia, Porcellana e Megalobrachium em Ubatubae Séo
Vicente (SP), Brasil, e em Valdivia, Chile. As amostras foram processadas seguindo
rotinas para histologia, microscopia eletrénica de trasmisséo e varredura. Analises
do fluido seminal, empacotamento dos espermatozoides e formacdo dos
espermatoéforos, apresentaram o mesmo padrao para todas as espécies estudadas,
e semelhante a outros Anomuras ja descritos na literatura, sendo simplificado e
sem diferenciacdes macroscopicas. Os espermatoforos de Porcellanidae seguem
0 padrao tripartido pedunculado como descrito para a maioria dos Anomura, porém
se diferenciam por apresentarem um peddnculo diminuto, caracteristica
compartilhada com Galatheidae e Munidae. A ultraestrutura dos espermatozoides
dos Porcellanidae é caracterizada por uma vesicula acrossomal saliente ao
espermatozoide, possuindo camadas concéntricas e diferente dos outros
Galatheoidea por apresentarem: opérculo centralmente perfurado, cone
perforatorial eletrondenso, e anel perforatorial posterior. Porcellanidae possuem
caracteristicas compartilhadas entre as espécies mais proximamente relacionadas
e algumas exclusivas de cada género. Pisidia brasiliensis e Porcellana sayana,
possuem um “ombro” na regido apical do acrossoma. Porcellana sayana e
Megalobrachium roseum o cone perforatorial se estende até a abertura opercular.
No género Petrolisthes, ocorre uma estrutura excusiva, o anel tubular eletrondenso.
Pisidia brasiliensis possui bot&o apical. Assim, a ultraestrutura do espermatozoide
destas espécies de Porcellanidae representam um novo conjunto de caracteres os
quais sao claramente relacionados filogeneticamente, quando tracados por meio
do uso da filogenia mais recente da infraordem.

Palavras-chave: anatomia; microscopia eletrénica; caranguejos porcelana;
vaso deferente; morfologia.
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Abstract

The crabs of the Porcellanidae family have their male reproductive system unknown
from the historical point of view and little studied in the ultrastructural aspect of
sperm. In this dissertation, we present the histological pattern of the male
reproductive system, in addition to the ultrastructure of sperm and sperm from
porcellanids, seeking to understand how kinship relationships and the evolution of
the reproductive system and its germ cells between the superfamilies of Anomura'’s
infrastructure. Were collected with the aid of a camaro fishing boat, in addition to
manual collection in the region between tides and free and autonomous diving
medium (3m), adult males of the genera Pachycheles, petrolitic, pisis, porcellana
and megalobrachium in Ubatuba and S&o Vicente (SP ), Brazil, and in Valdivia,
Chile. As the samples were processed following routines for histology, transmission
electron microscopy and scanning. Analysis of seminal fluid, sperm packaging and
sperm formation, analysis or the same pattern for all studied species, and similar to
other Anomuras already applied in the literature, being simplified and without
macroscopic differences. Porcellanid spermatozoa follow the pedunculated tripartite
pattern as described for most Anomura, but they differ by presenting a tiny peduncle,
resources shared with Galatheidae and Munidae. An ultrastructure of porcelain
spermatozoa is characterized by an acrosomal vesicle protruding from the sperm,
having concentric layers and different from the other Galatheoidea in that they have:
centrally perforated operculum, perforated electron- condensed cone and
perforated posterior ring. Porcellanidae has characteristics shared between the
closest species and some exclusive to each genus. Pisidia brasiliensis and
Porcellana sayana, have a "shoulder" in the apical region of the acrosome.
Porcellana sayana and Megalobrachium roseum or perforated cone extend to the
opercular opening. In the Petrolisthes genus, there is an excusive structure or an
electronic tubular ring. Pisidia brasiliensis has an apical bud. Thus, an ultrastructure
of the sperm of these species of Porcellanidae represents a new set of characters,
which are clearly related phylogenetically, when traced using the most recent
phylogeny of the infraorder.

Key-words: anatomy; electronic microscopy; porcelain crabs; vas deferens;
morphology.
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Prologo

A infraordem Anomura MaclLeay, 1838 € composta por 7 superfamilias:
Hippoidea Latreille, 1825, Aegloidea Dana, 1852, Lomisoidea Bouvier, 1895,
Chirostyloidea Ortmann, 1892, Galatheoidea Samouelle, 1819, Paguroidea
Latreille, 1802 e Lithodoidea Samouelle, 1819, com 17 familias, 265 géneros e
cerca de 2.470 espécies (Bracken- Grissom et al., 2013; Wolfe et al., 2019). Este
grupo é bastante heterogéneo, com grande diversidade de morfologia corporea e
apomorfias que os caracterizam, como presencade linha anomurica na carapaca,
base da antena localizada lateralmente na margem anterior da carapaca, € o quinto
par de pereidpodo reduzido (Scholtz e Richter, 1995).

Dentre os Galatheoidea, encontra-se a familia Porcellanidae constituida por
30 géneros e aproximadamente 300 espécies validas, distribuidas principalmente
em regides tropicais e subtropicais, ocorrendo em todos os oceanos (Mantelatto e
Miranda, 2016). No Atlantico ocidental sdo reconhecidas 48 espécies, distribuidas
em 7 géneros: Megalobrachium (Stimpson, 1858), Minyocerus (Stimpson, 1858),
Pachycheles (Stimpson, 1858), Petrolisthes (Stimpson, 1858), Pisidia (Leach,
1820), Polyonyx (Stimpson 1858) e Porcellana (Lamarck, 1801) (Bracken- Grissom
et al., 2013). Os géneros Polyonix e Minyocerus sdo menos amostrados no litoral
de Sdo Paulo devido a dificuldade de coleta e raridade destes grupos (Veloso e
Mello, 1993; Hiller et al., 2006). Os Porcellanidae ocorrem em diferentes habitats,
principalmente espécies do género Petrolisthes ocorrem em substratos duros, tais
como rochas; os géneros Pisidia, Megalobrachium e Pachycheles, que ocorrem em
sistemas de grutas, recifes de coral e associados a algas calcérias e briozoarios,
enguanto outras espécies, como as do género Porcellana estdo associadas a
ermitdes e cnidarios (Veloso e Melo, 1993; Veloso et al., 1999). Os porcelanideos
tém grande relevancia nos ecossistemas, uma vez que Sao0 primariamente
filtradores, caracteristica ausente nas outras familias de Galatheoidea, assim,
servindo de elo entre a matéria organica particulada e os niveis troficos superiores
(Veloso et al., 1999).

O sistema reprodutor masculino em Decapoda é descrito como um 6rgéo
bilateral formado por um par de testiculos e vaso deferente, geralmente localizados
no cefalotérax (Krol et al., 1992). Em Brachyura, o testiculo pode ser classificado

histologicamente como lobular ou tubular, como proposto por Nagao e Munehara
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(2003). O tipo lobular exibe vérios lobulos (cistos ou acinos) seminiferos,
conectados a um ducto seminifero central, sendo o mesmo tipo descrito para
Dendrobranchiata e Pleocyemata (Felgenhauer, 1992; Krol et al., 1992; Minagawa
et al., 1994; Hobbs et al., 2007; Sime¢ et al., 2009). Por sua vez, o tipo tubular é
constituido por um tdbulo Gnico e convoluto, preenchido em seu interior por células
germinativas em diferentes estagios de maturacdo, e € encontrado mais
comumente nos camardes carideos e em alguns Brachyura, como Majoidea,
Ocypodoidea e Grapsoidea (Minagawa et al., 1994; Sime¢ et al., 2009; Tiseo et al.,
2014). Os vasa deferentia sdo encarregados da producdo do fluido seminal e
empacotamento dos espermatéforos (Zara et al., 2012; Lopez Greco, 2013). Em
Brachyura, o vaso deferente € dividido em trés regifes distintas: regido anterior
(AVD) que tem a funcdo de produzir as secrecfes e empacotar 0s espermatoforos,
média (MVD) e posterior (PVD) que sdo responsaveis por armazenar O0S
espermatéforos e produzir a maior parte do fluido seminal (Krol et al., 1992; Simeé
et al., 2009; Zara et al., 2012; Tiseo et al., 2014). Em Anomura, o vaso deferente
liga-se aos gondporos, localizados na base da coxa, ou coxopodito, do quinto par
de peredpodos e através deles os espermatoforos séo transferidos ao esterno das
fémeas (Mouchet, 1931; Hess e Bauer, 2002). Por sua vez, o vaso deferente em
Anomura ndo apresenta diferencas macroscopicas, e a divisdo de regidées ocorre
de acordo com sua posicdo relativa ao testiculo. Estas regides apresentam
nomenclatura e funcbes distintas do que é visto em Brachyura, sendo: regido
proximal (PVD) no qual os espermatozoides livres estdo imersos em secrecao e
formam uma longa massa espermética; média (MVD) que também possui
caracteristicas secretoras, porém participam da formacao dos espermatéforos com
0 aumento do volume das secrec¢fes e acdo de contracdes musculares e a regiao
distal (DVD) que separa totalmente e armazena os espermatéforos (Mouchet, 1931;
Matthews, 1953, 1954; Berry e Heydor, 1970).

Os espermatoforos de Decapoda desempenham um papel importante na
transferéncia de espermatozoides, uma vez que estes sdo aflagelados
(Felgenhauer e Abele, 1991), e alguns grupos n&do possuem 0Orgao copulatorio ou
intromitente, realizando fecundacéo externa (Subramoniam, 1993; Tudge, 1999;
Hess e Bauer, 2002). Em Anomura, 0S espermatozoides sdo empacotados em
espermatéforos do tipo coenospérmicos, ou seja, mais de um espermatozoide

dentro da ampola espermatoférica (Tudge, 1991). Os Anomura se caracterizam
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pela grande variedade e complexidade na morfologia dos seus espermatoforos
(Tudge, 1991; Subramoniam, 2017). De maneira geral a morfologia
espermatoférica pode ser classificada em dois tipos principais. O primeiro sdo 0s
espermatoéforos tripartidos, que se encontram individualizados dentro do vaso de
vaso defente, este tipo corre na maioria dos Anomura, sendo formados por ampola,
pedinculo e um pé que se adere ao corddo gelatinoso (Tudge, 1991;
Subramoniam, 1993). A morfologia da ampola e o comprimento do pedunculo sao
variaveis, e sdo considerados estruturas especificas para separar familias ou
espécies (Subramoniam, 1984, 1993; Tudge, 1999). O segundo tipo, € observado
em Hippidae Latreille, 1825, no qual os espermatoforos também sao tripartidos, porém,
sdo semelhantes a uma fita continua estando praticamente fundidos uns aos outros
(Subramoniam, 1984). Ainda dentro de Anomura, uma excec¢ao € encontrada na
superfamilia Aegloidea Dana, 1852, onde ndo ocorre a formacdo de
espermatéforos, e os espermatoizoides encontram- se livres imersos no fluido
seminal ao longo do vaso deferente (Sokolowicz et al., 2007). Desta maneira pode-
se notar que a informacédo sobre o sistema reprodutor masculino em Anomura
encontra-se bastante fragmentada e desconexa, tanto do ponto de vista anatomo-
histoldgico, quanto no aspecto da formacédo do fluido seminal e organizacao dos
espermatéforos, como na morfologia desta estrutura transportadora de
espermatozoides para as diferentes superfamilias.

A ultraestrutura dos espermatozoides e espermatoforos vem sendo utilizada
como ferramenta importante na taxonomia moderna por auxiliar no entendimento
das relacdes filogenéticas em Decapoda. Esta ferramenta vem sendo amplamente
integrada a matrizes de dados moleculares, produzindo excelentes resultados
quando utilizados para entender a histéria evolutiva de um grupo, a partir da
reconstrucdo do carater ancestral, por meio do mapeamento de caracteres
espermaticos (Jamieson, 1994; Tudge, 1995, 1996, 1997c, 2009; Camargo et al.,
2016, 2017; Assugeni et al., 2017; Garcia Bento et al., 2019). A ultraestrutura dos
espermatozoides em Anomura € semelhante a encontrada em Brachyura,
entretanto, as principais diferencas estdo na morfologia do acrossoma e na
zonacao do mesmo (Tudge, 1992, 1995, 1997c). Apesar da grande variedade e
abundéancia de membros da familia Porcellanidae, existem poucos estudos com a
descricdo da ultraestrutura dos espermatéforos e espermatozoides até o momento
(Tudge e Jamieson, 1996 a, b).

Caunesp 12



De acordo com Tudge e Jamieson (1996b) a principal diferenca no tocante a
célula espermatica que divide os membros de Porcellanidae é referente a morfologia
nuclear. As espécies do género Petrolisthes apresentam nucleo com formato de
taca arredondada, observada em P. armatus e P. lamarckii (Tudge e
Jamieson.,1996b),sendo os outros trés géneros estudados Aliaporcellana, Pisidia
e Polyonyx caracterizado por ter um ndcleo alongado marcado pela presenca de
microtubulos que formam varios bracos microtubulares, levando a formacao da
estrutura do ndcleo-microtubular, (Tudge e Jamieson, 1996b). Segundo 0s mesmos
autores, um conjunto particular de caracteres da vesicula acrossémica, dos
géneros Aliaporcellana, Pisidia e Polyonyx os une. A vesicula acrossémica é
saliente e claramente superior em relacao ao citoplasma. O opérculo é largo, plano
e centralmente perfurado. Em geral, a parede da camara perforatorial nos
espermatozoides dos porcelanideos € dobrada de forma variada para formar septos
largos, e o0 zoneamento concéntrico da vesicula acrossOmica tem trés
caracteristicas importantes: o cone perforatorial denso e o anel perfuratorial, sendo
uma autopomorfia da familia, e a zona interna do acrossomo dividida em
subopercular e basal, sendo uma sinapomorfia compartilhada com membros da
familia Galatheidae (Tudge e Jamieson, 1996 a,b). Em P. armatus e P. lamarckii
ocorre uma diferenca importante na morfologia geral do espermatozoide que divide
0 grupo, estes individuos exibem caracteres acrossomais unicos sendo: um anel
tubular que circunda a camara perforatorial no seu ponto médio e uma crista
opercular notavel que, juntamente com a forma nuclear globular separa este género
dos demais estudados dentro da familia Porcellanidae.

Assim, nesta dissertacdo sao apresentados dois capitulos em formato de
artigos cientificos. O primeiro, trata-se da primeira descricdo comparativa da
producdo do fluido seminal e espermatéforos para o0s porcelanideos
Megalobrachium roseum (Rathbun, 1900), Pisidia brasiliensis Haig in Rodrigues da
Costa, 1968, Porcellana sayana (Leach, 1820), Pachycheles monilifer (Dana, 1852),
Petrolisthes armatus (Gibbes), Pachycheles riisei (Stimpson, 1859), Petrolisthes
granulosus (Guérin, 1835) e Petrolisthes laevigatus afim de compreender se
existem padrbes nas relacdes filogenéticas das familias e superfamilias de
Anomura. No segundo capitulo, € descrito a ultraestrutura dos espermatozoides das
especies de Porcellanidae mencionadas (exceto Pachycheles riisei), afim de

entender a histdria evolutiva deste grupo comparando com os demais Anomura
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através do mapemaneto dos caracteres morfolégicos dos espermatozoides.
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Resumo

Neste trabalho, realizamos pela primeira vez a descricdo comparativa do sistema
reprodutor masculino, producdo, composicdo quimica do fluido seminal e a
caracterizacdo dos espermatoforos em sete espécies de Porcellanidae. O testiculo
de todas espécies estudadas é do tipo lobular. Os vasa deferentia foram dividos
arbitrariamente em regides proximal (PVD), média (MVD) e distal (DVD), devido a
auséncia de regides anatdbmicas diferentes. Na PVD os espermatozoides livres
estdo imersos em secrecao tipo I, a qual € uma matriz gelatinosa, glicoproteica,
negativa para polissacarideos acidos, que por aglutinacdo formam massas
espermaticas. A matriz encontra-se envolta por uma secrecdo tipo Il basdfila,
fortemente positiva para proteinas, positiva para polissacarideos neutros e acidos.
Na MVD o epitélio colunar simples, pouco mais delgado em relacéo a regido anterior,
possui no limen uma secrecao adicional, tipo I, aciddfila e glicoproteica, sem
reatividade para polissacarideos acidos. A secrecao do tipo Il em conjunto com acao
muscular e aumento do volume da secrecéo tipo Ill comeca a envolver as massas
de espermatozoides para formar as paredes da ampola e o pedunculo dos
espermatéforos. Os pedunculos sao aderidos através do pé sobre a secrecao tipo I,
a qual se trata de um longo cordao gelatinoso. Na DVD o epitélio pavimentoso simples
encontra-se envolto por espessa camada muscular. O material luminal tem as
mesmas caracteristicas quimicas apresentadas na regido anterior, porém devido ao
lumem mais amplos, os espermatéforos encontram-se mais separados. Em
Porcellanidae, os espermatoforos seguem o padrdo encontrado na maioria dos
Anomura, sendo os espermatéforos pedunculados e divididos em trés grandes
regides: ampola, pedunculo de comprimento variavel, e pé. Porém em
Porcellanidae, o pedunculo é diminuto e a ampola é classificada como simples, estas
caracteristicas sdo compartilhadas com outros Galatheoidea, das familias Galatheidae
e Munidae, sendo diferente de Paguroidea, Lithodoidea e Limosoidea, 0S quais 0
pedunculo varia de curto a longo, e em algumas espécies além da ampola principal,
nota-se o surgimento de uma ampola acessoria. Em Hippidae os espermatéforos
sdao tripartidos, porém estdo aderidos, formando uma fita espermatoférica continua,
ndo sendo separado totalmente as ampolas e pedunculos. Desta maneira, 0s
espermatéforos ndo podem ser considerados como carater seguro para separagao
de familia, género e espécies em Anomura.

Palavras-chave: anatomia; microscopia eletrénica; histologia; histoquimica;
caranguejos porcelana.
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Abstract

In this work, we performed for the first time the comparative description of the male
reproductive system, production, chemical composition of the seminal fluid and the
characterization of spermatophores in seven species of Porcellanidae. The testis of
all studied species is of the lobular type. The vasa deferentia were arbitrarily divided
into proximal (PVD), medium (MVD) and distal (DVD) regions, due to the absence
of different anatomical regions. In PVD, free sperm are immersed in type | secretion,
which is a gelatinous, glycoprotein matrix, negative for acid polysaccharides, which
by agglutination form sperm masses. The matrix is surrounded by a type Il basophil
secretion, strongly positive for proteins, positive for neutral and acidic
polysaccharides. In MVD, the simple columnar epithelium, slightly thinner in relation
to the anterior region, has an additional type Ill, acidophilic and glycoprotein
secretion in the lumen, with no reactivity for acid polysaccharides. Type Il secretion
together with muscle action and increased volume of type Ill secretion begins to
involve the masses of sperm to form the walls of the ampoule and the peduncle of
the spermatophores. The peduncles are adhered through the foot on the type lli
secretion, which is a long gelatinous cord. In DVD, the simple pavement epithelium
is surrounded by a thick muscular layer. The luminal material has the same chemical
characteristics presented in the previous region, but due to the larger lumen, the
spermatophores are more separated. In Porcellanidae, spermatophores follow the
pattern found in most Anomura, the spermatophores being pedunculated and
divided into three large regions: ampoule, peduncle of variable length, and foot.
However, in Porcellanidae, the peduncle is small and the ampoule is classified as
simple, characteristics that are shared with others Galatheoidea, from the family
Galatheidae and Munidae, being different from Paguroidea, Lithodoidea and
Limosoidea, which the peduncle varies from short to long, and in some species in
addition to the main ampoule, an accessory ampoule appears. In Hippidae the
spermatophores are tripartite, however they are adhered, forming a continuous
spermatophoric tape, the ampoules and peduncles not being completely separated.
Thus, spermatophores cannot be considered as a good character for separation of
family, genus and species in Anomura.

Keywords: anatomy; electron microscopy; histochemistry; histology;
porcelain crabs.
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Introducao

A Infraordem Anomura MaclLeay, 1838 contém 7 superfamilias, 20 familias,
335 géneros e mais de 2.500 espécies. O ancestral comum mais recente de todas
as familias atuais irradiou-se logo apos o Triassico repesentando a origem do
primeiro clado de ramificacdo Albuneidae-Hippidae (Bracken-Grissom et al., 2013).
A familia Porcellanidae pertence a superfamilia Galatheoidea Samouelle, 1819
juntamente com Galatheidae Samouelle, 1819 e Munididae Ahyong, Baba,
Macpherson & Poore, 2010. As superfamilias Paguroidea Latreill, 1802, Lithodoidea
Samouelle, 1819, Aeloidea Dana 1852 s&do considerados grupo-irmdo de
Galatheoidea (Bracken-Grissom et al., 2013).

A morfologia comparativa do sistema reprodutor em Decapoda, bem como a
ultraestrutura dos espermatozoides e espermatéforos, vem fornecendo caracteres
utilizados para resolver problemas taxondmicos e estabelecer relacbes de
parentescos entre grupos de crustaceos (Jamieson e Tudge, 1990; Jamieson,
1991; Jamieson et al., 1995; Mantelatto et al., 2009; Fantucci e Mantelatto, 2011).

Em geral, o sistema reprodutor masculino de Decapoda é formado por um
orgdo bilateral, composto por um par de testiculos ligados a um par de vasa
deferentia, o qual termina nos gondpodos (Krol et al., 1992). A espermatogénese e
espermiogénese ocorrem nos testiculos, sendo este orgdo classificado
histologicamente como lobular ou tubular (Nagao e Munehara, 2003). Em Anomura,
0s espermatozoides maduros, sdo liberados no vaso deferente, que pode ser
dividido em trés regides com base na proximidade com o testiculo: proximal (PVD),
onde os espermatozoides encontram-se livres; regido média (MVD); onde os
espermatéforos sdo montados e a regido distal (DVD), onde os espermatoforos
estéo totalmente formados e mais separados uns dos outros, devido ao volume de
fluido seminal (Mouchet, 1931; Hinsch, 1991; Kronenberger et al., 2004; Tirelli et al.,
2006, 2010; Buranelli et al.,, 2014). Apesar desta caracterizagdoo anatdbmica e
morfoldgica, o sistema reprodutor masculino em Porcellanidae € desconhecido sob
0 ponto de vista histolégico, histoquimico e ultraestrutural.

Em Anomura existe uma grande variedade e complexidade na morfologia
dos espermatoforos (Tudge, 1991; Subramoniam, 2017). Em geral, o0s
espermatozoidesestdo  incluidos nos  espermatoforos  coenospermicos,
caracterizados por uma ampola, pedinculo com comprimento variavel e pé, sendo

classificado como espermatoforos tripartidos (Tudge, 1991; Scelzo et al., 2004;
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Amadio e Mantelatto, 2009; Buranelli et al., 2014). Os espermatorofos da familia
Porcellanidae descritos em literatura (Tudge e Jamieson, 1996a,b) apresentaram
pedunculo diminuto e auséncia de ampola acessoria (Tudge e Jamieson, 1999a,b).
Esta mesma morfologia foi descrita para espermatoforo de Galatheidae e
Munididae (Hinsch, 1991; Kronenberger et al., 2004), o que mostra ser uma
caracteristica exclusiva de familias pertencentes a Galatheoidea, uma vez que,
outras superfamilias de Anomura como Paguroidea, Lithodoidea e Lomisoidea
apresentam variagcdes em relacdo ao comprimento do pedunculo, podendo ser
curto ou longo e em algumas espécies ocorre a presenca a formacdo de ampola
dupla ou acessoria (Tudge, 1991, 1995, 1997a, c; Tudge et al., 1998; Fantucci e
Mantelatto, 2011).

Outros padrdes morfolégicos podem ser observados para os espermatoforos
dentro de Anomura. Na familia Hippidae, apesar dos os espermaté6foros também
serem tripartidos, estes encontram-se totalmente aderidos uns aos outros formando
uma fita espermatoférica continua (Mattheus, 1956; Hinsch, 1991; Tudge, 1997 a,c,
1999; Kronenberger et al., 2004;). Por outro lado, nas poucas espécies estudadas
em Aeglidae, o espermatéforo é ausente. (Sokolowicz et al., 2007). Apesar da
analise comparativa dos espermatoforos ja terem sido estudadas entre familias de
ermitdes (Tudge, 1991), uma analise ampla entre as superfamilias de Anomura
nunca foi relizada.

Assim, neste trabalho descrevemos pela primeira vez a histologia e
ultraestrutura do sistema reprodutor masculino de Porcellanidae, caracterizando a
producao do fluido seminal, composicdo quimica, empacotamento e morfologia dos
espermatoéforos, buscando compreender como ocorreu a evolucao da estrutura do
espermatoéforo e se esta estrutura apresenta padréo nas superfamilias e familias de

Anomura que permitam separa-las atraves da utilizacdo dos espermatoforos.

Material e Métodos

Machos adultos (N = 5) de Megalobrachium roseum (Rathbun, 1900), Pisidia
brasiliensis Haig in Rodrigues da Costa, 1968, Porcellana sayana (Leach, 1820)
Pachycheles monilifer (Dana, 1852), Petrolisthes armatus (Gibbes, 1850), e
Pachycheles riisei (Stimpson, 1859), sendo esta espécie somente um individuo
coletado, foram coletados entre marco de 2018 e marco de 2019 nos municipios de
Ubatuba (25 ° 07°385°S / 47 ° 52°508"W) e Sao Vicente, Estado de Séo Paulo,
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Brasil (23°68'52. 19”S/ 46°27°15.66"W). Adicionalmente, dois individuos de
Petrolisthes granulosus (Guérin, 1835) e Petrolisthes laevigatus (Guérin, 1835)
foram amostrados no municipio de Valdivia, Chile (39°48°'51” S/ -73° 14’45” O). As
coletas foram realizadas manualmente ou por mergulho livre e autbnomo, além de
arrasto com barco de pesca camaroeira. Apds serem coletados, os animais foram
transportados vivos em caixas de isopor com aera¢do adequada para o laboratorio
e mantidos em aquarios até o momento da disseccéao.

Para a descricdo do sistema reprodutor e andlise da producéo de fluido
seminal, os animais foram anestesiados por choque térmico (-20°C/10 min) durante
15 min e posteriormente dissecados. As amostras de sistema reprodutor masculino
foram fixadas em paraformaldeido a 4% preparado com agua do mar em tampao
fosfato de sddio 0,2M (pH 7,2) por 24 h (4 °C). Durante este periodo, a anatomia
geral do sistema reprodutor masculino foi fotografada com wuso do

estereomicroscopio com sistema de imagem e mensuracao IM50Leica®. Apés a
fixacdo, as amostras foram lavadas no mesmo tampao, desidratadas em éalcool (70

®. Cortes seriados

a 100%), embebidas e incluidas em resina glicolmetacrilato Leica
de 4-7 ym de espessura foram obtidos em micrétomo rotativo e corados com
hematoxilina e eosina para descricdo histolégica geral (Junqueira e Junqueira,
1983). Para as andlises histoquimicas, as laminas foram coradas com Xylidine
ponceau para deteccao de proteinas totais (Mello e Vidal, 1980), acido periddico de
Schiff (PAS) e azul de Alcian (pH 2,5) para detec¢ao de polissacarideos neutros e

acidos, respectivamente (Junqueira e Junqueira, 1983). Para andlise ultraestrutural

do vaso deferente e espermatéforos, porcdes (1mm3) do vaso deferente foram
fixadas por 4 horas em solucdo Karnovsky (2,5% de glutaraldeido e 2% de
paraformaldeido) em tampéao cacodilato 0,1 M (pH 7,3) preparado com agua do mar
filtrada, sendo posteriormente pos- fixadas em 1% de tetroxido de 6smio, no mesmo
tampéao, por 2 horas. A contrastacdo “En Bloc” foi realizada com acetato de uranila
2% aquaso (Overnight, 4°C). As amostras foram desidratadas em acetona (50% a
100%), embebidas e incluidas em resina Epon- Araldite. Os cortes finos e ultrafinos
(50 a 60 nm) foram seccionados no ultramicrotomo Leica UC7, recolhidos em
grades de cobre e contrastados com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo a
2% (Zana et al., 2001). As micrografias foram obtidas no microscopio eletrdnico de

transmissao (MET) Jeol J1010 operado com feixe de elétrons a 80KV.
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Para a caracterizacao morfolégica dos espermatoforos, fragmentos de vaso
deferente também fixados em solucdo de Karnovsky (1965) foram analisados sob
microscopia de luz e eletrbnica. Para a microscopia de luz, os vasos deferentes
passaram pela montagem total, com leve esmagamento da laminola contra a
lamina. Os espermatoforos foram analisados, medidos e fotografados no
microscépio de contraste interdiferencial de fase (DIC) Zeiss Axioscope, por meio
do programa Axio Vision.Para a microscopia eletrénica de varredura, as amostras
apos a foram completamente secas no ponto critico EMS 850, com CO2 liquido. Os
materiais foram aderidos aos “stubs” e recobertos por ouro (5 nm) em no
metalizador Supputering SC 070 Balzer Union. As imagens foram obtidas no MEV
Zeiss Evo 10, operado com voltagens variando de 10-20 kV. Tendo em vista a
grande similaridade anatdbmica do sistema reprodutor, optou-se por processar a
Gnica amostra da espécie Pachycheles riisei (Stimpson, 1859) para a
caracterizacdo do espermatéforo por meio da MEV e DIC.

As diferentes regides do espermatoéforo tripartido foram nominadas como
ampola, pedunculo e pé (ou base) seguindo a nomenclatura de (Tudge, 1991;
Tudge e Jamieson 1996a,b). Contudo, para a classificacdo da morfologia da
ampola do espermatoforo, seguiu-se a nhomenclatura padrdo e métrica utilizada
para as formas planas de gregarinas proposta por Clopton (2004).

Para descrever e comparar as estruturas dos espermatoforos de
Porcellanidae e outros Anomura descritos na literatura, foram tomadas as medidas:
comprimento e largura do pedunculo, comprimento e largura da ampola,
comprimento total do espermatéforo (pedinculo mais ampola), presenca ou
auséncia de projecdo tubular da ampola, presenca ou auséncia de ampola
acessoria. O pedunculo dos espermatoforos foi classificado de acordo com o seu
comprimento em diminuto (1 a 20 ym), curto (21 a 100 pym) e longo (acima de 101
pm). As medidas foram realizadas nas imagens obtidas em DIC através do
programa ImageJ, no qual para Porcellanidae foram mensurados 15
espermatoéforos por individuo (Zar, 1984). Para as outras familias de Anomura
disponiveis na literatura, as medidas foram tomadas de acordo com a
disponibilidade de micrografias com barra de escala e/ou resultados descritos em
cada trabalho. Os resultados dos caracteres e medidas morfologicas obtidos neste
trabalho foram organizados na tabela I. O comprimento do pedunculo e

comprimento e largura da ampola foram plotados em gréfico através do programa
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Oringi 8.0.

Resultados
Anatomia geral

Macroscopicamente, o sistema reprodutor masculino em todas as espécies
estudadas apresentou-se como um orgao bilateral em formato de letra “H’,
composto por testiculos com anatomia tibular ondulado unidos por uma comissura
central conectados ao par de vasa deferentia (Fig. 2A e B). O vaso deferente
apresenta-se sob a forma de um tdbulo Unico e transltcido. Devido a auséncia de
caracteres anatdbmicos em todas as espécies estudadas, as regides do vaso
deferente foram determinadas arbitrariamente de acordo com sua proximidade com
o testiculo divididas em regido proximal (PVD), média (MVD) e distal (DVD) (Fig.
2A e B). Para as espécies M. roseum, Pi. brasiliensis, Po. sayana, Pa. monilifer e
Pa. riisei, Pe. granulosus e Pe. laevigatus, o vaso deferente possui aspecto
convoluto em toda extensdo (Fig. 2A). Na espécie P. armatus a PVD e MVD
apresentam aspecto espiralado, sendo a regido distal reta (Fig. 2B) se abrindo na

coxa do quinto par de pereidpodos (Fig. 2A e B).

Histologia e histoquimica
Testiculo

Nas oito espécies estudadas, os testiculos mostram o mesmo padrdo
histoldgico, classificado como do tipo lobular. O testiculo contém numerosos I6bulos
(ou acinos) seminiferos que se encontram envoltos por células acessorias (Sertoli)
assentadas sobre uma camada de tecido conjuntivo (Fig. 3A). As células em cada
[6bulo  encontram-se em estagios destintos de espermatogénese e
espermiogénese (Fig. 3A).

A espermatogénese e a espermiogénese seguiu o0 mesmo padrao em todas
as espécies deste trabalho. As espermatogbnias sdo células que apresentam
nacleos arredondados, preenchido com heterocromatina, nucléolo evidente e
citoplasma reduzido (Fig. 3B). Os espermatécitos primarios apresentaram nucleo
marcado pelos diferentes estagios de profese meiotica devido a condensacéo
cromossOmica (Fig. 3C). Os espermatdcitos secundarios sao caracterizados pelo

nacleo arredondado corado de forma homogénea e com tamanho evidentemente
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menor do que nos espermatdcitos primarios (Fig. 4D).

As espermétides foram dividias em trés estagios distintos: inicial (EST),
intermediaria (IST) e tardia (LST). As EST apresentam nucleos ainda arredondados
com pequena vesicula acrossomal evidente (Fig. 3E). A principal caracteristica das
IST é a alteracdo da morfologia nuclear, onde o ndcleo passa a ser achatado em
um dos polos, aqui denominado de polo basal e a vesicula acrossomal no polo
oposto ao nucleo, denominado de polo apical (Fig. 3F). Nas espermatides tardias,
a morfologia relembra o espermatozoide, mostrando a vesicula acrossomal bem
desenvolvida e excéntrica, quase destacada do nucleo (Fig. 3G). Os
espermatozoides encontram-se no limen do duto seminifero caracterizado pelo
polo apical marcado com a vesicula acrossomal bem evidente, sempre saliente ao

ndcleo por meio de uma regido citoplasmatica (Fig. 3H).
Vaso deferente

O vaso deferente apresentou 0 mesmo padrdo de composicdo quimica do
fluido seminal e a formacdo e montagem dos espermatéforos nas sete espécies
estudadas. Somente a morfologia da ampola do espermatoéforo teve variacdo entre
algumas espécies. A PVD possui epitélio colunar simples, assentado sobre uma
camada de musculatura e envolto por uma camada delgada de tecido conjuntivo
(Fig. 4A-D). No lumen da PVD observa-se dois tipos de secrecdes: secrecao tipo |
basdfila, no qual os espermatozoides livres estdo imersos, e secrec¢ao tipo Il,
também basofila, mais compacta, envolvendo a secrecéo tipo |, preenchendo os
espacos ate o apice do epitélio (Fig. 4A e B). A secrecdo tipo | comeca a ser
compactada em massas espermaticas isoladas separadas uma das outras pela
secrecdo tipo I, provavelmente devido a acdo muscular (Fig. 4C e D).
Histoquimicamente, a secre¢do tipo | e Il s&@o reativas para proteinas,
polissacarideos neutros e acidos, porém secrecao tipo Il € levemente menos
positiva para proteinas, positiva para polissacarideos neutros e acidos nesta regiao
(Fig. 4E-1).

Na MVD, o epitélio colunar simples € inicialmente alto, ligeiramente mais
delgado que a PVD e vai se tornando cubico mais proximo a DVD. A musculatura
abaixo do epitelio mantem a mesma espessura. No lumen desta regido ocorre o

aparecimento da secrecdo do tipo Il acidoéfila (Fig. 5A-C). Devido ao aumento
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progressivo do volume desta Ultima secre¢do e, muito provavelmente com o auxilio
da acdo da musculatura, esta secre¢do ajuda na maior separacdo das massas
espermaticas formada pela secrecao tipo | e a secrec¢do tipo Il delimitando as
paredes das ampolas, as quais sao continuas com os pedestais ou peddnculos e
pé dos espermatoforos. Cada base encontra-se aderida a secrecao do tipo I, a qual
atua como um corddo gelatinoso. Este corddo € intensamente reativo para
proteinas, menos positivo para polissacarideos neutros e negativo para os acidos
(Fig. 5D-G). Na MVD a secrecao tipo | é positiva para proteinas, polissacarideos
neutros, e fortemente reativa para os acidos (Fig. 5D- G). A secrecao do tipo Il
apresenta dois componentes com diferenca de intensidade para proteinas, sendo
um menos positivo em relacédo ao outro (Fig. 5D). Esta secrecéo tipo Il tem reacéo
homogénea para polissacarideos, sendo intensamente reativa para 0s neutros e
positiva para os acidos (Fig. 5E-G).

A DVD apresenta o epitélio pavimentoso simples, claramente identificado por
seus nucleos achatados e citoplasma discreto. A musculatura torna-se
acentuadamente espessa préximo ao gonoporo (Fig. 5H). As secrecdes mantem
as mesmas caracteristicas quimicas observadas na MVD (Fig. 5H-O). Somente na
espécie P. armatus, nota-se uma projecdo bastante caracteristica, a projecdo
tubular da ampola. Esta projecdo € um prolongamento oco da parede da ampola,
com lumen continuo a area onde estdo 0s espermatozoides. Esta projecao tem a
parede positiva para proteinas, polissacarideos neutros e negativa para os acidos
(Fig. 5M-0).

Ultraestrutura dos vasa deferentia e espermatoforos

O epitélio das diferentes regibes do vaso deferente nas sete espécies de
Porcellanidae aqui estudadas, apresentam a mesma caracteristica ultraestrutural.
Assim, serdo utilizados como modelo descritivos as espécies M. roseum e P.
armatus. O epitélio da vaso deferente na regido proximal apresenta uma camada
de tecido conjuntivo e a camada muscular nem sempre € notada, provavelmente
devido a uma distribuicdo helicoidal das suas fibras (Fig. 6A e B). O [imen da PVD
€ preenchido por uma secrecédo com trés elementos eletrondenso e elétron-licida
(Fig. 6A). Em todas as regides, as células epiteliais mostram o citoplasma
preenchido por reticulo endoplasmatico rugoso (RER), mitocondrias e complexo de

Golgi (Fig. 6B). A regido basal das células epiteliais em todas as regides €&
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caracterizada por invaginacdo da membrana plasmética, com muitas mitocondrias
proximas. Ainda na PVD nota-se uma camada muscular delgada logo abaixo sa
lamina basal espessa (Fig. 6C). A regido apical das células contétm RER,
complexos de Golgi, mitocondrias e pequenas vesiculas elétron-licidas as quais
sdo exocitadas por entre as microvilosidades (Fig. 6D e E). As células da DVD
mantém seu aspecto sintetizador de proteinas, porém abaixo da lamina basal,
pode-se notar as fibras musculares em corte obliquo (helicoidal) e transversal. As
células sdo pavimentosas e continuam preenchidas por RER. Porém as
microvilosidades sdo mais esparsas, bem como as invaginagbes da membrana
plasmatica basal torna-se pouco profundas. No lUmen pode-se notar as diferentes
secrecbes, sendo a secrecdo tipo Ill, a qual forma o corddo gelatinoso, com
caracteristica semelhante a impressao digital, enquanto a tipo Il € mais granular
formado por componentes de diferentes eletrondensidades (Fig. 6F, G e 7A).
Ultraestruturalmente em todas as espécies de Porcellanidae aqui estudadas,
o lumen do vaso deferente €& preenchido pela secrecdo tipo I, no qual os
espermatozoides estdo embebidos, com caracteristica granular composta por
diferentes densidades de elétrons (Fig. 7A-F). A secrecdo tipo Il, granular com dois
elementos: um mais eletrondenso responsavel por formar a parede da ampola,
pedestal e o pé dos espermatoforos, cuja a formacédo acontece por aglutinacao
deste material granular (Fig. 7F-I). A secrecao tipo lll é reponsavel pela formacao
do cordao gelatinoso e continuo, no qual os espermatoforos sdo aderidos pelo pé,
sendo constituida por dois componentes diferentes (Fig. 7J-L). O primeiro
componente forma uma camada com aspecto viscoso, em contato com a secre¢ao
tipo Il. Este componente € eletrondenso e possui granulos menos eletrondensos
(Fig. 7M). O outro componente, em contato com as células epiteliais possui um
material de aspecto fibrilar e globular assumindo um aspecto de impressao digital.
Este componente forma a principal matriz gelatinosa do cordao e é onde o pé do

espermatoéforo esta inserido (Fig. 7M-0).

Microscopia eletronica de varredura e contraste interdiferencial de fase

Os espermatoforos das espécies de Porcellanidae aqui estudadas
apresentaram padrao tripartidos compostos por ampola, pedestal diminuto e pé
(Fig. 8A-V). As ampolas compdem a peca mais destacada, bem desenvolvida,

formadas por duas valvulas que quando unidas, formam uma linha de abertura,
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constituindo uma porgdo mais rigida e elevada da ampola (Fig. 71e 8C, F, G, Q e
V). A ampola foi dividida em regido anterior, sendo aquela com margem livre na
secrecao tipo Il e regido posterior, na margem de contato com pedestal e o0 pé. A
ampola apresentou formas variadas, sendo uma mesma forma encontrada em
diferentes géneros de Porcellanidae (tabela I).

A ampola de Megalobrachium roseum foi classificada como ovoide, ndo muito
alongada com a sua regiao posterior levemente mais larga do que a anterior (Fig.
8A-C) e seu pedunculo mede 4,2 + 0,36 um. A ampola de Pa. monilifer € classificada
como eliptéide, sendo mais longa do que larga (Fig. 8D-F) o pedunculo diminuto
possui comprimento de 3,01 + 0,26 um. Em Pa. riseii a ampola € fusiforme, com a
margem anterior e posterior ligeiramente mais afilada que a por¢cdo mediana e o
pedunculo diminuto tém 4 + 0,28 um de comprimento (Fig. 8G-I). A espécie Pi.
brasiliensis tem sua ampola em formato largamente deltoide, com as margens
posteriores mais largas que suas extremidades, e pedunculo volumoso com 8,93 +
0,77 um (Fig. 8J e K). Por. sayana por sua vez, também apresenta ampola elipséide
como vista em Pa. monilifer, porém seu pedinculo tem 2,73 + 0,49 um de
comprimento (Fig. 8L-N). As espécies do género Petrolisthes aqui estudadas
possuem uma longa ampola finamente deltoide, onde sua margem posterior € mais
larga do que sua margem anterior, como claramente observado em P. laevigatus
com pedunculo diminuto medindo 5,14 + 0,49um (Fig. 80 e P), P. granulosus 5,98
+ 0,53um (Fig. 8Q e R) e P. armatus que possui pedunculo diminuto com
comprimento de 16,73 + 2,02um (Fig. 8S-V).

Apenas em Petrolisthes armatus, a ampola mostra uma modificacéo, a
projecao tubular da ampola. Esta estrutura € um longo filamento oco, o qual também
mostra a presenca da linha de abertura acompanhando sua projecéo (Fig. 8T). Por
meio do DIC, foi possivel observar o desenvolvimento da projecédo tubular da
ampola em P. armatus a qual forma-se no inicio da MVD, tornando-se completa
ainda nesta regiao (Fig. 8W-Y).

Os espermatéforos de Porcellanidae e Galatheoidae foram classificados com
pedunculo diminuto em relagéo ao seu comprimento. As outras superfamilias tém
pedestal curto ou longo, sem um padrao tipico para as superfamilias ou mesmo
para uma familia (Fig. 9 e tabela Il). A razdo comprimento pela largura das ampolas
agrupou apenas os Porcellanidae, e Galatheidae apresentou razdo bastante

diferente. Os pedestais e a ampola também mostram um padrdo em familias de
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Anomura (Fig. 10 e tabela II).
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Figura 1. Diagrama geral do espermatoforo em Porcellanidae, indicando as
medidas realizadas: CA: comprimento da ampola; CP: comprimento do pedunculo;
CT: comprimento total do espermatoforo; f: pé; LA: largura da ampola; LP: largura
do pedunculo; PTA: projecao tubular da ampola.

A: espermatoforo de Petrolisthes armatus. B: espermatéforo de Pisidia brasiliensis

representando as demais especies.
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Figura 2. Esquema geral do sistema reprodutor masculino em Porcellanidae
adaptado de Mello (1992) e Kronenberger et al. (2004). Padrao anatomico do
sistema reprodutor masculino em formato de “H” disposto na cavidade
cefalotoraxica. O par de testiculos estdo conectados por uma comissura central
(seta branca) e desembocam no vaso deferente, também pareado. Este vaso foi
dividido arbitrariamente em regido proximal, média e distal, a qual desemboca no
gonoporo da coxa do reduzido quinto par de peredpodo (seta preta). Nas espécies
Megalobrachium roseum, Pisidia brasiliensis, Porcellana sayana, Pachycheles
monilifer, Pachycheles riisei, Petrolisthes granulosus e Petrolisthes laevigatus o
vaso deferente é um tubo convoluto (A), enquanto em Petrolisthes armatus forma
voltas semelhante a um mola helicoidal (B). t: testiculo; dvd: vaso deferente distal,

mvd: vaso deferente médio; pvd: vaso deferente proximal.
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Figura 3. Espermatogénese e espermiogénese em Porcellanidae.

Nas sete espécies estudadas aqui, os testiculos mostram o mesmo padréo
histoldgico, classificado como do tipo lobular, assim utilizamos como modelo
descritivos asespécies Pisidia brasiliensis e Petrolisther armatus. A: Aspecto geral
do testiculo do tipo lobular envolto por tecido conjuntivo, justaposto a células
acessoOrias (seta branca). B: espermatogbnias com nucleos grandes com
heterocromatina e nucléolo evidente (seta preta). C: espermatdcitos primarios com
ndcleo arredondado com cromossomos condensados em préfase meidtica (seta
preta). D: espermatoécitos secundarios com nucleos compactos e homogéneos
(seta preta). E: espermétide inicial com nucleo arredondado (setas brancas) e
pequena vesicula pro-acrossomal (setas pretas). F: espermatide intermediaria
distinguindo dois pélos, o acrossomal (setas pretas) e o nuclear (setas brancas). G:
espermétide tardia ainda no I6bulo seminifero, com morfologia semelhante a dos
espermatozoides, com vesicula acrossomal (setas pretas) praticamente madura e
excéntrica a um nucleo (setas brancas). H: Espermatozoides maduros e livres no
duto seminifero com polo apical bem marcado pela vesicula acrossomal (setas
pretas), anexada posteriormente a um ndcleo globular (setas brancas), por meio de
delgada regido citoplasmatica (cabeca de seta). ac: célula acessoéria; ct: tecido
conjuntivo; dc: ducto coletor; est: espermatide inicial; ist: espermatide
intermediaria; Ist: esperméatide tardia; n: nucleo; spg: espermatogbnia; spcl:
espermatdécito primario; spcll: espermatocito secundario; sz: espermatozoides.

Figura A, B, C e F: Petrolisthes armatus; Figura D, E, G e H: Pisidia brasiliensis.
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Figura 4. Vaso deferente proximal (PVD) de Porcellanidae.

A: corte longitudinal mostrando espermatozoides embebidos em secrecao tipo |
basdfila, e ao redor do epitélio presenca da secrecéo tipo Il fortemente basofila (seta
preta). Corado com HE B: detalhe do lmem do vaso com espermatozoides livres
imersos em secrecao tipo | basdfila e envoltos por secrecédo tipo Il fortemente
basofila (seta preta). Corado com HE C: corte transveral no qual a secrecéo tipo
basdfila, agrupa os espermatozoides em massas espermaticas. D: detalhe do PVD
mostrando os espermatozoides sendo agrupados. Corado com HE. E: Técnica de
Xylidine ponceu envidenciando o carater proteico das secre¢bes do vaso. F:
Destaque para secrecao tipo Il fortemente positiva para proteinas (seta branca).
Corado com Xylidine ponceu G: Reacédo positiva para polissacarideos neutros das
secrecbes na PVD. Corado com PAS H: Detalhe do lumen do vaso apontando
secrecdes tipo | (seta preta) e tipo Il (seta branca) reativas para polissacarideos
neutros. Corado com PAS. I: Reagao levemente positiva da secregéo tipo Il e
fortemente positiva da secrecao Il (seta branca) para polissacarideos acidos.
Corado com Azul de Alcian. ep: epitélio; m: camada muscular; n: nucleo; sz:
espermatozoide; s1: secrecao tipo I; s2: secrecéo tipo II.

Figura A: Porcellana sayana; Figura B, E e H: Petrolisthes armatus; Figura C:
Megalobrachium roseum; Figura D e F: Pisidia brasiliensis; Figura G: Petrolisthes
laevigatus; Figura I: Pachycheles monilifer.
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Figura 5. Histologia e histoquimica das regides média (MVD) e distal (DVD) do
vaso deferente em Porcellanidae. A: vista geral do MVD com a secrecao tipo Ill
aciddfila (cabeca de seta), e secrecao tipo Il (seta branca) empacotando as massas
de espermatozoides. Corado com HE. B: Detalhe da ampola e pedunculo formados
pela secrecéo tipo Il e secrecao do tipo Il formando o pé (cabeca de seta preta).
Corado com HE. C: Detalhe dos espermatéforos quase totalmente formados e
aderidos a secrecao tipo

[ll. Nota-se que o epitélio se encontra mais delgado. Corado com HE. D: Técnica
de Xylidine Ponceu demonstrando os espermatoforos com reacdo fortemente
positiva para proteinas na MVD. E: Reacéo fortemente positiva dos espermatéforos
para polissacarideos neutros de Porcellanidae. Corado com PAS. F: Detalhe do
espermatdéforo sob técnica de PAS, mostrando a parede da ampola (seta preta), os
espermatozoides imersos em secre¢do |, e o pedunculo (seta branca). I: MVD
mostrando carater acidofilo, com cordao negativo, secrecao tipo | fortemente reativa
e secrecdo do tipo Il positiva para polissacarideos acidos. Corado com Azul de
Alcian. H: corte transversal da DVD mostrando epitélio com ndcleo pavimentoso
(cabeca de seta preta) e uma musculatura espessa. Corado com HE. I: Corte
longitudinal da DVD mostrando a mesma composi¢cdo quimica das secrecdes e
espermatéforos observados nas outras regides. Nota-se epitélio com nucleo
pavimentoso e menos espesso que as outras regides. Corado com HE. J: DVD de
P. armatus com projecao tubular da ampola baséfila. Corado com HE. K: Detalhe
da DVD evidenciando o carater proteico das secrecdes e espermatoforos. Corado
com Xylidine ponceu. L: Detalhe da DVD com reacéao positiva para polissacarideos
neutros da secrecdo tipo | (seta preta) e tipo Il e fortemente positiva para o
espermatdéforo e secrecao tipo Il. Corado com PAS. M: Detalhe da DVD mostrando
0 mesmo carater acidofilo da MVD. Detalhe para a proje¢éo tubular da ampola,
sendo negativa para polissacarideos acidos. Corado com Azul de Alcian. N: detalhe
da parede da projecao tubular da ampola positiva para proteinas. Corado com
Xilydine ponceu. O: parede da projecdo tubular da ampola positiva para
polissacarideos neutros. Corado com PAS.

a: ampola; ep: epitélio; f: pé m: camada muscular; n: nucleo; s: peduculo; sp:
espermatoéforo; sz: espermatozoide; s1: secrecdo tipo I; s2: secrecéo tipo Il; s3:
secrecéo tipo lll; tpa: projecdo tubular da ampola.

Figura A e L: Pachycheles monilifer; Figura B, J, M, N, e O: Petrolisthes armatus;
Figura C e K: Petrolisthes laevigatus; Figura D: Pisidia brasiliensis; Figura E:
Porcellana sayana; Figura F: Petrolisthes armatus; Figura G e |. Petrolisthes
granulosus ; Figura H: Megalobrachium roseum.

Caunesp 40



Caunesp 41



Figura 6. Ultraestrutura do vaso deferente em Porcellanidae.

Nas oito espécies estudadas aqui o vaso deferente seguiu 0 mesmo padrdo, assim
utilizamos como modelo descritivos as espécies M. roseum e P. armatus. A - D:
Vaso deferente proximal. A: Células do epitélio da PVD com nucleos elipticos,
sobre o tecido conjuntivo. A musculatura delgada ndo é observada. O lumen é
preenchido por dois tipos de secregdo, sendo uma eletrondensa e outra menos
eletrondensa onde o0s espermatozoides encontram-se livres. Nota-se
microvilosidades no polo apical. B: citoplasma contendo reticulo endoplasmatico
rugoso (RER), mitocondrias e complexo de Golgi. C: Detalhe do polo basal com
delgada camada muscular, lamina basal, e invagina¢des da membrana plasmética.
D: Detalhe do epitélio mostrando o complexo de Golgi. E: Detalhe do polo apical,
mostrando as microvilosidades, mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso, e
dois tipos de vesiculas sendo uma com material granular eletrondensa (seta preta)
e outra elétron-licida (seta branca). F e G: Vaso deferente distal. F: Detalhe do
polo basal mostrando dois tipos de musculatura uma obliqua e outra transversal G:
vista geral do delgado epitélio, com poucas organelas e esparsas microvilosidades.
No limen nota-se a secrecao tipo lll, a qual forma o cordao gelatinoso, com aspecto
de impresséo digital e a secrecéo tipo Il, menos eletrondensa e granular.

bl: lamina basal; cg: complexo golgi; cy: citoplasma; ep: epitélio; Im: musculatura
longitudinal; lu: limen; mt: mitocdndrias; mv: microvilosidades; n: nucleos; om:
musculatura obliqua; rer: reticulo endoplasmatico rugoso; s2: secrecao tipo Il; s3:
secrecao tipo lll; tc: tecido conjuntivo.

Figura A-E: Megalobrachium roseum; Figura F e G: Petrolisthes armatus.
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Figura 7. Ultraestrutura dos espermatéforos e secre¢cdes em Porcellanidae.
A: vista geral do vaso deferente no qual os espermatoforos estdo aderidos ao
cordado. B: detalhe do espermatéforo no vaso deferente, sob microscopia eletrénica
de transmissédo nota-se também os trés tipos de secrecdo. C: secrecdo granular
heterogénea tipo I, no qual os espermatozoides estdo imersos. D: detalhe da
secrecéo tipo | mostrando seus componentes menos eletrondenso com granulos
eletrondensos. E: corte transversal mostrando secrecéo granular. F: imagem geral
mostrando a secrecao tipo Il no limen do vaso. G: secrec¢do tipo Il composta de
elementos de diferentes eletrodensidades, elemento granular menos eletrondenso
e granular mais eletrondenso. H: detalhe do material granular mais eletrondenso
formando a parede da ampola do espermatoforo por aglutinacdo. |: parede da
ampola totalmente formada pelo material eletrondenso e material menos
eletrondenso da secrecdo tipo Il envolvendo o espermatéforo. J: detalhe do
pedunculo formado pelo mesmo material eletrondenso da secrecdo tipo Il que
forma a parede da ampola, aderido a secrecao tipo Il pelo pé. K: imagem geral da
secrecdao tipo Il que forma o pé e corddo do espermatéforo. L: detalhe mostrando
0 pedunculo e pé do espermatéforo. M: detalhe da secrecéo tipo Il composta por
dois elementos diferentes, um elemento superficial (seta branca) mais eletrondenso
com granulos eletronlucidos e um componente lamelar com material externo mais
eletrondenso e mateiral interno menos eletrondenso. N: detalhe da secrecao tipo Ill
com material mais eletrondenso em vertical. O: detalhe da secrecéo tipo Il com
material mais eletrondenso na horizontal.

A: ampola; f: pé ; s: peddculo; n: ndcleo; sp: espermatoforo; sz: espermatozoide;
s1: secrecdo tipo I; s2: secrec¢do tipo II; s3: secrecéo tipo .

Figura A e H: Pachycheles monilifer; Figura B e M: Porcellana sayana; FiguraC e
D: Petrolisthes galathinus; Figura E, | e J: Pachycheles laevidactylus; Figura F, G,
K e L: Pisidia brasiliensis; Figura N: Petrolisthes armatus; Figura O: Petrolisthes

granulosus
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Figura 8. Morfologia dos espermatoforos visto sob microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e contraste interdiferencial de fase (DIC).

A: Espermatoforo com ampola ovoide e diminuto pedunculo (seta preta) aderido ao
cordao do espermatoforo (seta branca). B: ao DIC, é possivel nota-se ampola com
parede espessa (seta branca). C: detalhe da ampola mostrando suas duas valvulas
unidas formando a linha de ruptura (seta branca). D: espermatoforo com ampola
em formato elipsoide e, pedunculo diminuto (seta branca). E: nota-se ampola
alongada com camada espessa (seta branca). F: detalhe da linha de ruptura aberta
(seta branca) liberando espermatozoides (seta preta). G: ampola com detalhe da
linha de ruptura fechada (seta branca) e pedunculo diminuto (seta preta). H: em
DIC é possivel observar a ampola com as margens anterior e posterior pontiagudas.
I: detalhe do pedunculo diminuto (seta branca). J: detalhe do espermatéforo
mostrando sua composicdo morfoldgica. K: espermatoforo visto sobre DIC. L: vista
do vaso deferente distal com detalhe para pedunculo diminuto do espermatéforo
(seta branca). M: espermatoéforos aderidos a secrecéo tipo Il formando o cordao de
espermatoéforo (seta preta). N: detalhe do pedunculo diminuto (seta branca). O:
imagem geral do espermatoéforo ressaltando pedunculo diminuto (seta branca). P:
nota-se corddo do espermatéforo ao DIC. Q: vista lateral do espermatéforo
destacando pedunculo diminuto (seta branca) e linha de ruptura (cabeca de seta).
R: ampola com parede espessa, pedunculo e pé visto ao DIC. S: imagem geral dos
espermatoéforos destacando a ampola e projecao tubular da ampola. T: detalhe da
ampola mostrando a presenca de linha de ruptura (seta branca). U: detalhe da
ampola (seta preta), pedunculo (seta branca) e pé sob DIC. V: detalhe mostrando
pé, pedunculo e ampola em microscopia eletrdnica de transmisséo. Figura W: Inicio
da formacéo da projecao tubular da ampola (seta branca) em Petrolisthes armatus.
Espermatéforos aderidos ao corddo do espermatéforo (cabeca de seta branca) X:
espermatéforos mais separados no corddo do espermatéforo (cabeca de seta
branca), projecdo tubular da ampola mais desenvolvida, porém ndo totalmente
formada (seta branca). Y: espermatoforos totalmente formados com projecéo
tubular da ampola desenvolvida e alongada (seta branca).

A: ampola; ep: epitélio; f: pé; ir: linha de ruptura; n: nucleo; s: pedudculo; sc: cordao
do espermatoéforo sp: espermatéforo; sz: espermatozoide; tpa: projecao tubular da
ampola. Figura A, B e C: Megalobrachium roseum; Figura D, E, F: Pachycheles
monilifer; Figura G, H e I: Pachycheles riisei; Figura J e K: Pisidia brasiliensis;
Figura L, M e N: Porcellana sayana; Figura O e P: Petrolisthes laevigatus; Figura
Q e R: Petrolisthes granulosus ; Figura S, T, U, V, W, X e Y: Petrolisthes armatus.
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Anomura.
A = auséncia de pedunculo.
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Tabela I. Morfologia das ampolas dos espermatéforos segundo a nomenclatura

proposta por Clopton (2004).

Espécie

Megalobrachium roseum

Pachycheles monilifer/ Porcellana sayvana

Pachycheles riisei

Petrolisthes armatus/ Petrolisthes granulosus
/ Petrolisthes laevigatus

Pisidia brasiliensis

Formato da ampola

Ovoide O
Elipsoide O
Fusiforme O
Finamente Deltoide 0

Largamente Deltoide O
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Tabelall. Média e desvio padrao das caracteristicas morfologicas medidas para comparac¢ao dos espermatéforos de Anomura e classificacdo do comprimento
do pedunculo em Porcellanidae (n=15) e outras familias da infraordem Anomura registradas na literatura. CP: comprimento do peddnculo; LP: largura do
pedunculo; CA: comprimento da ampola; LA: largura da ampola; CT: comprimento total do espermatéforo; RAZAO P: razdo do pedinculo; RAZAO A:
razdo da ampola; RAZAO P/A: raz&o pedinculo sobre razdo da ampola; A.a: ampola acesséria; PTA*: projecéo tubular da ampola.

ESPECIE CP LP CA LA PTA* CT RAZAOP RAZAO A RAZAO P/A Aa CLASSIFICAGAO PED. REFERENCIA
Porcellanidae
Megalobrachium roseum 4,2 +0,36 554+1 29,79 + 2,36 19,14 + 3,51 33,99+ 2,26 0,76 1,56 2,05 Ausente Diminuto Presente estudo
Pachycheles monilifer 3,01 +0,26 5,12+0,76 4291 +2,10 16,44 + 2,04 4593 £ 2,11 0,59 2,61 4,42 Ausente Diminuto Presente estudo
Pachycheles riisei 4+0,28 3,53 +0,69 31,40+ 0,78 15,69 + 0,52 54,62 + 0,75 1,13 2 1,77 Ausente Diminuto Presente estudo
Petrolisthes armatus* 16,73+ 2,03 22,35+2,73 133,80 +4,22 67,19+2,64 306,05+10,68 456,58+9,77 0,75 1,99 2,65 Ausente Diminuto Presente estudo
Petrolisthes granulosos 5,98 +0,53 9,93+1,23 90,52 +3,91 52,84 + 6,38 96,50 + 3,92 0,6 1,17 1,95 Ausente Diminuto Presente estudo
Petrolisthes laevigatus 5,14 + 0,49 1454 +£256  111,31+13,58 49,88 +3,11 116,45 + 13,69 0,35 2,23 6,37 Ausente Diminuto Presente estudo
Pisidia brasiliensis 8,93+ 0,77 5,08 £ 0,57 15,62+ 2,11 15,7+ 1,15 24,55+ 1,45 1,76 0,99 0,56 Ausente Diminuto Presente estudo
Porcellana sayana 2,73+0,49 4,36 £ 0,95 41,14 +1,38 13,64 +1,25 43,87 +£1,11 0,63 3,02 4,79 Ausente Diminuto Presente estudo
Galatheidae
Galathea intermedia 12+01 09+0,1 222575 4,59 £ 0,79 223,7+7,6 1,33 48,47 36,44 Ausente Diminuto Kronemberger et al., (2004)
Lomisidea
Lomis hirta 103,26 16,3 83,69 60,86 189,95 7,99 1,38 5,78 Ausente Longo Tudge (1997c) n=1
Lithodidae
Lithodes maja 63+ 15 475+25 1545+ 57,5 85+ 12 2175+725 1,33 1,82 1,37 Presente Curto Tudge (1998)
Paguridae
Pagurus brevidactylus 93,57 +17,33 559+141 110,89 +18,86 27,92 +5,86 179,62 + 28,02 16,74 3,97 0,24 Presente Curto Fantucci & Mantelatto (2011)
Pagurus criniticornis 101,05 +£1,97 5,96 + 1,57 110,7 + 31,17 28,09 + 7,46 189,5 + 36,62 16,95 3,94 0,23 Presente Longo Fantucci & Mantelatto (2011)
Pagurus hirtimanus 106+ 6 53+3 284 £ 4 152,14 £2,14 390 + 10 2 1,87 0,94 Presente Longo Tudge (1996)
Pagurus pollicaris 67,31+£9,6 33,75+ 3,75 775+25 43,75+ 3,75 144,81 +12,12 1,99 1,77 0,89 Presente Curto Tudge (1996)
Pagurus emerita 49,2+6,5 65+1,4 92,6+72 452 +7,3 133,47 £ 8,88 7,57 2,05 0,27 Ausente Curto Tirelli et al., (2010)
Petrochirus diogenes 524,9 +154,9 48,5+16,07 26353+6575  250+654 728,3+201,3 6,56 1,05 0,16 Ausente Longo Buranellz & M)antelatto
2012
Diogenidae
Calcinus minutos 106,25 £ 10,1 16,8 +5,27 515+15 50,5+0,5 157,75+ 11,6 6,32 1,02 0,16 Ausente Longo Tudge, (1991)
Calcinus latens 130 + 45 25+11 89,80+17,8 84,30+ 18,6 201 +58 11 0,86 0,08 Ausente Longo Tudge, (1991)
Calcinus tibicen 218,5+10,5 25+4,17 97,92 + 14,59 99,99 +4,17 316,41 + 4,09 8,74 0,98 0,11 Ausente Longo Amadio e Mantelatto (2009)
Dardanus lagopodes 570 + 29,44 25,96 +5,44 70+ 4,90 79,67 +2,87 640 + 26,28 5,42 1,71 0,32 Ausente Longo Tudge (1991)
Dardanus insignis 489,9 + 193,42 26,63 +10,9 230,43 £ 93,77 94,24+ 37,72 720,53 + 286,05 18,4 2,45 0,13 Ausente Longo Tudge (1991)
Parapaguridae
Sympagurus sp. 305+15 53+3 76 + 15 775+195 106,5 + 16,5 0,58 0,98 1,69 Presente Curto Tudge (1996)
Coenobitidae
Coenobita perlatus 133,23 £43,23 44,075+ 11,48 79+18 78+£20,1 209,23 + 28,23 3,02 0,98 0,32 Ausente Longo Tudge (1991)
Coenobita rugosus 35,28 + 3,28 15,45+ 1,15 1485+15 99+1 183,78 £+ 178 2,28 1,5 0,66 Ausente Curto Tudge (1991)
Coenobita brevimanus 115,5+ 3,35 33,25 +5,55 176 £ 4 106,5+3,5 2945+7 3,35 1,72 0,51 Ausente Longo Tudge (1991)
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Discusséao

O sistema reprodutor masculino de Porcellanidae localizado no cefalotérax é
composto por um par de testiculos conectados a um par de vasa deferentia como
ja observado para outros Decapoda (Matthews, 1953; McLaughlin, 1983; Krol et al.,
1992; Amadio e Mantelatto, 2009; Zara et al., 2012). Por sua vez, o sistema
reprodutor masculino ndo mostra diferencas anatdbmicas macroscopicas,
semelhantes ao sistema reprodutor descrito para algumas espécies de ermitdes
(Mouchet, 1931; Matthews, 1953, 1956; Manjén-Cabeza e Garcia Raso, 2000;
Scelzo et al., 2004; Tirelli et al., 2006b, 2007, 2008; Amadio e Mantelatto, 2009;
Mantelatto et al., 2009).

Em Porcellanidae o testiculo foi classificado histolégicamente como do tipo
lobular. As células germinativas no interior dos &cinos estdo do mesmo estagio de
desenvolvimento (Nagao e Munehara (2003). A espermatogénese das espécies
agui analisadas apresenta as mesmas caracteristicas histolégicas encontradas em
outros Decapoda descritos na literatura (Garcia e Silva, 2006; Castilho et al., 2008;
Santos et al.,, 2009; Zara et al., 2012; Tiseo et al., 2014). A categorizacdo das
espermétides em estagios (inicial, médio e tardio) pelo aumento da vesicula
acrossomal, bem como o formato do ndcleo, seguiu 0 modelo proposto para
caranguejos, tendo em vista a similaridade histoldgica do espermatozoide (Zara et
al., 2012; Nascimento e Zara, 2013; Tiseo et al., 2014). Nas diferentes fases das
esperméatides, modificacBes semelhantes principalmente em relacdo a polarizacao
do nucleo, ocorrem nos Anomura Diogenes pugilator (Roux, 1829) e Aegla platensis
Schmitt, 1942, em Astacidea Nephrops norvegicus (Linnaeus, 1758) e Axiidea
Callichirus major (Say, 1818) descritas na literatura (Manjon-Cabeza e Raso, 2000;
Sokolowicz et al., 2007, Rottlant et al., 2012 e Souza et al., 2018). O vaso deferente
de Porcellanidae, macroscopicamente apresenta-se como um tubulo simples,
dnovelado e sem diferenca morfoldgica significativa, 0 que parece ser o padrao
encontrado para Anomura de acordo com o que foi observado em literatura
(Buranelli et al., 2014).

Nas espécies aqui estudadas o vaso deferente é constituido por trés camadas:
uma camada externa conjuntiva, uma camada muscular intermediaria e o epitélio
interno, seguindo o padrdo de Decapoda (Hinsch e Walker, 1974; Kooda-Cisco e
Talbot, 1986; Ro et al., 1990; Benhalima e Moriyasu, 2000; Sime¢ et al., 2009). A

musculatura observada nas espécies de Porcellanidae, com a distribuicdo das
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fibras longitudinais, helicoidais e outras fibras, mais externas, circular, auxiliam
significativamente na formacédo dos espermatoforos e na transferéncia do fluido
seminal, por meio das contracdes seguindo o padrdo proposto para Anomura
(Mouchet, 1931; Tudge, 1991). Em Porcellanidae, as células da camada epitelial
ao longo do vaso deferente apresentaram o mesmo padréo, tipicamente secretor
de glicoproteinas. A lamina basal possui inUmeras invaginacbes com muitas
mitocondrias, indicativo de absor¢cdo de compostos da hemolinfa, os quais serdo
essenciais para a formacao do fluido seminal, assim como observado em glandulas
produtoras de seda, para a producdo das proteinas fibroina e sericina (Zara e
Caetano, 2002). Além disso, o citoplasma é preenchido com uma grande
guantidade de RER e complexo de Golgi, produzindo pequenas vesiculas
secretoras, e fluido seminal, com a mesma caracteristica em todas as regiées, o
que também foi observado para caranguejos Podotremata (Garcia-Bento et al.,
2018). Este tipo de caracteristica ultraestrutural das células do vaso deferente
segue o padréo geral de Decapoda (Hinsch, 1974; Kooda-Cisco e Talbot, 1986; Ro
et al., 1990; Garcia-Bento et al., 2018).

Em relacdo a histoquimica e histologia do vaso deferente bem como a
formacao dos espermatéforos tripartidos, ndo foram observadas diferencas nas
regides em Porcellanidae. Nas espécies aqui estudadas, a formacdo do
espermatéforo mostra o mesmo padrdo: Na PVD os espermatozoides estao
embebidos em uma secrecdo basofila tipo | glicoproteica positiva para
polissacarideos neutros e &cidos, que compacta os espermatozoides formando
uma longa massa espermatica. Ultraestruturalmente esta secrecéo é composta por
dois elementos granulares com diferentes eletrondensidades. Ainda na PVD, a
massa espermatica € envolvida por uma outra secrec¢dao tipo Il fortemente positiva
para proteinas, positiva para polissacarideos neutros e acidos. Vista sob TEM, esta
secrecdo € composta por uma substancia granular fortemente eletrondensa e outra
menos eletrondensa. Este mesmo padrdo foi descrito para o Anomura
Pleuroncodes planipes Stimpson, 1860 (Hinsch, 1991).

Na MVD e DVD nado foram observadas diferencas significativas. Em
Porcellanidae na MVD, a parede do espermatoforo comeca a ser formados por
aglutinagdo do material mais eletrondenso da secrecao tipo Il, e 0 componente
menos eletrondenso desta mesma secrecdo com o auxilio de contracdes

musculares, comeca a separar e moldar os espermatoforos. Ainda nesta regiao,
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ocorre a secrecao acidoéfila nomeada neste estudo de tipo Ill formando o cordao
que adere os espermatoforos atraves do pé. Os espermatéforos por sua vez tém
sua formacao concluida na DVD, no qual encontram-se totalmente separados com
ampola, pedunculo e pé bem definidos. Dentro de Anomura, espécies descritas ha
literatura, bem como Pleuroncodes planipes, Pagurus excavatus (Herbst, 1791),
Pagurus prideaux Paguristes eremita, (Linnaeus, 1767), Dardanus insignis (de
Saussure, 1857); Calcinus tubularis (Linnaeus, 1767) e Galathea intermedia
apresentaram o mesmo padrédo de formacdo dos espermatéforos observado nos
Porcellanidae (Mouchet, 1931; Hinsch, 1991; Kronenberger et al., 2004; Tirelli et al.,
2006, 2010; Buranelli et al., 2014).

Em Anomura, o0s espermatoforos geralmente sdo pedunculados
(Subramoniam, 1993; Tudge, 1999b) e podem ser divididos em trés grandes
regibes: ampola, peduinculo de comprimento variavel, e um pé (Tudge, 1991,
1999a; Subramoniam, 1993). Entretanto, em algumas espécies, além da ampola
principal, nota-se o surgimento de uma ampola acessoéria, que muitas vezes €&
encontrada proximo ou ao lado do pedunculo. Esta ampola acessoéria, é formada
pela mesma parede da ampola principal, podendo ou ndo conter espermatozoides,
porém sua fungéo ainda néo é totalmente conhecida (Tudge, 1999).

Tudge, (1991, 1997c) propdem a utilizacdo dos espermatéforos como carater
para separar familias de ermitbes. Seguindo a filogenia a partir de inferéncia
bayesiana proposta Bracken-Grissom et al., (2013), a infraordem Anomura esta
dividida em dois clados, sendo um formado pela superfamilia Hippoidea Latreille,
1825 e o outro pelas superfamilias Aegloidea Dana, 1852, Lomisoidea Bouvier,
1895, Chirostyloidea Ortmann, 1892, Galatheoidea Samouelle, 1819, Paguroidea
Latreille, 1802 e Lithodoidea Samouelle, 1819 (Bracken- Grissom et al.,2013).

Dentro do clado composto pelas superfamilias Aegloidea, Lomisoidea,
Chirostyloidea, Galatheoidea, Paguroidea e Lithodoidea os espermatoforos
seguem o padrdo tipico, pedunculado, tripartido e separados uns dos outros
(Mouchet, 1931; Tudge 1995a,b, 1997, 1999b; Kronenberger et al., 2004). Ainda
dentro deste grupo, notam-se dois clados. O primeiro clado é formado pelas
superfamilias Galatheoidea, Chirostyloidea, Lomisoidea e Aegloidea sendo grupo
irméo do segundo clado formado por Lithodoidea e Paguroidea. (Bracken-Grissom,
et al.,, 2013). No primeiro clado, apenas os espermatéforos de Limosoidea e

Galatheoidea sdo conhecidos. A superfamilia Galatheoidea é um grupo
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monofilético, formada por Munidopsidae que tem seu espermatéforo desconhecido,
Munididae, Galatheidae e Porcellanidae.

Os espermatoforos dos porcelanideos aqui estudados, seguem o padrao
classico pedunculado tripartido, com auséncia de ampola acessoria, como descrito
para a maioria dos Anomura (Mouchet, 1931; Tudge 1995a, b, 1999b, 1997). Porém
diferente do que foi visto em outras superfamilias, o espermatoéforo de
Porcellanidae é formado por um pedunculo diminuto, sendo esta a mesma
morfologia descrita para o Galatheidae Galathea intermedia e para o Munididae
Pleuroncodes planipes (Hinsch, 1991; Kronenberger et al., 2004). Pleuroncodes
planipes teve seu espermatéforo descrito como massas espermaticas individuais
em ultraestrutura (Hinsch, 1991). Além disso, por meio da andlise das imagens nota-
se que as massas espermaticas tém uma capsula, caracterizando a ampola.
Adicionalmente, e apesar de nao ter sido possivel realizar a mensuragdo do
pedunculo, devido a auséncia da barra de escala, em uma das fotos com um
aumento de 7.000 vezes, foi possivel observar o pedunculo completo, além da base
da ampola, na mesma imagem, permitindo classificar o peddnculo como diminuto,
assim como em Porcellanidae. (Hinsch, 1991). Portanto, o pedunculo diminuto é
um caracter compartilhado dentro de Galatheoidea.

Em Lomisidae, na espécie Lomis hirta (Lamarck, 1818), pesar da imensa
semelhanca morfolégica com o0s caranguejos porcelana, seu espermatoforo é
bastante diferente de Porcellanidae, sendo constituido por um longo pedunculo,
ampola simples, e auséncia de ampola acessoria.

No outro clado, dentro da superfamilia Lithodoidea, a espécie Lithodes maja
(Linnaeus, 1758) possui o espermatéforo tripartido com pedunculo classificado
como curto neste presente estudo, e presenca de ampola acessoria (Tudge et al.,
1998). Paguroidea €& composta pelas familias Parapaguridae, Paguridae,
Coenobitidae e Diogenidae (Bracken-Grissom, et al., 2013). Em Parapaguridae, o
gue se sabe da morfologia dos espermatoforos resume-se na espécie Sympagurus
sp. Smith, 1883, no qual os espermatéforos também apresentam pedunculo curto
e presenca de ampola acessoria (Tudge, 1991).

Nas familias Paguridae e Coenobitidae, as espécies descritas em literatura
nao mostram padrdo ou caracteristicas na morfologia dos espermatoforos que
permitam separar as familias e géneros. Em Paguroidae, as espécies Pagurus

pollicaris Say, 1817, e Pagurus brevidactylus (Stimpson, 1859) possuem
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espermatéforos com curto peddnculo e apresentam ampola acessoria,
caracteristica compartilhada com as familias Lithodoidae e Parapaguridae (Tudge,
1991; Tudge et al., 1998; Fantucci e Mantelatto, 2011). A espécie Pagurus emerita
apresenta também espermatéforo com pedunculo curto, porém com auséncia de
ampola acessoria (Tirelli, et al., 2010). Em contrapartida, nas espécies Pagurus
criniticornis (Dana, 1852) e Pagurus hirtimanus White, 1847 o espermatoforo possui
um longo pedunculo e ambas possuem ampola acessoéria (Tudge, 1996; Fantucci e
Mantellato, 2011). Para Petrochirus diogenes (Linnaeus, 1758), o espermatéforo foi
classificado com peddnculo longo, porém com auséncia de ampola acessoria
(Buranelli e Mantellato, 2012). Na familia Coenobitidae, de maneira geral, as
espécies apresentam espermatéforos com auséncia de ampola acesséria, porém o
tamanho do peddnculo é varidvel. Em Coenobita perlatus H. Milne Edwards, 1837
e Coenobita breviamnus Dana, 1852, os espermatéforos possuem pedunculo
longo, enquanto na espécie Coenobita rugosus H. Milne Edwards, 1837, o
espermatéforo € composto por um pedunculo classificado como curto (Tudge,
1991).

Em geral, os Diogenidae possuem espermatoforos com pedunculo alongado
e se destacam por possuirem grande variedade de formas e tamanho da ampola,
porém com auséncia total de ampola acessoria (Tudge, 1991). Em Dardanus
insignis (de Saussure, 1857) Calcinus latens (Randall, 1840), Calcinus minutos
Buitendijk, 1937, Calcinus tibicen Herbst, 1791, os espermatéforos seguem o
padrao visto para outros Anomura, contendo uma ampola simples, presa a um
longo e estreito pedunculo fixado a um pedestal (Tudge, 1991; Amadio e
Mantelatto, 2009). Em contrapartida, Loxopagurus loxochelis (Moreira, 1901) e
Clibanarius corallinus (H. Milne Edwards, 1848) possuem espermatoforos onde o
pedunculo ndo é penetrado totalmente na ampola, estes sdo anexados apenas na
base da ampola (Tudge, 1991; Scelzo et al., 2004). Outra variacdo em relacdo a
ampola dentro desta familia ocorre na espécie Dardanus lagopodes (Forskal,
1775), onde seu espermatéforo € composto por duas ampolas separadas, ambas
com paredes distintas que compartilham um mesmo pedunculo, por isso nao
saoconsideradas ampolas acessorias (Tudge, 1991). Uma excecdo dentro de
Diogenidae ocorre para a espécie Clibanarius vittatus (Bosc, 1802) que foi
considerado ndao pedunculado por Hess e Bauer (2002), porém através das

imagens de histologia e microscopia eletronica de varredura do trabalho de
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Sant’anna et al., (2012), claramente pode-se observar a continuidade da ampola
formando uma estrutura que contém as mesmas caracteristicas do pedunculo.

Por fim, uma caracteristica unica ocorre em Aegloidea, que € o Unico grupo
que possui grandes diferencas no empacotamento espermatico. Espécies
pertencentes a esta superfamilia possuem o vaso deferente com epitélio delgado e
espermatozoides livres no fluido seminal, em todas as regifes, portanto o
espermatoéforo esta ausente (Sokolowicz et al., 2007; Subramoniam, 2017). Esta
caracteristica pode estar relacionada com a transferéncia espermatica, neste grupo
anico, que conquistou agua doce e é exclusivo da América do Sul. Assim, devido
aos seus ovocitos sdo grandes e ricos em vitelo (Sokolowicz et al., 2007,
Subramoniam, 2017) a auséncia de espermatéforo pode ser uma adaptacao para
prevenir a poliespermia e a perde de espermatozoides. Esta mesma proposta &
levantada para os caranguejos de agua doce, os quais compartilham auséncia de
espermatéforos, ovécitos grandes e desenvolvimento direto (Guinot, et al., 1977,
Klaus et al, 2009) sendo, portanto, caracteristicas que ocorreram
independentemente em animais que conquistaram agua doce.

Em conclusdo, quando comparamos a morfologia do espermatéforo de
Porcellanidae do presente estudo, com os espermatéforos das demais familias de
Anomura, seguindo a filogenia proposta Bracken-Grissom et al. (2013),
percebemos que o espermatoforo tripartido € uma plesiomorfia em Anomura,
(Tudge, 1997¢) sendo o pedunculo diminuto é uma sinapomorfia de Galatheoidea.
O pedunculo longo, por sua vez, € uma homoplasia, ocorrendo em Lithodidae,
Paguridae, Diogenidae, Coenobitidae e Lomisidae. A ampola simples € uma
homoplasia, uma vez que, € observada em Galatheoidea, Lomisoidea e
Diogenidae. Em Aegloidea observa-se uma autopomorfia, sendo que nesta familia
nao ocorre formacdo de espermatoforo. Desta maneira, os espermatéforos nao
podem ser considerados como carater seguro para separacao de familia, género e
espécies em Anomura. Assim, o sistema reprodutor masculino da familia
Porcellanidae, aqui pela primeira vez descrito, tem como padrdo ser. 1)
simplificado, 2) sem regides anatdbmicas distintas, 3) com fluido seminal complexo,
4) espermatéforos moldados por contracbes musculares, 5) aderidos a um cordao
gelatinoso protéico e 6) separados, uns dos outros devido a a¢do da secrecao tipo
Il (proteica e com polissacarideos neutros e acidos), sendo estas as caracteristicas

previsiveis a serem encontradas em futuros estudos para esta familia e,
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provavelmente, para a maioria dos Anomura.
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Resumo

Neste trabalho foi realizado a descricdo comparativa da ultraestrutura dos
espermatozoides de sete espécies de Porcellanidae e, por meio da filogenia
propomos a evolucdo dos caracteres espermaticos em Galatheoidea. Todos os
caranguejos porcelana estudados mostraram um conjunto particular de caracteres
em relacdo a morfologia da vesicula acrossomal, que varia de oblongo-eliptico,
sendo mais longa do que larga. Os caracteres que diferenciam os Porcellanidae
dos outros Galatheoidea s&o opérculo centralmente perfurado, a presenca do cone
perforatorial eletrondenso e anel perforatorial posterior na base da vesicula
acrossomal. Dentro de Porcellanidae o clado formado por Pisidia e Porcellana
(Pisidia brasiliensis e Porcellana sayana), foi separado dos outros géneros pela
presenca de “‘ombro” na regido apical do acrossoma, formado pelo material
subopercular, que se estende até a regiao média. A auséncia do botédo apical é um
caracter ancestral da familia, sendo a sua presenca uma autapomorfia para Pisidia.
Porcellana sayana e Megalobrachium roseum possuem o cone perforatorial se
estendendo até a abertura opercular. Petrolisthes, tem como caracteristica
exclusiva a estrutura pela primeira vez descrita como anel tubular, eletrondenso.
Assim, a ultraestrutura do espermatozoide mostra-se como ferramenta importante
para estudos filogenéticos e, com os dados disponiveis, pode-se presumir que 0
espermatozoide do ancestral Porcellanidae apresentava: 1) opérculo centralmente
perfurado, 2) sem botdo apical, 3) com cone perforatorial, e 4) anel perforatorial na
base do acrossoma. O restante dos caracteres da vesicula acrossomal excéntrica,
com camadas concéntricas e camara perforatorial sdo caracteristicas
compartilhadas com os Galatheoidea e outros Anomura.

Palavras-chave: evolucéo; filogenia; microscopia eletrénica de transmisséo;

morfologia; Porcellanidae.
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Abstract

In this work, a comparative description of the spermatozoa ultrastructure of seven
species of Porcellanidae is carried out and, through phylogeny, we propose the
evolution of sperm characters in Galatheoidea. All porcelain crabs studied show a
particular character set in relation to the acrosomal vesicle morphology, which varies
from oblong-elliptical, being longer than wide. The characters that differentiate
Porcellanidae from other Galatheoidea are centrally perforated operculum, the
presence of the electrondense perforatorial cone and posterior perforatorial ring at
the base of the acrosomal vesicle. Within Porcellanidae, the clade formed by Pisidia
and Porcellana (Pisidia brasiliensis and Porcellana sayana) was separated from the
other genera by the presence of a "shoulder” in the apical region of the acrosome,
formed by the subopercular material, which extends to the middle region. The
absence of the apical button is an ancestral character of the family, and its presence
is an autopomorphy for Pisidia. Porcellana sayana and Megalobrachium roseum
have the perforatorial cone extending to the opercular opening. Petrolisthes, has as
its exclusive feature the structure for the first described as a tubular, electrondense
ring. Thus, the sperm ultrastructure is an important tool for phylogenetic studies and,
with the available data, it can be assumed that sperm from the ancestor
Porcellanidae presented: 1) centrally perforated operculum, 2) without apical button,
3) with perforatorial cone, and 4) perforatorial ring at the base of the acrosome. The
rest of the characters of the eccentric acrosomal vesicle, with concentric layers and
perforatorial chamber are characteristics shared with the Galatheoidea and other
Anomura.

Key-words: evolution; phylogeny; transmission electronic microscopy;
morphology; Porcellanidae.
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Introducéo

Os Porcellanidae Haworth, 1825, conhecidos popularmente como
caranguejos porcelana, s&o pertencentes a infraordem Anomura com
aproximadamente 30 géneros distribuidos em todo o mundo (Veloso et al.,1999;
Mantelatto e Miranda, 2016). Este grupo exerce um papel de grande importancia
ecologica, uma vez que sao filtradores e Unicos entre 0s representantes da
superfamilia Galatheoidea Samouelle, 1819, a servirem como elo entre a matéria
organica particulada e os niveis troficos superiores no ecossistema intermareal e
intertidal (Veloso e Melo, 1993; Veloso et al., 1999).

A infraordem Anomura, grupo irmao de Brachyura, é formada por dois
grandes clados. (Bracken-Grissom et al., 2013; Wolf et al., 2019) O primeiro clado,
€ composto pela superfamilia Hippoidea, enquanto o segundo, engloba as
superfamilias: Aegloidea, Lomidoidea, Chirostyloidea, Galatheoidea, Paguroidea e
Lithodoidea. Porcellanidae, pertence a superfamilia Galatheoide, que por sua vez,
€ um grupo monofilético. Apesar de Anomura ser um taxon valido, as relacées de
parentesco entre as familias e géneros séo conflitantes nas filogenias existentes,
sendo assim objeto de investigacdes constantes em nivel morfol6gico e molecular
(Tudge, 1997c). Andlises filogenéticas e morfolégicas de larvas, bem como
moleculares de representantes adultos de Anomura mostram que as relacdes de
parentesco entre os Anomura ainda nao estdo totalmente estabelecidas,
evidenciando grande complexidade (McLaughlin, 1983b; Scholtz e Richter, 1995).

A ultraestrutura dos espermatozoides e espermatdforos vem sendo utilizada
como uma importante ferramenta para a resolucdo de empasses taxonémicos e
relacdes filogenéticas em crustaceos decapodes (Jamieson, 1994; Tudge, 1995,
19964, b, 1997c, 2009; Camargo et al., 2016, 2017; Assugeni et al., 2017; Garcia
Bento et al., 2019).

Recentemente, a ultraestrutura dos espermatozoides vem sendo integrada a
matrizes de dados moleculares, com o intuito de reconstruir o carater ancestral a
partir de arvores geradas pelo mapeamento de caracteres, aumentando a confianca
das hip6teses evolutivas e possibilitando maior entendimento dos caracteres
compartilhados entre os grupos mais proximamente relacionados (Tudge 2009;
Camargo et al., 2016, 2017; Assugeni et al., 2017; Garcia Bento et al., 2018).

A ultraestrutura dos espermatozoides em Anomura €& semelhante a

encontrada em Brachyura, entretanto, a principal diferenca esta relacionada a
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composicdo e zonacao da vesicula acrossomal (Tudge, 1992, 1995). Em Anomura,
a ultraestrutura do espermatozoide € mais conhecida nas superfamilias
Lithodoidea, Paguroidea, Aegloidea, Lomisoidea, Hippoidea, (Matthews, 1956;
Tudge e Jamienson, 1991; Tudge, 1991, 1995a,b, 1998; 2003; Tudge e Scheltinga,
2002; Tirelli et al., 2008, 2013; Santos e Mantelatto, 2011; Buranelli et al., 2014)
sendo Galatheoidea pouco representada ainda, com algumas espécies em
Munidae como Pleuroncodes planipes Stimpson, 1860, Munida rugosa (Fabricius,
1775) e Cervimunida johni Porter, 1903 e em Galatheidae como Galathea
intermedia Lillleborg, 1851, Galathea strigosa (Linnaeus, 1761), Galathea
squamifera Leach, 1814 e Allogalathea elegans (Adams & White, 1848) descritas
em literatura (Hinsch, 1991; Tudge 1995a,b; Jamieson e Tudge 2000; Kronenberg
et al. 2004). Apesar da grande variedade e abundancia das espécies de
Porcellanidae, poucos membros desta familia tiveram os espermatozoides
estudados sob o ponto de vista ultraestrutural, sendo somente conhecido para
Petrolisthes armatus (Gibbes, 1850), Petrolisther lamarckii (Leach, 1820), Polyonyx
transversus (Haswell, 1882), Pisidia longicornis (Linnaeus, 1767) e Aliaporcellana
suluensis (Dana, 1852) (Tudge e Jamieson, 1996 a, b), o que ndo permite contar a
historia evolutiva destas células chave para a fertilizacdo, para a familia ou a
superfamilia.

Desta maneira, este trabalho descreve a ultraestrutura dos espermatozoides
de Megalobrachium roseum (Rathbun, 1900), Petrolisthes armatus, Petrolishes
galathinus (Bosc, 1801), Petrolisthes granulosus (Guérin, 1835), Petrolisthes
laevigatus (Guérin, 1835), Pisidia brasiliensis Haig in Rodrigues da Costa, 1968 e
Porcellana sayana (Leach, 1820) espécies da familia Porcellanidae de maneira
comparativa a literatura existente, integrando o mapeamento dos caracteres
morfologicos associados a uma proposta filogenética, com intuito de contar a

histdria evolutiva dos espermatozoides em Galatheoidea.

Material e Métodos

Machos adultos (N = 5) de Megalobrachium roseum, Pisidia brasiliensis,
Porcellana sayana, Petrolisthes armatus e Petrolisthes galathinus foram coletados
nos municipios de Ubatuba (25 °07°385°S /47 ° 52°508 W) e S&o Vicente, Estado
de S&o Paulo, Brasil (23°58°'562.19”S / 46°27°15.66”W). Os exemplares (N = 2)

Petrolisthes laevigatus e Petrolisthes granulosus foram coletadas no municipio de
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Valdivia (39°48'51” S/ -73° 14’45” O), Chile. Os espécimes foram coletados de
acordo com as exigéncias do seu habitat (manual, por mergulho autbnomo ou
arrasto). Apos as coletas os animais foram transportados vivos acondicionados em
caixas de isopor com aeracao.

Para descricdo ultraestrutural dos espermatozoides, os animais foram

anestesiados em choque térmico (- 20°C) por 10 minutos e dissecados. Pequenas

porcoes (1mm3) do vaso deferente distal (DVD) foram fixadas por quatro horas em
solucéo Karnovsky (2,5% de glutaraldeido e 2% de paraformaldeido) em tampéo
cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,3) preparado com agua do mar filtrada.
Posteriormente, as amostras foram lavadas no mesmo tampé&o e pés-fixadas em
tetréxido de 6smio 1%. A contrastacdo “En Bloc” foi realizada com acetato de
uranila 1% e, em seguida, as amostras foram desidratadas em séries crescentes
de acetona (50% a 100%) e embebidas em resina Epon-Araldite. Cortes finos e
ultrafinos (50-60 nm) foram obtidos em ultramicrotomo Leica UC7, coletados em
grades de cobre e contrastados com acetato de uranila 2% e citrato de chumbo 2%
(Zana et al., 2001). As amostras foram analisadas no Microscopio Eletrénico de
Transmissdo JEOL J1010, com aceleracao dos elétrons a 80KV e as micrografias
foram obtidas com camera digital Gatan.

Para a descri¢do dos espermatozdides foi utilizada a nomenclatura proposta
por (Tudge e Jamieson, 1996a,b). A morfologia da vesicula acrossomal e da
camara perforatorial foi baseada nas formas de gregarinas segundo Clopton (2004).
Para a medida do acrossoma e da camara perforatorial levou-se em conta a maior
largura e a maior altura das estruturas. O resumo dos resultados referente a
comparacao da ultraestrutura dos espermatozoides de Porcellanidae com os
demais Anomura obtidos neste trabalho, encontram-se no material complementar
organizados na tabelas 1 e 2.

Para a caracterizacdo morfolégica dos espermatozoides, fragmentos de
vaso deferente também fixados em solucdo de Karnovsky (1965) foram analisados
sob microscopia de luz e eletrbnica. Para a microscopia de luz, os vasos deferentes
passaram pela montagem total, com leve esmagamento da laminola contra a
lamina. Os espermatozoides foram analisados e fotografados no microscoépio de
contraste interdiferencial de fase (DIC) Zeiss Axioscope, por meio do programa Axio

Vision. Para a microscopia eletrbnica de varredura, as amostras apés, foram
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completamente secas no ponto critico EMS 850, com CO: liquido. Os materiais
foram aderidos aos “stubs” e recobertos por ouro (5 nm) em no metalizador
Supputering SC 070 Balzer Union. As imagens foram obtidas no MEV Zeiss Evo 10,
operado com voltagens variando de 10-20 kV.

Filogenia

Os cladogramas foram construidos utilizando sequéncias concatenadas dos
genes 16S rDNA e COI mtDNA disponibilizadas na plataforma GenBank (Tabela I).
O alinhamento das sequéncias foi realizado no Clustal/W (Thompson et al., 1994)
via Bioedit v. 7.0.5.3 (Hall, 1999). O melhor modelo evolutivo foi encontrado
seguindo o critério de AIC no software jModelTest 2 (Guindon et al., 2003), sendo
o modelo GTR+G+l. A hipétese filogenética foi gerada pelo método de Maxima
Verossimilhanca utilizando o software RAXML-HPC2 on XSEDE (Stamatakis, 2014)
via plataforma online CIPRES (Miller et al., 2010) com 1000 réplicas. A edicdo das
arvores filogenéticas e o enraizamento via grupo externo utilizando as espécies
Atyopsis sp. e Solenocera sp., foram realizados no FigTree 1.3.1 (Rambaut, 2009).
Foi construida uma matriz com os dados morfoldégicos da ultraestrutura dos
espermatozoides das espécies estudadas e disponiveis da literatura (Tudge,
1995a, b; Jamieson 1991b; Lohrmann e Rainieri, 1995; Koltzoff, 1906;
Kronenberger et al., 2004; Hinsch, 1991; Tudge e Jamieson 1996a,b; Retzius,
1909). Nesta matriz, os caracteres selecionados foram o opérculo, anel perforatorial
posterior, cone perforatorial denso, apice do cone perforatorial alcancando a
abertura opercular, anel tubular, ombro na regido apical formado pelo material
subopercular e botédo apical. Para designar o estado do carater, foram atribuidos
numeros, sendo “opérculo” pode ser perfurado (1) ou fechado (2), o “anel
perforatorial posterior” pode estar ausente (0) ou presente (1), o “cone perforatorial
denso” pode estar presente (1) ou ausente (2), o “apice do cone perforatorial” pode
alcancar (1) ou nao (2) a abertura opercular; e o botdo apical pode estar presente
(1) ou ausente (0). A matriz e a arvore gerada pela Maxima Verossimilhanca foram
carregadas no Mesquite v.3.04 (Maddison e Maddison, 2015) para a reconstrucao

da histéria do carater segundo o critério de parcimonia.

Resultados

Morfologia geral do espermatozoide em MEV e DIC
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Em geral, os espermatozoides de Porcellanidae chamam a atenc&o por
serem alongados e complexos. Todas as espécies aqui estudadas e as descritas
em literatura apresentam padrdao em sua morfologia. S4o compostos por uma longa
vesicula acrossomal que varia seu formato de oval a elipsoide anexada
posteriormente a um volumoso nudcleo globular através da regido do citoplasma com
trés ou mais bracos microtubulares longos que se estendem lateralmente a partir
da regido citoplasmatica (Fig. 1A-F). Os espermatozoides sob MEV e DIC foram
registrado apenas nas espécies Pisidia brasiliensis (Fig. 1A), Petrolisthes armatus
(Fig. 1B-D) e Porcellana sayana (Fig. 1E e F). As espécies Petrolisthes galathinus,
Petrolisthes laevigatus, Petrolisthes granulosus e Megalobrachium roseum aqui
estudadas também tiveram seus espermatozoides observados sob MEV e DIC,
porém, as micrografias ndo possuiram resolucéo consistente para ser usadas neste
trabalho, mas foi confirmada e descrita a presenca de todas essas caracteristicas

morfologicas dos espermatozoides por microscopia eletronica de transmissao.

Caracterizacao geral das estruturas e camadas da vesicula acrossomal

do espermatozoide em Porcellanidae em ultraestrutura

Em todas as espécies aqui estudadas, os espermatozoides sdo compostos
por uma vesicula acrossomal que varia de oval a elipséide, cuja a porcéo anterior
foi caracterizada como a margem livre com o opérculo e a por¢ao posterior, aquela
em contato com o citoplasma. A vesicula acrossomal possui camadas concéntricas,
sendo a zona interna composta pelo material subopercular, material central do
cone, cone perforatorial e camada interna. Continuo a camada interna, fazendo
parte da zona interna da vesicula acrossomal, podem ocorrer anéis, sendo o anel
tubular na altura média da camara perforatorial, caracteristico para o género
Petrolisthes e o anel perforatorial posterior presente em todas as espécies de
Porcellanidae estudadas. As outras camadas concéntricas formam a zona externa
sendo composta pela camada externa e a camada periférica. Ao redor destas
Gltimas camadas, na regido apical do acrossoma, se nota uma ou mais camadas
extra-operculares, caracteristica das espécies Petrolisthes armatus e Petrolisthes
galathinus, respectivamente. No 4pice da vesicula acrossomal encontra-se o
opérculo eletrondenso e perfurado, sendo que no género Pisidia nota-se a presenca

de um bot&o apical na regido da perfuragdo opercular. Nas espécies do género
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Petrolisthes, nota-se um anel opercular na regido posterior do opérculo. O espaco
subopercular esta presente em todas as espécies de Porcellanidae, bem como a
presenca do cone perforatorial eletrondenso. A morfologia da camara perforatorial
€ variavel entre os géneros, principalmente em relacdo ao apice desta estrutura.
Nas espécies de Petrolisthes, no interior do da camara perforatorial notam-se
septos, que sao caracteristicos para este género. Na espécie P. galathinus, ao
redor da camara perforatorial encontram-se projecdes microvilares e corrugacdes
na camada externa do acrossoma. Todas estas caracteristicas utilizadas para a

descricéo dos espermatozoides encontram-se sumarizadas na figura 2.

Ultraestrutura do Espermatozoides

Megalobrachium roseum

A morfologia geral da vesicula acrossomal do espermatozoéide de M. roseum
€ elipsoide, com opérculo eletrondenso, espesso e perfurado centralmente (Fig.
3A). O citoplasma envolve somente a por¢ao posterior da vesicula acrossomal (Fig.
3A). O opérculo eletrondenso dobra-se em direcdo a base da vesicula acrossomal
(Fig 3B). Abaixo do opérculo, compondo a zona interna, nota-se o material
subopercular, o qual € alcancado pelo apice do cone perfotorial denso e contém
centralmente o material central do cone, menos eletrondenso (Fig. 3B). Na regido
externa do cone perforatorial denso € possivel identificar a camada interna da
vesicula acrossomal, a qual é eletrondensa e granular, sendo observada somente
na regido apical da camara perforatorial (Fig. 3B). A morfologia da camara
perforatorial é elipséide, com apice marcadamente arredondado (Fig. 3A-B). Na
base do acrossoma encontra-se o anel perforatorial posterior, no qual é
eletrondenso, alongado e levemente dilatado. Na zona externa do acrossoma a
camada externa é menos eletrondensa que a camada periférica (Fig. 3D).

Em seccOes transversais sequenciais desde o apice, junto ao opérculo até a
base da camara perforatorial, junto ao citoplasma, nota-se a complexidade da longa
vesicula acrossomal sendo as alturas dos cortes representada numericamente no
diagrama geral da vesicula acrossomal em corte longitudinal (Fig. 4A). Em corte
guase perfeitamente transversal da regido apical da camara acrossomal na altura
da porcéo opercular (1 na figura 4A), nota-se o material central do cone que é

delimitado externamente pelo cone perforatorial denso eletrondenso. A camada
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interna da vesicula acrossomal é menos eletrondensa que o denso opérculo (Fig.
4B). Préximo ao apice da camara perforatorial (2 na figura 4A) é possivel observar
a forma circular desta camara, além da presenca do cone perforatorial denso sob a
camada acrossomal interna (Fig. 4C). No primeiro terco basal da vesicula
acrossomal (3 na figura 4A) nota-se a camara perforatorial, o anel tubular
eletrondenso como parte da zona interna o acrossomo, ndo mais sendoobservada
a camada acrossomal interna. Na zona acrossomal externa, a camada acrossomal
externa apresenta algumas estrias e sobre esta, ocorre a camada acrossomal
periférica (Fig. 4D). No corte transversal proximo a base da vesicula acrossomal (4
na figura 4A), a camara perforatorial é circular e o anel perforatorial posterior mostra
desenho semelhante a pétalas de uma flor pentdmera, e a zona acrossomal externa,
com algumas estrias, € menos eletrondensa que a zona acrossomal periférica (Fig.
4E).

Petrolisthes armatus

Os extensos espermatozoides apresentam a vesicula acrossomal alongada,
com morfologia elipséide, sendo mais longa do que larga (Fig. 5A). Logo abaixo
desta, nota- se uma estreita e longa faixa de citoplasma com varias membranas
transversais, como estrias, ligando o acrossomo ao nucleo volumoso. A regido
posterior da vesicula acrossomal tem a mesma largura do citoplasma (Fig. 5A). Na
regido apical ou anterior, a vesicula acrossomal possui opérculo espesso,
eletrondenso e centralmente perfurado, com formato de um domo alto, que se dobra
em direcdo a base do acrossoma (Fig. 5B). O opérculo é mais delgado na porcéo
anterior, tornando-se progressivamente mais espesso em direcdo a regido do
citoplasma ou posterior (Fig. 5B). Proximo a margem posterior do opérculo, nota-se
lateralmente a saliéncia sobre a superficie acrossomal, denominada anel opercular
(Fig. 5B). A zona interna do acrossomo comecga abaixo da regido perfurada do
opérculo com o material suborbercular de aspecto homogéneo e menos
eletrondenso que o opérculo (Fig. 5B), o qual torna-se mais fino em direcéo a base
do acrossoma. O apice do cone perforatorial eletrondenso ndo alcanca a regiao do
material subopercular (Fig. 5B), terminando na camada interna do acrossomo, que
nesta espécie possui duas regides distintas, sendo a regido ao redor do apice do

cone perforatorial menos eletrondensa e mais granular, do que a segunda regiao,
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gue envolve todo o restante do cone perforatorial que possui caracteristica menos
granular e mais eletrondensa (Fig. 5A- B). Centralmente ao cone nota-se o material
central do cone com eletrondensidade similar a camada interna do acrossoma (Fig.
5B). Externamente a camada interna e abaixo do material subopercular encontra-
se a zona acrossomal externa, onde a camada externa tem duas porg¢des, sendo a
apical mais eletrondensa e granular, enquanto a basal € menos eletrondensa com
granulos mais esparsos. Sobre a camada externa encontra-se a camada periférica
mais eletrondensa e homogénea (Fig. 5C). Um terceiro componente da zona
externa é camada extra-opercular com poucas camadas discretas, posicionada
externamente ao opérculo, no terco anterior da vesicula acrossomal, nao
alcancando o anel tubular (Fig. 5A-C). A morfologia da camara perforatorial é
deltéide gladiado com &pice ligeiramente agudo e arredondado (Fig. 5A-C). Na
regido média da cAmara perforatorial, a zona interna mostra o anel tubular dilatado
e eletrondenso (Fig. 5C) e, proximo a base da vesicula acrossomal na zona interna,
ocorre outro anel, o anel perforatorial posterior eletrondenso e estreito (Fig. 5D).
Na base da camara perforatorial ocorre um material citoplasmatico mais
eletrondenso e finamente granular (Fig. 5D).

A altura dos cortes transversais esta representada numericamente no
diagrama geral da vesicula acrossomal em seccao longitudinal na figura 6A. Em
seccdao transversal préxima ao apice, junto ao opérculo (1 na figura 6A) € possivel
notar o cone perforatorial denso, eletrondenso, preenchido pelo material central do
cone, as camadas interna e a externa do acrossomo menos eletrondensa, o
opérculo espesso e eletrondenso, além da camada extra-opercular eletronlicida
(Fig. 6B). A camara perforatorial € circular no seu terco apical (2 na figura 6A), junto
ao cone perforatorial eletrondenso (Fig 6B) tornando- se irregular, formando uma
figura de estrela de cinco pontas (3 na figura 6A), os septos perforatoriais, na altura
do anel tubular (Fig. 6D). Ao se aproximar da base da camara perforatorial (4 na
figura 6A), na altura do anel perforatorial posterior da zona interna, os septos da
camara perforatorial assumem a forma de “X” amplo, com apices arredondados.
Esta forma vai progressivamente tornando circular a medida em que se aproxima
da base da camara. Ainda nesta, acima do anel tubular posterior na camada interna,
a zona externa mostra a camada acrossomal externa menos eletrondensa, com

projecdes microvilares abaixo de camada periférica (Fig. 6E).
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Petrolisthes galathinus

O espermatozoide apresenta vesicula acrossomal bastante alongada com
formato elipsoide (Fig. 7A). Na base da vesicula acrossomal nota-se o citoplasma
que envelopa toda regido posterior da mesma (Fig. 7A). No 4pice da vesicula
acrossomal nota-se o opérculo espesso, perfurado e eletrondenso, em formato de
domo arredondado, com suas margens posteriores dobrando-se em direcdo a base
do acrossoma (Fig. 7B). Na regido posterior do opérculo, observa-se o anel
opercular posicionado mais proximo a regido média da vesicula acrossomal (Fig.
7A-B) que em P. armatus (Fig. 5A-B). Ao redor de toda a estrutura opercular, a
vesicula acrossomal mostra na zona externa, varias camadas extra operculares que
se estendem da regido anterior até a regido média do alcancando o anel tubular
(Fig. 7A-C). Em P. armatus esta camada extra opercular é Unica e com posicao
mais apical (Fig. 5A-C). Na abertura opercular e abaixo desta, nota-se o material
subopercular ligeiramente eletrondenso que ocorre até a altura do anel opercular
(Fig. 7B). O cone perforatorial eletrondenso estende-se anteriormente até o material
subopercular, sempre preenchido com o material central do cone menos
eletrondenso que o cone (Fig. 7B). A camada interna do acrossoma possui duas
regides, sendo a primeira, mais apical, com aspecto granular e menos eletrondensa
gue a segunda, basal, mais eletrondensa e homogénea, envolvendo a maior parte
do cone perforatorial (Fig. 7A-B). Ainda na zona interna, na regido média e basal
da vesicula acrossomal ocorrem respectivamente o anel tubular eletrondenso,
dilatado, e o anel posterior mais estreito (Fig. 7A-D). A morfologia da camara
perforatorial é deltdide com apice mais estreito que a base (Fig. 7A-B). No interior
desta estrutura, nota-se septos perforatoriais eletrondensos (Fig. 7C). A zona
externa do acrossomo mostra a camada externa do com duas regides distintas: a
metade apical mais eletrondensa que a metade basal com granulos esparsos e com
projecdes microvilares (Fig. 7C-D).

A secclOes transversais da vesicula acrossomal desde o apice, junto ao
opérculo até a base da camara perforatorial, junto ao citoplasma estéao
representadas numericamente no diagrama em seccéao longitudinal na figura 8A.
Na seccdo proxima a regido apical da vesicula acrossomal (1 na figura 8A),
observa-se na zona interna o cone perforatorial denso eletrondenso preenchido

pelo material central, a camada interna granular. Além disso, nota-se o opérculo
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eletrondenso e as varias e destacadas camadas extra-operculares da zona externa
da vesicula acrossomal (Fig. 8B). Na altura do anel tubular da zona interna do
acrossomo (2 na figura 8A), nota-se que a camara perforatorial forma um desenho
em forma de “X”, onde as reentrancias eletrondensas sao os septos perforatoriais
circundado pelo anel tubular (Fig. 8B). Nesta altura, pode-se observar que, sobre o
anel tubular ainda ocorre a camada acrossomal interna menos eletrondensa queo
anel tubular. Na zona externa, notam-se as projecdes microvilares da camada
externa, delimitadas pela camada periférica mais eletrondensa (Fig. 8C). A medida
em que as seccgdes aproximam-se da base perforatorial (3 na figura 8A), a camara
perforatorial passa a apresentar mais septos perforatoriais formados pelo anel
tubular, exibindo forma de uma estrela de cinco pontas (Fig. 8C). Externamente ao
anel tubular da camada interna, nota- se ainda o anel perforatorial posterior menos
eletrondenso em contato com a camada externa, da zona acrossomal externa (Fig.
8C). A morfologia em cruz da camara perforatorial vai progressivamente
desaparecendo, pela reducdo dos septos perforatoriais (Fig. 8D), a medida em que
0s cortes se aproximam da base da camara perforatorial (4 na figura 8A). O anel
perforatorial posterior passa ser Unico na margem da camara perforatorial e poucas
projecbes microvilares ocorrem na camada acrossomal externa menos
eletrondensa, a qual é seguida pela camada acrossomal periférica perfazendo a

zona acrossomal externa (Fig. 8D).

Petrolisthes granulosus

A vesicula acrossomal do espermatozdide de P. granulosus mostra-se
elipséide, mais larga do que longa, com opérculo eletrondenso, delgado e perfurado
centralmente (Fig. 9A). O citoplasma envolve somente a porcdo posterior da
vesicula acrossomal (Fig. 9A). O opérculo eletrondenso se dobra em direcdo a
regido posterior da vesicula acrossomal (Fig. 9B). Abaixo do opérculo, na zona
interna do acrossoma, nota-se o material subopercular de eletrondensidade similar
a camada interna, o qual é alcancado pelo apice do cone perfotorial denso, que
contém o material central do cone, de mesma eletrondensidade que a camada
interna do acrossoma de aspecto fibrilar (Fig. 9B). Na extremidade posterior interna
do opérculo ocorre o anel subopercular eletrondenso, no material subopercular.

Abaixo do anel subopercular encontra-se a zona externa do acrossomo, formado
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pela camadas extra opercular, delgada, sem lamelas e menos eletrondensa,
camada periférica, eletrondensa, e a camada externa, com lamelas pontilhadas
mais ou menos concéntricas (Fig. 9A-C). A morfologia da camara perforatorial é
ovoide, com apice arredondado mais estreito que a base (Fig. 9D). No interior desta
estrutura nota-se os septos perforatoriais (Fig. 9D). Na regido anterior da camara
perforatorial nota-se que a zona interna apresenta o anel tubular discreto,
eletrondenso e, mais posteriormente, o anel perforatorial (Fig. 9D).

Os cortes transversais na regiao proximo ao apice do acrossoma (1 na figura
10A) é possivel notar o material central do cone preenchendo o cone perforatorial
denso eletrondenso, a camada acrossomal interna menos eletrondensa, a camada
acrossomal externa com lamelas pontilhadas concéntricas e a camada perifética e
a margem do opérculo eletrondenso (Fig. 10B). O apice da camara perforatorial (2
na figura 10A) é circular e envolto pela camada interna (Fig. 10B) e a zona
acrossomal externa, com a camada externa formada por lamelas pontilhadas
concéntricas e a camada periférica mais eletrondensa. A morfologia da camara
perforatorial se mantém até na altura do anel tubular da zona interna (3 na figura
10A), porém a camara torna-se mais ampla e sem septos (Fig. 10C). Na altura do
anel perforatorial posterior, na zona interna (4 na figura 10A), a camara perforatorial

possui 11 septos formando uma figura de engrenagem. (Fig. 10D).

Petrolisthes laevigatus

Os espermatozoides de P. laevigatus possuem vesicula acrossomal
bastante alongada, com morfologia variando de cilindrica a elipséide (Fig. 11A). Na
regido apical ou anterior, 0 acrossoma possui opérculo delgado, eletrondenso e
centralmente perfurado,se dobrando em direcdo a regido posterior do acrossoma
(Fig. 11B). O opérculo possui espessura semelhante em toda sua extenséo (Fig.
11B). Na regido perfurada e abaixo do opérculo nota-se a 0 material suborbercular,
com aspecto homogéneo e menos eletrondenso que o opérculo (Fig. 11B). Esta
regido é alcancada pelo apice do cone perforatorial, que é envolto em toda sua
extensdo pela camada interna do acrossoma com mesmo aspecto e
eletrondensidade (Fig. 11B-C). O material central do cone possui eletrondensidade
similar a camada interna do acrossoma (Fig. 11B-C). Externamente a camada

interna, encontra-se a camada acrossomal externa eletronlicida e com aspecto
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granular (Fig. 11B-C). A morfologia da camara perforatorial € ovéide com apice mais
estreito que a base e no interior desta estrutura nota-se o septo perforatorial (Fig.
11A-C). Ao redor da camara perforatorial ocorre o anel tubular dilatado e
eletrondenso (Fig. 11C), seguido pelo anel perforatorial posterior eletrondenso e
estreito, mais proximo a base da camara perforatorial (Fig. 11C).

Em cortes transversais da vesicula acrossomal, observa-se de forma mais
didatica a organizacdo do conteudo acrossomal, sendo que a altura dos mesmos
esta representada numericamente na figura 12A. A seccdo proxima a regido apical
(1 na figura 12A) exibe o material central do cone que é circundado pelo cone
perforatorial denso, a camada acrossomal interna menos eletrondensa, a camada
acrossomal externa eletronlicida e granular, o material subopercular e o opérculo
eletrondenso (Fig. 12B). Na altura da camara perforatorial (2 na figura 12A),
observa-se a camara perforatorial central com formato circular, a camada
acrossomal interna eletrondensa, circundada pela camada acrossomal externa
eletronldcida, sob a camada periférica (Fig. 12C). A medida em que o0s cortes se
aproximam da base da vesicula acrossomal (numeros 3 e 4 em 12A), nota-se o
anel perforatorial posterior que contém sob seu conteudo pequenos fragmentos do
anel tubular eletrondenso principalmente ao redor da camara, a camada
acrossomal externa eletronllcida e camada a periférica (Fig. 12D). Nota-se o anel
tubular presente na camada interna, e a camara perforatorial com 10 septos. (Fig.
12D-E).

Pisidia brasiliensis

A vesicula acrossomal é consideravelmente alongada, com formato variando
de eliptico a oblongo, com o &pice ligeiramente mais largo do que a base (Fig. 13A).
No apice da vesicula acrossomal pode-se observar o opérculo curto e espesso,
perfurado centralmente, e neste local nota-se o botao apical de aspecto granular e
de mesma eletrondensidade que o opérculo (Fig. 13A-B). O apice do cone
perforatorial eletrondenso atinge o material subopercular (Fig. 13B). Abaixo do
opérculo este material subopercular da zona interna estende-se lateralmente para
formar “ombro” da regido anterior do acrossoma (Fig. 13A-B). Ainda na zonainterna,
a camada interna da vesicula acrossomal envolve todo o cone perforatorial com o

material central do cone menos eletrondenso (Fig. 13A-B). A camada interna
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progride posteriormente ate a base da vesicula acrossomal, recobrindo o anel
perforatorial posterior (Fig. 13B-D). A zona externa tema camada externa estreita
e reticular, enquanto que a camada periférica € muito delgada e eletrondensa (Fig.
13A, C e D). A zona externa penetra o material subopercular naaltura do ombro,
ficando assim, a zona externa sobreposta por um componente da zona interna (Fig.
13A). A camara perforatorial possui morfologia deltoide com apice mais afilado (Fig.
13C). Na base desta estrutura nota-se o anel perforatorial posterior, eletrondenso e
levemente dilatado (Fig. 13D). O citoplasma forma uma faixa estreita, com a mesma
largura.

Na regido apical, abaixo do opérculo e junto ao apice da camara perforatorial
(1 nafigura 14A), a seccao transversal exibe o cone perforatorial eletrondenso que
€ preenchido internamente pelo material central do cone, a camada acrossomal
interna mais eletrondensa que a externa, o material subopercular e pequenos
fragmentos operculares eletrondensos (Fig. 14B). Em corte proximo ao apice
perforatorial (2 na figura 14A) nota- se que este apresenta forma arredondada e é
seguido pelo cone perforatorial denso (Fig. 14C). Nesta altura observa-se ainda a
camada acrossomal interna menos eletrondensa que o cone e a camada externa
menos eletrondensa que a zona acrossomal periférica. A dois tercos do inicio da
camara perforatorial (indicado por 3 na figura 14A) € possivel notar a camara
perforatorial com granulos eletrondensos, o anel perforatorial posterior eanterior a
camada interna. A zona acrossomal externa é reticulada e a periférica delgada (Fig.
14D). Na base da camara perforatorial (4 na figura 14A) a zona interna tem o anel
perforatorial posterior eletrondenso envolto pela camada interna. Zona acrossomal
externa tem a camada externa reticulada e a periférica delgada e eletrondensa (Fig.
14E).

Porcellana sayana

O espermatozoide desta espécie possui morfologia eliptica (Fig. 15A). Na
regido anterior da vesicula acrossomal pode-se observar o opérculo curto, espesso,
eletrondenso e perfurado centralmente (Fig. 15B). Centralmente a abertura do
opérculo é atingida pelo cone perforatorial eletrondenso, sendo interior a esta
estrutura o material central do cone de mesma eletrondensidade que este (Fig.

15B). Ao redor de toda extenséo do cone perforatorial nota-se a camada interna de
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aspecto homogéneo na regidao anterior e mais granular em direcdo a regiao
posterior recobrindo o anel perforatorial posterior até a sua base (Fig. 15B-C). Nas
laterais do apice do cone perforatorial e da camada interna, estendendo-se até a
regido média do acrossoma, nota-se o material subopercular dilatado lateralmente
0 que caracteriza-se pela morfologia de “ombro” (Fig. 15A-B). Mergulhado no
interior do material do ombro, o qual faz parte da zona interna, encontra-se a zona
externa, com suas camadas externa e periférica. A camada externa é menos
eletrondensa que a estreita camada periférica e, também a camada interna (Fig
15B). A camara perforatorial possui morfologia deltoide com apice arredondado,
sendo penetrado em sua base pela projecdo central da camada periférica do
acrossoma (Fig. 15C). Na base desta estrutura observa-se o anel perforatorial
posterior, eletrondenso e levemente dilatado. A zona externa tem camada
acrossomal externa menos eletrondensa e a camada periférica é delgada e mais
eletrondensa (Fig. 15D).

As seccdes transversais na regido apical, abaixo do opérculo e junto ao apice
da camara perforatorial (1 na fig. 16A) mostraram na zona interna com 0 cone
perforatorial preenchido pelo material central do cone, a camada interna com dois
materiais com diferente eletrondensidade. A zona externa mostra a camada externa
menos eletrondensa que a delgada camada periférica. Ambas encontram-se
envoltas pelo material subopercular do “ombro” menos eletrondenso, o qual &
constituinte da zona interna (Fig. 16B-C). Todas estas camadas podem ser
observadas em cortes mais basais na altura do apice acrossomal (indicados por 1
e 2 na figura 16A). Nos cortes mais basais em direcdo ao citoplasma do
espermatozoide (3 na figura 16A), nota-se o anel perforatorial posterior recoberto
pela camada interna, sendo ambos circundados pelas camadas que constituem a
zona externa (Fig 16D). Proximo a base da camara perforatorial (indicado por 4 na
figura 16A), é possivel notar o anel perforatorial posterior eletrondenso em contato
com a camara perforatorial. Sobre 0 anel encontra-se a camada interna, mostrando

gue esta é continua do polo apical ao basal da vesicula acrossomal. (Fig. 16E).

Dados moleculares

A arvore filogenética foi gerada por Maxima Verossimilhanga (Likehood),

utilizando sequéncias dos genes 16S rDNA e COl mtDNA que mostrou a monofilia
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da superfamilia Galatheoidea com valores de suporte de clado expressos em
bootstrap. Observou-se a formacao de dois clados dentro de Galatheoidea. A
familia Porcellanidae constitui um clado, sendo um grupo monofilético. As familias
Galatheidae, Munidopsidae e Munididae constituem o outro clado, sendo que
Munidopsidae representa um grupo

monofilético e as familias Galatheidae e Munididae, apresentaram-se como
parafiléticas (Fig. 17).

Reconstrucéo da historia de caréateres

Com o mapeamento dos caracteres nota-se que, Porcellanidae, possui trés
caracteres exclusivos, que os diferenciam dos outros Galatheoidea conhecidos na
literatura: opérculo perfurado (Fig. 18), “cone perforatorial denso” (Fig. 19) e “anel
perforatorial posterior” (Fig. 20). Dentro da familia Porcellanidae, os
espermatozoides de alguns géneros e espécies apresentaram caracteristicas
exclusivas e algumas caracteristicas compartilhadas. O cone perforatorial
estendendo-se até a abertura opercular foi caracter compartilhado somente por M.
roseum e Po. sayana (Fig. 21). O carater “extensdo do material subopercular
formando um ombro”, foi observado apenas em Po. sayana, Pi. brasiliensis e Pi.
longicornis (Fig. 22). Além disso, o género Pisidia apresenta como caracteristica
exclusiva, a presenca do botédo apical (Fig. 23), sendo 0 mesmo para o carater “anel
tubular” de Petrolisthes (Fig. 24).
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Figura 1. Espermatozoides microscopia eletronica de varredura (MEV) e
contraste interdiferencial de fase (DIC). A: morfologia geral do espermatozoide
sob MEV destacando grande vesicula acrossomal excéntrica. B: espermatozoides
visto sob DIC, nota-se os bracos microtubulares. C: detalhe do espermatozoide em
MEV, nota-se os bragos microtubulares. D: detalhe do espermatozoide sob DIC
mostrando longa vesicula acrossomal no polo apical, sempre saliente ao nucleo por
meio de uma regido citoplasmatica e bracos microtubulares. E: espermatozoide
visto sob MEV com longa vesicula acrossomal, nota-se no apice da vesicula uma
linha levemente marcada (seta branca) formada pelo “ombro” e volumoso nucleo.
F: detalhe em DIC mostrando espermatozoide com alongada vesicula acrossomal
saliente ao ndcleo volumoso por meio do citoplasma.

AV: vesicula acrossomal; CY: citoplasma; MA: bracos microtubulares; N: nucleo;
Figura A: Pisidia brasiliensis; Figura B, C e D: Petrolisthes armatus; Figura E e F:

Porcellana sayana
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Figura 2. Diagrama geral das estruturas e zonas utilizadas para a descrigéo
de vesicula acrossomal em Porcellanidae. A vesicula acrossomal, abaixo do
opérculo com ou sem botao opercular, esta dividida em zonas acrossomais: interna
e externa. A zona acrossomal interna € formada pelo material subopercular,
material central do cone, cone perforatorial denso, camada interna, anel tubular e
ou anel tubular posterior. A zona interna é centralmente marcada pela presenca da
camara perforatorial. A zona acrossomal externa é formada pela camada externa,
periférica e camadas extra operculares. AB: botédo apical; CCM: material central do
cone; CY: citoplasma; DPC: cone perforatorial denso; EOL: camada extra
opercular; IL: camada interna; MVP: projecdo de microvilosidade; O: opérculo; OL:
camada externa; OR: anel opercular; P: camara perforatorial; PL: camada
periférica; PPR: anel posterior do perforatorio; PS: septo perforatorial; SM: material

subopercular; TR: anel tubular;
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Key:

1- Internal acrossome zone = Subopercular material + central cone material + dense perforatorial cone +
inner layer + tubular ring + posterior perforatorial ring.

2- External acrossome zone = outer layer + peripheral layer + extra-opercular layers.
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Figura 3. Espermatozoide de Megalobrachium roseum em corte longitudinal.
A: morfologia geral da vesicula acrossomal elipsdide do espermatozoide de M.
roseum com opérculo eletrondenso, espesso e perfurado centralmente. B: detalhe
do opérculo eletrondenso e do material subopercular. O cone perforatorial estende-
se até a abertura do opérculo, e esta preenchido com material central do cone.
Externo ao cone perforatorial denso nota-se a camada interna do acrossoma
ocorrendo somente na regiao apical da camara perforatorial. C: detalhe da camara
perforatorial e do anel perforatorial posterior, ambos parete da zono acrossomal
interna. D: na base da vesicula acrossomal, o anel perforatorial posterior torna-se
mais estreito. Na mesma imagem nota-se ainda a camada externa do acrossoma,
menos eletrondensa que a camada periférica, compondo a zona acrossomal
externa.

CCM: material central do cone; DPC: cone perforatorial denso; IL: camada interna;
O: opérculo; OL: camada externa; P: perforatério; PL: camada periférica; PPR: anel

posterior do perforatorio; SM: material subopercular.
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Figura 4. Seccdes transversais sequenciais da vesicula acrossomal de
Megalobrachium roseum. A: diagrama geral da vesicula acrossomal em secc¢éo
longitudinal com as posi¢cdes dos cortes transversais numeros 1, 2, 3 e 4 mostradas
nas figuras B, C, D e E, respectivamente. B: seccdo transversal, ligeiramente
obligua, abaixo do 4pice da vesicula acrossomal mostrando o material central do
cone, delimitado externamente pelo cone perforatorial denso eletrondenso, a
camada interna do acrossoma é menos eletrondensa que o opérculo eletrondenso.
C: camara perforatorial arredondada em secc¢éo proxima ao apice. Nota-se ainda o
cone perforatorial denso e a camada acrossomal interna. D: aspecto do anel tubular
eletrondenso nos trés quartos basais da camara perforatorial. A camada
acrossomal interna sob a camada acrossomal externa menos eletrondensa que a
periférica, sendo ambas constituintes da zona externa da vesicula acrossomal. E:
proximo a base perforatorial a camara perforatorial mostra-se arredondada. Nota-
se também o anel perforatorial posterior, que faz parte da zona acrossomal interna,
com desenho semelhante a pétalas de uma flor pentdmera. Na zona externa, a
camada acrossomal externa apresenta algumas estrias, sendo menos eletrondensa
que a camada acrossomal periférica

CCM: material central do cone; CY: citoplasma; DPC: cone perforatorial denso; IL:
camada interna; O: opérculo; OL: camada externa; P: perforatério ; PL: camada

periférica; PPR: anel posterior do perforatério; TR: anel tubular.
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Figura 5. Espermatozoide de Petrolisthes armatus. A: corte longitudinal do
espermatozoide mostrando a grande e longa vesicula acrossomal. Abaixo da
vesicula nota-se uma delgada estreita e longa faixa citoplasma com membranas
formando estrias transversais sobre ndcleo em vista parcial. O acrossoma possui
opérculo espesso, eletrondenso e centralmente perfurado. A zona externa da
vesicula acrossomal mostra poucas camadas extra operculares concentradas no
polo apical. A camada periférica tem eletrondensidade homogénea e a camada
externa com diferentes eletrondensidade. B: detalhe do apice mostrando a zona
externa com poucas e discretas camadas extra operculares. Na zona interna a
regido perfurada, abaixo do opérculo com o material suporbercular. O apice do cone
perforatorial eletrondenso ndo se estende até abertura do opérculo. C: centralmente
ao cone nota-se o material central do cone, externamente encontra-se a camada
interna do acrossomo Na regido média da camara perforatorial nota- se na camada
interna do acrossomo o anel tubular dilatado, o qual é eletrondenso. A zona
acrossomal externa mostra a camada acrossomal externa, com diferentes
eletrondensidades e a camada periférica mais eletrondensa e homogénea. D: base
da vesicula acrossomal, mostrando na zona interna o anel perforatorial posterior
mais estreito e menos eletrondenso que o tubular. A zona externa mostra camada
acrossomal externa menos eletrondensa e com granulos esparsos, sendo a
camada periférica homogénea e mais eletrondensa. No citoplasma ocorrem
membranas celulares paralelas e um material citoplasmatico granular e
eletrondenso penetrando na camara perforatorial. CCM: material central do cone;
CY: citoplasma; DPC: cone perforatorial denso; EOL: camada extra opercular; IL:
camada interna; O: opérculo; OR: anel opercular; OL: camada externa; P:
perforatério ; PL: camada periférica; PPR: anel posterior do perforatério; SM:

material subopercular; TR: anel tubular.
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Figura 6. Cortes transversais da vesicula acrossomal de Petrolisthes armatus.
A: Diagrama geral da vesicula acrossomal em secc¢ao longitudinal com os planos de
corte (1, 2, 3 e 4) representados nas secc¢des transversais das figuras B, C, D e E,
respectivamente. B: proximo ao apice da vesicula acrossomal, nota-se na zona
interna o cone perforatorial eletrondenso preenchido pelo material central do cone
e a camada interna. A zona acrossomal tem a camada externa menos eletrondensa
e 0 opérculo eletrondenso recobre a camada periférica. Nota-se ainda na zona
externa a camada extra-opercular eletronlicida. C: céamara perforatorial
arredondada seguida externamente pelo cone perforatorial denso, camada
acrossomal interna e camada acrossomal externa e periférica da zona acrossomal
externa. D: camara perforatorial em forma de estrela de cinco pontas. Observe na
zona interna o anel tubular. Na zona externa nota-se a camada acrossomal externa
menos eletrondensa e finamente granular que a camada periférica. E: camara
acrossomal que passa a ter morfologia de cruz a medida em que a seccéo se
aproxima da base da vesicula acrossomal, onde ocorre o anel perforatorial posterior
na zona interna. A zona externa apresenta algumas projecdes microvilares (seta) e
abaixo da camada periférica.

CCM: material central do cone; DPC: cone perforatorial denso; EOL: camada extra
opercular; IL: camada interna; O: opérculo; OL: camada externa; P: perforatorio;

PPR: anel posterior do perforatério; PL: camada periférica; TR: anel tubular.
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Figura 7. Espermatozoide de Petrolisthes galathinus em secc¢éo longitudinal
A: vista geral do espermatozoide, nota-se vesicula acrossomal bastante alongada
e na base desta nota-se o citoplasma alongado. No apice da vesicula nota-se o
opérculo espesso, perfurado e eletrondenso, juntamente com o anel opercular. Ao
redor de toda estrutura opercular, a vesicula acrossomal mostra na zona externa,
varias camadas extra operculares que se estendem até quase a metade posterior
do acrossoma, terminando no anel tubular. B: detalhe do apice da vesicula
acrossomal, nota-se abaixo do opérculo na zona interna, o material subopercular
que ocorre até a altura do anel opercular. O cone perforatorial eletrondenso
estende-se anteriormente até o material subopercular, preenchido pelo material
central do cone. A camada interna do acrossoma possui duas regifes. C: detalhe
da camara perforatorial, nota-se em sua regido média da vesicula acrossomal, o
anel tubular dilatado na zona interna. A camara perforatorial na altura deste anel
apresenta septos perforatoriais A zona externa mostra a camada externa do
acrossoma com projecdes microvilares no terco posterior da vesicula acrossomal.
D: na base do perforatdrio observa-se na zona interna o anel perforatorial posterior
eletrondenso e a camara perforatorial ndo mostra septos nos cortes longitudinais. A
zona externa mostra a camada externa do acrossoma poucas projecdes
microvilares e a camada periférica € homogeneamente eletrondensa.

CCM: material central do cone; CY: citoplasma; DPC: cone perforatorial denso;
EOL: camada extra opercular; IL: camada interna; MVP: projecdo de
microvilosidade; O: opérculo; OL: camada externa; OR: anel opercular; P:
perforatério; PPR: anel posterior do perforatorio; PL: camada periférica; PS: septo

perforatorial; SM: material subopercular; TR: anel tubular.
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Figura 8. Cortes transversais da vesicula acrossomal de Petrolisthes
galactinus. A: Diagrama geral da vesicula acrossomal em secc¢édo longitudinal para
demonstrar as alturas dos cortes transversais. Os numeros 1, 2, 3 e 4 representam
as alturas das secc¢des mostradas nas figuras B, C, D e E, respectivamente. B: Em
seccdo préxima ao apice da vesicula acrossomal, observe o cone perforatorial
denso, o material central do cone, a camada interna eletrondensa, o opérculo
eletrondenso e as camada extra-opercular. C: Em corte préximo ao apice da
camara perforatorial nota-se tém forma semelhante acruz. Observe ainda o anel
tubular, a camada interna e a zona extra-opercular lamelada. D: Corte levemente
obliquo, mostrando os septos formando a figura de estrela da camara perforatorial,
os aneis tubular e o perforatorial posterior parcialmente sobrepostos, na zona
interna. A zona externa a camada acrossomal externa menos eletrondensa que a
periférica e camada extra-opercular como efeito obliquo. E: Secc¢éo préxima a base
da vesicula acrossomal exibindo a camara perforatorial, o anel perforatorial
posterior, a camada acrossomal externa, como projecdes microvilares (seta) e a
periférica.

CCM: material central do cone; DPC: cone perforatorial denso; EOL: camada extra
opercular; IN: camada interna; O: opérculo; OZ: zona externa; P: perforatério ;

PPR: anel posterior do perforatério ; PZ: zona periférica; TR: anel tubular.
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Figura 9. Espermatozoide de Petrolisthes granulosos em corte longitudinal.
A: vista geral com o acrossoma do espermatozoide de P. granulosus mostra-se
elipsoéide e perfurado centralmente. Na regido anterior pode-se observar a camada
extra opercular delgada e sem lamelas B: opérculo perfurado com o o material
subopercular alcancado pelo 4pice do cone perfotorial denso, que contém o
material central do cone na zona interna. Nota-se ainda a camada extra opercular
delgada sobre a camada periférica e a externa levemente reticulada. C: detalhe do
anel subopercular eletrondenso na extremidade interna do opérculo, no material
subopercular e abaixo deste, a camada extra opercular menos eletrondensa. D: No
interior da camara perforatorial notam-se osseptos perforatoriais. Na regiao anterior
da camara perforatorial, a zona interna do acrossomo porta o anel tubular e, na
base da camara o anel perforatorial. Nota-se a camada externa reticulada e camada
periférica eletrondensa na zona externa.

CCM: material central do cone; CY: citoplasma; DPC: cone perforatorial denso;
EOL: camada extra opercular; IL: camada interna; MVP: projecdo de
microvilosidade; O: opérculo; OL: camada externa; P: perforatério; PPR: anel
posterior do perforatério; PS: septo perforatorial; PL: camada periférica; SM:
material subopercular; SR: anel subopercular; TR: anel tubular.
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Figura 10. Cortes transversais da vesicula acrossomal de Petrolisthes
granulosus. A: diagrama em seccao longitudinal para demonstrar as alturas dos
cortes transversais na vesicula acrossomal sec¢cdes mostradas nas figuras B, C, D
e E, respectivamente. B: em seccao proxima ao apice da vesicula acrossomal,
observa-se o cone perforatorial posterior, o material central do cone, a camada
interna, a zona acrossomal externa e o opérculo eletrondenso. C: 4pice da camara
perforatorial mostrando a camada interna eletrondensa e homogénea. Na zona
externa, a camada acrossomal externa mostra as lamelas pontilhadas concéntricas
e a camada periférica mais eletrondensa e homogénea. D: camara perforatorial
ainda circular na altura do anel tubular da zona interna. E: base da camara
perforatorial com os varios septos perforatoriais, relembrando uma engrenagem
formados pelo anel perforatorial posterior da zona interna. Note a camada
acrossomal externa ainda apresenta lamelas pontilhas das concéntricas e a
camada periférica homogeneamente mais eletrondensa, ambas formando a zona
externa do acrossomo.

CCM: material central do cone; DPC: cone perforatorial denso; IL: camada interna;
O: opérculo; OL: camada externa; P: perforatério ; PPR: anel posterior do
perforatério ; PL: camada periférica; TR: anel tubular.
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Figura 11. Espermatozoide de Petrolisthes laevigatus em corte longitudinal.
A: vista geral com dos espermatozoides com vesicula acrossomal bastante
alongada. Nota-se na regido apical, opérculo delgado e centralmente perfurado. B:
abaixo do opérculo nota-se a o material suporbercular, esta regiao é alcancada pelo
apice do cone perforatorial, que € envolto em toda sua extensdo pela camada
interna do acrossoma. C: externamente a camada interna encontra-se a camada
acrossomal externa. Nota-se no interiror da camara perforatorial nota-se o septo
perforatorial. Ao redor da camara perforatorial ocorre o anel tubular dilatado seguido
pelo anel perforatorial posterior estreito, mais proximo a base do perforatorio .
CCM: material central do cone; CY: citoplasma; DPC: cone perforatorial denso; IL:
camada interna; MVP: projecdo de microvilosidade; O: opérculo; OL: camada
externa; P: perforatério ; PPR: anel posterior do perforatério ; PS: septo

perforatorial; PL: camada periférica; SM: material subopercular.
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Figura 12. Cortes transversais da vesicula acrossomal de Petrolisthes
laevigatus. A: Diagrama geral da vesicula acrossomal em secc¢ao longitudinal para
demonstrar as alturas dos cortes transversais. Os numeros 1, 2, 3 e 4 representam
as alturas das seccdes mostradas nas figuras B, C, D e E, respectivamente. B: em
seccao préxima ao 4pice da vesicula acrossomal note o cone perforatorial denso, o
material central do cone, a camada acrossomal interna, o material subopercular e a
camada acrossomal externa. C: apice da camara perforatorial com formato circular
em contato com a camada interna do acrossomo, circundada pela camada
acrossomal externa, sob a camada periférica. D: secdo na altura do anel
perforatorial na zona interna. O anel tubular apresenta materiais mais
eletrondensos, principalmente ao redor da camara. Na camada externa, nota-se a
lamelas concéntricas como linhas pontilhadas. E: Note o anel tubular na camada
interna e os 10 septos perforatoriais da camara perforatorial.

CCM: material central do cone; DPC: cone perforatorial denso; IL: camada interna;
O: opérculo; OL: camada externa; P: perforatério ; PPR: anel posterior do

perforatério ; PL: camada periférica; SM: material subopercular.
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Figura 13. Espermatozoide de Pisidia brasiliensis em secc¢ao longitudinal. A:
Vista geral do espermatozoide com a vesicula acrossomal consideravelmente
alongada e apice ligeiramente mais largo do que a base. O material subopercular
da camada interna torna- se expandido, formando o “ombro”, com a zona externa
do acrossoma formada pela camada externa reticular e a delgada camada periférica
invadindo a area subopercular (seta). B: No apice da vesicula acrossomal observa-
se 0 opérculo curto e espesso, perfurado centralmente, portando neste local o botéo
apical. Abaixo do opérculo a zona interna mostra o material subopercular que se
estende lateralmente na vesicula acrossomal, formando o “ombro” tipico da regido
anterior da vesicula acrossomal. A camada interna do acrossoma envolve todo o
cone perforatorial. C: Detalhe da camara perforatorial com a camada média
continua e que recobre todo o outro componente da zona interna, o anel
perforatorial posterior levemente dilatado. D: Na base da vesicula acrossomal nota-
se a zona interna sobre o anel perforatorial posterior. O citoplasma forma uma faixa
estreita e com muitas membranas celulares e um material finamente granular
penetra a camara perforatorial (seta).

AB: botdo apical; CCM: material central do cone; CY: citoplasma; DPC: cone
perforatorial denso; IL: camada interna; O: opérculo; OL: camada externa; P:
perforatério; PPR: anel posterior do perforatério ; PL: camada periférica; SM:

material subopercular.
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Figura 14. Cortes transversais da vesicula acrossomal de Pisidia brasiliensis.
A: Diagrama geral da vesicula acrossomal em secc¢ao longitudinal para demonstrar
as alturas dos cortes transversais. Os nameros 1, 2, 3 e 4 representam as alturas
das seccdes mostradas nas figuras B, C, D e E, respectivamente. B: em corte
proximo ao apice da vesicula acrossomal com o cone perforatorial posterior
preenchido pelo material central, a camada acrossomal interna, o material
subopercular, a zona acrossomal externa e fragmentos do opérculo. C: apice da
camara perforatorial arredondada com o cone perforatorial posterior circundando a
camada acrossomal interna estd em contado com a zona acrossomal externa,
formada pelas camadas externa e periférica delgada e eletrondensa. Uma camada
adicional, o material subacrosomal do ombro envolve a zona externa. D: camara
perforatorial arredondada e anel perforatorial posterior eletrondenso. E: detalhe da
base da vesicula acrossomal mostrando a parte posterior e estrita do anel
perforatorial posterior, circundado pelas camadas interna, externa e periférica.

CCM: material central do cone; DPC: cone perforatorial denso; IL: camada interna;
O: opérculo; OL: camada externa; P: perforatério; PPR: anel posterior do

perforatério; PL: camada periférica; SM: material subopercular.
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Figura 15. Espermatozoide de Porcellana sayana em corte longitudinal. A:
vista geral do espermatozoide com morfologia eliptica com citoplasma estreito e
longo preenchido por membranas celulares. Na regido anterior da vesicula
acrossomal nota-se opérculo curto, espesso, e perfurado centralmente. B: Nota-se
o cone perforatorial se estendendo até a abertura do opérculo. Ao redor de toda
extensdo do cone perforatorial nota-se a camada interna. Estendendo-se até a
regido média do acrossoma, nota-se o material subopercular, que caracteriza-se
pela morfologia de ombro conferida a regido anterior da vesicula acrossomal. C:
Camara perforatorial com morfologia deltoide. Na base desta estrutura observa-se
o anel perforatorial posterior, eletrondenso e levemente dilatado. D: Detalhe da
base da vesicula acrossomal, nota-se camada externa menos eletrondensa
circunda toda a camada interna do acrossoma.

CCM: material central do cone; CY: citoplasma; DPC: cone perforatorial denso; IL:
camada interna; O: opérculo; OL: camada externa; P: perforatorio; PPR: anel

posterior do perforatorio; PL: camada periférica; SM: material subopercular.
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Figura 16. Cortes transversais da vesicula acrossomal de Porcellana sayana.
A: Diagrama geral da vesicula acrossomal em secc¢ao longitudinal para demonstrar
as alturas dos cortes transversais. Os nameros 1, 2, 3 e 4 representam as alturas
das seccdes mostradas nas figuras B, C, D e E, respectivamente. B e C: Em cortes
proximos ao apice da vesicula acrossomal, observe o cone perforatorial denso, o
material central do cone, a camada acrossomal, o material subopercular, a zona
acrossomal externa e o opérculo eletrondenso. D: Base da vesicula acrossomal
com a camara perforatorial arredondada, anel perforatorial posterior recoberto pela
camada acrossomal interna e a zona externa, formada pelas camadas acrossomais
externa e a delgada periférica. E: Proximo a base da camara perforatorial nota-se o
anel perforatorial posterior eletrondenso. Sobre o anel observa-se a camada interna
continua do polo apical ao basal da vesicula acrossomal.

CCM: material central do cone; DPC: cone perforatorial denso; IL: camada interna;
O: opérculo; OL: camada externa; P: perforatério, PPR: anel posterior do

perforatério; PL: camada periférica; SM: material subopercular.
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Figura 17. Filograma de Galatheoidea obtido por Maxima Verossimilhanca dos
genes 16s rDNA e COl mtDNA. O suporte do clado € expresso em bootstrap
(O a 100). Os clados estao representados pelas cores. A cor roxa, representa
Munidopsidae, Munididae em verde, a cor laranja engloba Galatheidae, e

Porcellanidae esta representado na cor rosa.
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Figura 18. Mapeamento do carater “opérculo” em Galatheoidea. A partir da
reconstrucdo do estado ancestral, uma vez que verde esta classificado como
perfurado e vermelho como fechado, nota-se que a sinapomorfia de Porcellanidae
€ apresentar o opérculo perfurado. O opérculo fechado foi observado no clado
formado em Munidopsidae, Munididae e Galatheidae.

Diagrama do espermatozoide de Petrolisthes armatus representando Porcellanidae
e Munida sp. (modificado de Tudge, 1995) representando o restante dos

Galatheoidea.
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Figura19. Mapeamento do carater “cone perforatorial” em Galatheoidea. Nesta
filogenia, com a reconstrucédo de estado ancestral, sendo que em verde o cone
perforatorial € ausente, e em vermelho classificado como presente, nota-se que
este carater s6 ocorre na familia, sendo uma sinapomorfia do grupo.

Diagrama do espermatozoide de Petrolisthes armatus representando Porcellanidae
e Munida sp. (modificado de Tudge, 1995) representando o restante dos

Galatheoidea.
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Figura 20. Mapeamento do carater “ anel posterior do perforatério ” em
Galatheoidea. Com a reconstrucdo deste carater, sendo que, em verde este é
classificado ausente, e rosa presente, nota-se que ocorre sinapomorfia em
Porcellanidae devido a presenca desta estrutura ocorrer apenas nesta familia.

Diagrama do espermatozoide de Petrolisthes armatus representando Porcellanidae
e Munida sp. (modificado de Tudge, 1995) representando o restante dos

Galatheoidea.
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Fig. 20
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Figura 21. Mapeamento do carater “Cone perforatorial estendendo-se até o
opérculo” em Porcellanidae. Com a reconstrucéo do carater, dentro do clado que
engloba Porcellanidae, representando em azul a auséncia e em rosa a presenca,
nota-se que o cone perforatorial estendido até o opérculo € uma homoplasia apenas

entre os géneros Porcellana e Megalobrachium.
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Figura 22. Mapeamento do carater “extensdao do material subopercular
formando um ombro” em Porcellanidae. Neste cladograma, com a reconstrucéo
do carater, sendo azul ausente e rosa presente, nota-se uma caracteristica
compartilhada apenas entre os géneros Porcellana e Pisidia. Diagrama de Pisidia

longicornis adaptado de Tudge e Jamienson, 1996a.
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Fig. 22
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Figura 23. Mapeamento do carater “botao apical” em Porcellanidae. A partir da
reconstrucdo do carater, sendo que, azul é classificado como presente e rosa
ausente. Pisidia longicornis, nota-se uma autopomorfia, uma vez que apenas esta
espécie possui a estrutura botao apical.

Diagrama do espermatozoide de Pisidia longicornis modificado de Tudge e

Jamieson, 1996a.

Caunesp 131



Fig. 23

‘ Presente
‘Ausente

Caunesp

132

8 Porcellana sayana

B Pisidia longicornis
Pisidia magdalenensis
Pachycheles cristobalensis
Pachycheles susanae
Pachycheles riisei
Pachycheles ackleianus
Pachycheles monilifer

m Pefrolisthes galathinus

m Petrolisthes armatus
Petrolisthes marginatus

m Megalobrachium roseum

m Petrolisthes rugosus

m Petrolisthes laevigatus
Petrolisthes lewisi
Petrolisthes quadratus
Pachycheles pilosus
Petrolisthes tridentatus Pisidia longicornis

L Xa 2 U
500nm



Figura 24. Mapeamento do carater “anel tubular’ em Porcellanidae. A partir da
reconstrucdo do caréater, sendo que, azul é classificado como ausente e rosa
presente, observa- se que € uma caracteristica exclusiva do género Petrolisthes.

Diagrama do espermatozoide de Petrolisthes armatus representando o género.
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Tabela I. Codigo de acesso do GenBank das sequéncias concatenadas dos genes 16S

rDNA e COlI utilizadas neste estudo.

Espécie Familia 16s Col
Megalobrachium roseum Porcellanidae HM352468.1 MF490052.1
Pachycheles ackleianus DQ865332.1 X
Pachycheles cristobalensis MK971626.1 MN184199.1
Pachycheles pilosus DQ865329.1 MN710071.1
Pachycheles riisei JF900726.1 X
Pachycheles susanae DQ865334.1 X
Pachychheles monilifer DQ865331.1 KC858116.1
Petrolisthes armatus DQ865310.1 MF490061.1
Petrolisthes galathinus DQ865303.1 MN184156.1
Petrolisthes granulosos AF260613.1 X
Petrolisthes laevigatus AF260606.1 X
Petrolisthes lewisi DQ865317.1 X
Petrolisthes marginatus DQ865309.1 X
Petrolisthes quadratus DQ865318.1 X
Petrolisthes tridentatus DQ865323.1 MN710065.1
Pisidia longicornis FR682470.1 MG935361.1
Porcellana sayana DQ865339.1 MG596256.1
Munidopsis sp. Munidopsidae KM979549.1 JN166763.1
Munidopsis crenatirostris JN166743.1 JN166781.1
Munidopsis senticosa MG979476.1 MG979483.1
Agononida incerta Munididae KM281833.1 KM281854.1
Agononida norfocerta KM281836.1 KM281857.1
Cervimunida johni EU821546.1 AY351054.1
Munida gregaria AY700158.1 AY700165.1
Munida lanciaria JF727289.1 X
Munida rugosa X JQ306225.1
Paramunida spiniantennata KX155560.1 X
Pleuroncodes planipes KU985130.1 X
Alainius crosnieri Galatheidae AY351239.1 AY351051.1
Allogalathea babai GU392163.1 GU392206.1
Allogalathea elegans EU821543.1 GU392204.1
Allogalathea longimana GU392159.1 GU392201.1
Galathea intermedia X MG935178.1
Galathea squamifera MG596260.1 X
Galathea strigosa MK049304.1 X
Outergroup
Atyopsis sp. Atyidae EU868634.1 X
Solenocera sp. Solenoceridae KF182583.1 X
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Discusséao

Atualmente, estudos que associam a ultraestrutura do espermatozoide com
dados moleculares tem se mostrado importantes para a resolucdo de empasses
taxondmicos e relagdes filogenéticas em crustaceos decapodes (Jamieson, 1994;
Tudge, 1995, 19964, b, 1997c, 2009; Camargo et al., 2016, 2017; Assugeni et al.,
2017, Garcia Bento et al., 2019). Para Porcellanidae, ndo haviam trabalhos
suficientes sobre a ultraestrutura dos espermatozoides que permitissem a relagcéo
entre estas duas ferramentas, as quais poderiam auxiliar na resolugdo de
problemas e relacbes de parentesco e reconstrucdo de caracteres ancestrais,
permitindo estudar a evolucdo dos espermatozoides entre as espécies e familias
dentro de Porcellanidae.

De acordo com a filogenia, a partir de inférencia bayesiana proposta por
Bracken- Grissom et al. (2013) a infraordem Anomura pode ser dividida em dois
grandes clados. O primeiro clado é formado por Lithodoidea, Paguroidea,
Galatheoidea, Chirostyloidea, Lomisoidea e Aegloidea. O segundo clado, € formado
pela super familia Hippoidea (Bracken-Grissom et al., 2013). O primeiro clado ainda
pode ser divido em dois grandes grupos. O primeiro € composto pelas superfamilias
Galatheoidea, Chirostyloidea, Lomisoidea e Aegloidea. O segundo clado, sendo
grupo irmao do anterior é formado por Paguroidea e Lithodoidea (Bracken-Grissom
et al.,, 2013). Por sua vez, a familia Porcellanidae pertence a superfamilia
Galatheoidea juntamente com Munididae, Galatheidae, Munidopsidae, formando
um clado monofilético. Dentro de Galatheoidea ocorre a formacédo de dois clados
(Bracken-Grissom et al., 2013). A familia Porcellanidae constitui um clado sendo um
grupo monofilético. As familias Galatheidae, Munidopsidae e Munididae constituem
o outro clado, sendo que, Munidopsidae representa um grupo monofilético e as
familias Galatheidae e Munididae, apresentaram-se como parafiléticas.

Na filogenia produzida neste trabalho, dois clados foram claramente
formados em Porcellanidae. No primeiro clado com Porcellana e Pisidia, os
espermatozoides aqui estudados de Porcellana sayana e Pisidia brasiliensis, bem
como de Pisidia longicornis descrita em literatura (Tudge e Jamienson, 1996a),
apresentam o material subopercular se estendendo até a regido média da camera
perforatorial dando aspecto de ombro, sendo uma sinapomorfia deste grupo. Este
mesmo clado com a presenca a mais do género Polyonyx é observado na filogenia

de Bracken-Grissom et al. (2013), o que vai de acordo com a ultraestrutura do
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espermatozoide descrita para a espécie Polyonyx transversus (Tudge e Jamienson,
1996b), uma vez que, esta espécie também apresenta o aspecto de “ombro”. A
espécie Aliaporcellana sulensis (Tudge e Jamienson 1996a) também possui esse
aspecto ombro, acreditamos que ela pertenca ao mesmo clado, corroborando com
a filogenia existente para a familia (Bracken-Grissom et al., 2013). Ainda dentro do
primeiro clado da familia Porcellanidae, ocorre uma autapomorfia para o género
Pisidia. As espécies Pisidia brasiliensis e Pisidia longicornis (Tudge e Jamienson,
1996a) apresentam na regido da perfuracdo opercular uma estrutura denominada
bot&o apical. Esta estrutura néo foi observada em nenhum outro género da familia.
O segundo clado de Porcellanidae, pode ser divido em dois grupos, sendo um
formado pelas espécies do género Pachycheles, e o outro clado formado por
Megalobrachium e Petrolisthes. No primeiro clado, ultraestruturalmente o
espermatozoide de Pachycheles é desconhecido, por isso ndo sera discutido. No
segundo clado, o género Petrolisthes apresenta uma caracteristica exclusiva, a
presenca de um anel tubular, esta estrutura foi encontrada aqui para Petrolisthes
armatus, Petrolisthes galathinus, Petrolisthes laevigatus e Petrolisthes granulosus,
e também para Petrolisthes armatus e Petrolisthes lamarckii (Tudge e Jamienson,
1996b). A espécie Megalobrachium roseum aqui estudada apresentou uma
caracteristica compartilhada com Porcellana sayana, na vesicula acrossomal, o
cone perforatorial se estende até o opérculo perfurado sendo uma sinapomorfia
dos géneros Porcellana e Megalobrachium. Embora estas espécies sédo de clados
distintos dentro de Porcellanidae, elas estdo proximamente relacionadas
corroborando com a filogenia deste trabalho e de Anomura (Bracken-Grissom et al.,
2013).

Em geral, os espermatozoides dos Galatheoidea aqui estudados da familia
Porcellanidae e os disponiveis na literatura como Munidopsis sp. Whiteaves, 1874,
Munida sp. Leach, 1820, Pleurocondes planipes, Cervimunida johni, Galathea
intermedia, Galathea squamifera, Galathea strigosa e Allogalathea elegans séo
caracterizados por apresentarem uma vesicula acrossomal alongada dividida em
zona interna e externa, que se liga ao nucleo por uma delgado citoplasma (Koltzoff,
1906; Retzius, 1909; Hinsch, 1991; Jamieson, 1991b; Tudge, 1995a,b; Lohrmann e
Rainieri, 1995; Tudge e Jamienson, 2000). As espécies Munida sp., Galathea
intermedia, Galathea squamifera, Galathea strigosa e Allogalathea elegans

apresentam septos na parede posterior da camara perfuratorial, caracteristica
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compartilhada com o género Petrolisthes em Porcellanidae (material suplementar,
tabela 1 e 2). Por sua vez, os espermatozoides de Porcellanidae se diferem das
demais familias de Galatheoidea por apresentarem 0s principais caracteres:
vesicula acrossomal com opérculo centralmente perfurado, cone perforatorial
eletrondenso e o anel perforatorial posterior, eletrondenso, alongado e levemente
dilatado, localizado préximo a base da camara perforatorial (Tudge, 1996 a, b).
Estas caracteristicas corroboram com a filogénia proposta neste trabalho e de
Bracken- Grissom et al., (2013) uma vez que estas espécies estdo proximas
filogenéticamente.

A superfamilia Chirostyloidea tem poucos trabalhos abordando a
ultraestrutural dos espermatozoides, sendo conhecidos apenas na familia
Eumunididae pela espécie Eumunida sternomaculata de Saint Laurent &
Macpherson, 1990 e na familia Chirostylidae a espécie Uroptychus sp. Henderson,
1888 (Tudge, 1995). Os espermatozoides de Chirostyloidea compartilham mais
semelhancas com o0s caranguejos eremitas do que com qualquer outro
Galatheoidea. Estas semelhancas sdo referentes particularmente na forma da
vesicula acrossomal e na presenca de zonas acrossomais raiadas (Jamieson e
Tudge, 2000). Diferente dos espermatozoides do géneroPetrolisthes de
Porcellanidae, o Chirostyloidea investigados ndo apresentam septos na parede
posterior da camara perforatorial (Tudge, 1995).

Quando comparamos a morfologia dos espermatozoides de espécies
pertencentes a superfamilia Lomisoidea, representado por Lomis hirta (Lamarck,
1818), as caracteristicas diferem muito em relacdo aos Porcellanidae. De acordo
com Tudge (1995), o espermatozoide de Lomis hirta é irregular e sua vesicula
acrossomal mostra-se totalmente incorporada no citoplasma, sendo seu formato
considerado com forma semelhante a um “copo invertido”, em Porcellanidae a
vesicula acrossomal tem apenas a porgéo posterior em contato com o citoplasma.
Adicionalmente, o opérculo eletrondenso é descontinuo, circundando toda a
vesicula acrossomal e ndo apenas o polo apical como visto em Galatheoidea
(Tudge, 1995; Tudge e Jamienson 1996 a,b, 2000). Estas caracteristicas justificam
o fato da familia Lomisoidea na filogenia representar um grupo primitivo. Os
espermatozoides descrito para 0 género Aegla sdo muito similares aos de
Lomisoidea, uma vez que também possuem o acrossoma totalmente envolto pelo

citoplasma e a morfologia da vesicula acrossomal € irregular, mostrando que estas

Caunesp 138



Mestranda Barbara Paiva Camillo Orientador Fernando José Zara

espécies sdo proximamente relacionadas filogeneticamente (Tudge e Jamienson,
2000; Tudge, 2003; Bracken-Grissom et al., 2013).

Em relacdo aos representantes que formam o segundo grande clado de
Anomura proposto na filogenia de Bracken-Grissom et al. (2003), quando
comparamos 0s espermatozoides do Lithodidae Lithodes maja (Linnaeus, 1758)
com os Porcellanidae aqui estudados e os da literatura, nota-se que estes se
assemelham pela presenca do opérculo perfurado, e dos bragos microtubulares em
namero maior que trés (Tudge, 1998). Diferencas foram notadas, quando
comparamos Porcellanidae com Lithodidae, o citoplasma engloba apenas a regiao
posterior da camara perforatorial, enquanto em Li. maja, o citoplasma envolve a
vesicula acrossomal até a regido mediana. Outra diferenca notoria, é que nas
espécies de Porcellanidae o nucleo aparece abaixo do citoplasma, enquanto em
Lithodidae, o nucleo envolve a vesicula acrossomal e o citoplasma (Tudge, 1998).

Os espermatozoides da familia Paguridae representada pelas espécies
Pagurus chevreuxi (Bouvier, 1896), Pagurus bernhardus (Linnaeus, 1758), Pagurus
excavatus (Herbst, 1791), Pagurus hirtimanus (Miers, 1880), Pagurus prideaux
Leach, 1815, Solitariopagurus tuerkayi McLaughlin, 1997 e Xylopagurus
caledonicus Forest, 1997 tem o seu acrossoma totalmente ou metade envolvido
pelo citoplasma. Apresentam também uma zona acrossomal raiada, nenhuma
dessas caracteriscas foi observada nas espécies aqui estudadas (Tudge, 1995,
1997c). Por outro lado, Pagurus hirtimanus e Pagurus chevreuxi compartilham a
caracteristica de presenca do septo na regiao posterior da vesicula acrossomal com
0 género Petrolisthes. (Tudge, 1997c, 1995). Com poucas caracteristicas
ultraestruturais compartilhadas este grupo encontra-se mais distante
filogeneticamente de Porcellanidae, o que vai de encontro com a filogenia proposta
por Bracken-Grissom et al., (2013).

Em Diogenidae nota-se que os individuos deste ultimo grupo apresentam
grande variedade de caracteristicas espermaticas entre espécies. No geral os
espermatozoides de Diogenidae se assemelham aos dos Porcellanidae em relacao
a porcdo em que o acrossoma é envelopado pelo citoplasma, sendo em ambas as
familias, apenas na regiao posterior (Tudge, 1995; Jamieson e Tudge, 2000; Tirelli
et al., 2006, 2008, 2010). Segundo Tudge (1995) os espermatozdides do género
Calcinus Dana, 1851 sdo formados por uma vesicula acrossomal classificada como

esférica, com um opérculo néo perfurado centralmente localizado na sua porgao
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anterior. Além disso, este mesmo autor descreve a presenca de uma autopomorfia
para o género, a qual é caracterizada pela presenca da camara perforatorial em
sua extremidade anterior dividida, dando aspecto de “dedos”, separando-0s assim
dos outros Anomura estudados até o momento (Tudge, 1995; Tudge e Jamienson,
2000; Tirelli et al., 2006). Ainda em relacdo aos Diogenidae, o género Cancellus H.
Milne Edwards, 1836 se assemelha aos Porcellanidae, por apresentarem no apice
da vesicula acrossomal um opérculo perfurado, sendo caracteristica exclusiva deste
género quando comparado a outros Diogenidae (Tudge, 1995). Nas espécies
pertencentes ao género Clibanarius, foi observado a presenca de uma estrutura em
torno do bulbo perfuratério posterior nomeada de anel perforatorial denso (Tudge,
1995; Tudge e Jamienson, 2000; Santos e Mantelatto, 2011). Esta estrutura, é
similar ao anel perforatorial posterior encontrado em Porcellanidae, o que inferimos
ser uma estrutura homologa porém com nome destintos. Os espermatozoides do
género Dardanus Paulson, 1875 sdo semelhantes aos espermatozoides dos
representantes de Coenobitidae, porém ndao compartilham nenhuma caracteristica
com Porcellanidae (Tudge, 1995; Jamieson e Tudge, 2000). No género Diogenes
Dana, 1851 os espermatozoides também n&o séo similares aos Porcellanidae, e se
diferenciam dos outros Anomura por possuir uma regido central fibrilar no
acrossoma, mostrando ser uma modificacdo da camada interna (Tudge, 1995; Tirelli
et al., 2008; Buranelli et al., 2014). A presenca de opérculo perfurado e presenca
do anel perforatorial posterior, mostram ser caracteres que aproximam a familia
Diogenidae e Porcellanidae, como observado na filogenia de Bracken-Grissom et
al., (2013).

Em relacdo a comparacdo entre espécies da familia Coenobitidae,
representadas neste trabalho por Coenobita brevimanus Dana, 1852 e Coenobita
rugosus H. Milne Edwards, 1837, a presenca da vesicula acrossomal alongada
observada nos porcelanideos também é caracteristica em individuos deste grupo.
Entretanto, os Coenobitidae apresentam zonas acrossomais raiadas o que
aproxima esta familia de Diogenidae. (Tudge, 1995; Tudge e Jamienson, 2000;
Buranelli et al., 2014).

Os espermatozoides da familia Parapaguridae, representados por
Sympagurus sp. Smith, 1883 compartilham caracteristicas importantes com 0s
Paguridae sendo, a presenca de uma zona reticulada na vesicula acrossomal e falta

de projecBes microvilares na camara perforatorial (Tudge, 1995 a, b). A longa
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vesicula acrossomal observada em Sympagurus sp. 0s separa dos representantes
dos membros dos Paguridae e os aproxima de Porcellanidae. Porém, os
Parapaguridae se diferem principalmente por apresentarem uma vesicula
acrossomal mais simples que Porcellanidae (Tudge, 1995).

Por fim, o Gltimo clado observado na infraordem Anomura € formado pela
superfamilia Hippoidea (Bracken-Grisson et al., 2013). Embora seus representantes
como Hippa pacifica (Dana, 1852), apresentem algumas caracteristicas
ultraestruturais dos espermatozoides iguais a observadas em outros Anomura
como, bracos microtubulares e a estrutura da vesicula do acrossomal, é dificil
associa-las a qualquer outra superfamilia. (Tudge, 1995; Jamieson e Tudge, 2000).
Hippa pacifica destaca-se por uma diferenca marcante, sendo a apresenca de
septo membranoso que divide longitudinalmente a camara perforatorial encontrada,
sendo caracteristica somente observada em espécies pertencentes a esta
superfamilia entre todos os Anomura estudados. Este clado € o mais externo e
basal dentre os Anomura, o que corrobora com a filogenia proposta por Bracken-
Grissom et al., (2013).

Em concluséo, apresentamos, pela primeira vez, a descricdo comparativa
da ultraestrutura dos espermatozoides de alguns membros da familia
Porcellanidae, comparando aos demais Anomura. Dentro de Porcellanidae o clado
formado por Pisidia e Porcellana (Pisidia brasiliensis e Porcellana sayana) foi
separado dos outros géneros pela presenca de “ombro” na regido apical do
acrossoma, formado pelo material subopercular, que se estende até a regido média.
A auséncia do botéo apical € um caracter ancestral da familia, sendo a sua presenca
uma autapomorfia para Pisidia. Porcellana sayana e Megalobrachium roseum
possuem o cone perforatorial se estendendo até a abertura opercular. Petrolisthes,
tem como caracteristica exclusiva a estrutura pela primeira descrita como anel
tubular, eletrondenso. A ultraestrutura dos espermatozoides de Porcellanidae
quando comparado a outros Anomuras mostra-se como ferramenta importante para
estudos filogenéticos e, com os dados disponiveis, corroborou para a filogenia
beysiana de Bracken-Grissom et al., (20013) e pode-se presumir que O
espermatozoide do ancestral Porcellanidae apresentava: 1) opérculo centralmente
perfurado, 2) sem botdo apical, 3) com cone perforatorial, e 4) anel perforatorial na
base do acrossoma. O restante dos caracteres da vesicula acrossomal excéntrica,

com camadas concéntricas e camara perforatorial sdo caracteristicas

Caunesp 141



Mestranda Barbara Paiva Camillo Orientador Fernando José Zara

compartilhadas com os Galatheoidea e outros Anomura.
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Tabela 1. Caracteristicas citoplasmaticas e acrossomais nos espermatozoides de Anomura

Inner Outer Proportion of the Origin of Number of
. Acrosome . R
Species acrosome acrosome acrosome that microtubular microtubular
morphology .
layer layer the citoplasm enwelops arms arms
Oblong/Ovoid
Birgus latro (Tudge (Oblong in Gregarine P . . .
& Jamieson, 1991) Forms Finely granular P/Ray Posterior portion Cytoplasmic Three
of Clopton (2004))
Cy lindrical
Coenobita brevimanus (Tudge, (Oblong in Gregarine . . .
19954) Forms of Clopton P/granular P/Ray Posterior portion Cytoplasmic Three
(2004))
Cy lindrical
Coenobita perlatus (Oblong in Gregarine . . .
(Tudge, 19953) Forms P/granular P/Ray Posterior portion Cytoplasmic Three
of Clopton (2004))
Cy lindrical
Coenobita purpureus (Oblong in Gregarine . . .
(Tudge, 19954) Forms P/granular P/Ray Posterior portion Cytoplasmic Three
of Clopton(2004))
Cy lindrical
Coenobita rugosus (Oblong in Gregarine . . .
(Tudge, 19953) Forms P/granular P/Ray Posterior portion Cytoplasmic Three
of Clopton (2004))
Cy lindrical (Oblong in
Coenobita variabilis Gregarine Forms of P/granular P/Ray Posterior portion Cytoplasmic Three
(Tudge, 1995a) Clopton (2004))
Spherical (Broadly
Calcinus gaimardii ovoid in Gregarine . . . .
(Tudge, 1995a) Fonmslof Clopton P/granular P/finely granular Posterior portion Cytoplasmic Three
(2004))
Spherical (Broadly
Calcinus laevimanus ovoid in Gregarine . . . .
(Tudge, 1991; 1995a) Forms of Clopton P/granular P/finely granular Posterior portion Cytoplasmic Three
(2004))
Spherical (Broadly
Calcinus minutus ovoid in Gregarine . . . .
(Tudge, 1991; 19953) Forms of Clopton P/granular P/finely granular Posterior portion Cytoplasmic Three
(2004))
Cancellus s Cy lindrical (Oblongin
(Tud 1995§.b) Gregarine Forms of P/homogeneous P/Ray Half Cytoplasmic Three
% : Clopton (2004))
Clibanarius corallinus . " .
(Tudge, 19953, b) Ovoid P/fibrous [® All Cytoplasmic Three
Clibanarius erythropus . . .
(Tudge, 19953, b) Ovoid P/fibrous P All Cytoplasmic Three
Clibanarius longitarsus . . .
(Tudge, 19954, b) Ovoid P/fibrous [® All Cytoplasmic Three
Clibanarius taeniatus . ] .
(Tudge, 19953, b) Ovoid P/fibrous P All Cytoplasmic Three
Clibanarius virescens . . .
(Tudge, 19954, b) Ovoid P/fibrous P All Cytoplasmic Three
Dardanus arrosor Ovoid (Oblongin
(Tudge, 19954) Gregarine Forms of P/homogeneous P/Ray Posterior portion Cytoplasmic Three
%, Clopton (2004))
Dardanus crassimanus Ovoid (Oblongin
(Tudge, 19953) Gregarine Forms of P/homogeneous P/Ray Posterior portion Cytoplasmic Three
%, Clopton (2004))
Dardanus lagopodes Ovoid (Oblongin
(Tud 1%9p5a) Gregarine Forms of P/homogeneous P/Ray Posterior portion Cytoplasmic Three
% Clopton (2004))
Ovoid (Oblong in
Dazfjrir;us s;;;e;lstus Gregarine Forms of P/homogeneous P/Ray Posterior portion Cytoplasmic Three
%, Clopton (2004))
Dardanus sp. nov Ovoid (Oblong in
(Tud lg§5a) ' Gregarine Forms of P/homogeneous P/Ray Posterior portion Cytoplasmic Three
% Clopton (2004))
Diogenes custos L . . .
(Tudge, 1992, 1995a) Eliptoid P/homogeneous P/Ray Posterior portion Cytoplasmic Three
Diogenes pallescens S . . .
(Tudge, 19953, b) Eliptoid P/homogeneous P/Ray Posterior portion Cytoplasmic Three
Spherical (Broadly
Strigopagurus boreonotus ovoid in Gregarine . . . .
(Tudge, 1995a) o el P/homogeneous P/finely granular Posterior portion Cytoplasmic Three
(2004))
Disk-shape (Luniform .
Pylocheles sp. in Gregarine Forms of Plgranular with P All Cytoplasmic Three

(Tudge et al., 2001)

Clopton (2004))

vesicles



Pagurus bernhardus
(Tudge, 1995a)
Pagurus chevreuxi
(Tudge, 19954, b)

Pagurus hirtimanus
(Tudge, 1991, 1995a)

Pagurus prideaux
(Tudge, 1995a)
Porcellanopagurus sp.
(Tudge, 1995a,b)

Xylopagurus sp. nov.
(Tudge, 19954, b)

Sympagurus sp.
(Tudge, 19953, b)

Lomis hirta
(Tudge, 19954, b)

Eumunida sternomaculata
(Tudge, 19954, b)

Uroptychus sp.
(Tudge, 1995a)

Allogalathea elegans
(Tudge, 1995a)

Munida sp.
(Tudge, 19954, b)

Galathea intermedia
(Kronenberg et al., 2004)

Munidopsis sp.
(Tudge, 1995a)

Aliaporcellana suluensis
(Tudge & Jamieson, 1996)
Porcellana sayana
(In this study)
Petrolisthes armatus
(In this study)

Petrolisthes lamarckii
(Tudge & Jamieson, 1996)

Petrolisthes galactinus
(In this study)
Petrolisthes granulosus
(In this study)
Megalobrachium roseum

(In this study)
Petrolisthes laevigatus
(In this study)

Pisidia longicornis
(Tudge & Jamieson, 1996)

Pisidia brasiliensis
(In this study)

Polyonyx transversus
(Tudge & Jamieson, 1996)

Hippa pacifica
(Matthews, 1956; Tudge,
1995a,b)
Lithodes maja
(Tudge et al., 1998)

Ovoid

Ovoid

Ovoid (Obovoid in
Gregarine Forms of
Clopton (2004))

Ovoid

Eliptoid

Cylindrical ( Ovoid in
Gregarine Forms of
Clopton (2004))

Eliptoid

Ring-shaped (Luniform
very deeply in
Gregarine Forms of
Clopton (2004))

Cylindrical (Eliptoid in
Gregarine forms of
Clopton (2004))
Cylindrical (Eliptoid
in Gregarine forms of
Clopton (2004))

Cy lindrical (Eliptoid in
Gregarine forms of
Clopton (2004))
Cylindrical (Eliptoid
in Gregarine forms of
Clopton (2004))
Oblong and fusiform
(Eliptoid in Gregarine
forms of Clopton
(2004))

Ovoid (Obpanduriform
in Gregarine forms of
Clopton (2004))

Ovoid

Eliptoid (Clopton,
2004)
Eliptoid (Clopton,
2004)
Ovoid (Eliptoid in
Gregarine forms of
Clopton (2004))
Eliptoid (Clopton,
2004)
Eliptoid (Clopton,
2004)
Eliptoid (Clopton,
2004)
Eliptoid (Clopton,
2004)
Ovoid (Eliptoid in
Gregarine forms of
Clopton (2004))
Eliptoid (Clopton,
2004)
Cylindrical (Eliptoid in
Gregarine forms of
Clopton (2004))

Ovoid

Ovoid

P/homogeneous

P/homogeneous

P/homogeneous

P/homogeneous

P/homogeneous

P/homogeneous

P/homogeneous

P/finely granular

P/finely granular

P/finely granular

P/finely granular

P/finely granular

P/homogeneous

P/homogeneous

P/granular
P/granular

P/granular

P/granular

P/granular
P/granular
P/granular

P/granular

P/granular

P/granular

P/finely granular

P/homogeneous

P/granular

P/Ray

P/Ray

P/Ray

P/homogeneous

P/granular
P/homogeneous

P/granular

P/granular

P/granular
P/granular
P/granular

P/granular

P/homogeneous

P/granular

P/homogeneous

P/homogeneous

All

All

All

Half

All

Posterior portion

All

Posterior portion

Posterior portion

Posterior portion

Posterior portion

Posterior portion

Posterior portion

Posterior portion

Posterior portion
Posterior portion

Posterior portion

Posterior portion

Posterior portion
Posterior portion
Posterior portion

Posterior portion

Posterior portion

Posterior portion

Posterior portion

Posterior portion

Posterior portion

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic
Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic
Cytoplasmic
Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Cytoplasmic

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

Three

More than 3

More than 3

More than 3

More than 3

More than 3

More than 3

More than 3

More than 3

More than 3

More than 3

More than 3

Three

Three




Tabela 2. Caracteres referentes ao espermatozoides de Anomura

Perforatorial
Perforatorial
) Perforated Operculum Opercular X Dense Central cone 3 Posterior chamber Microvillar Ornamentation of ratort Fibrilar Reticulated | Sholder in apical
Species ) Apical buttom . . Tubular ring o L i chamber Lacunar sheath Microtubular core )
operculum morphology ridge perforatorial cone  material perforatorial ring  morphology projections  Perforatorial chamber M- acrosome core  acrosome zones region
(Clopton, 2004)
Birgus I T bl ith L
irgus lotro (Tudge Thick and domed A A A A A A Oblong wi Longand smooth walls A A A A A A
& Jamieson, 1991) rounded apex filamentous
Coenobita brevimanus A Thick and domed A A A A A A Oblongwith  Longand smooth walls A A A A A A
(Tudge, 1995a) rounded apex filamentous
Coenobita perlatt Obl ith L d
ML A Thick and domed A A A A A A ongw! ongan smooth walls A A A A A A
(Tudge, 1995a) rounded apex filamentous
Coenobit e Obl ith Longand
e s A Thickand domed A A A A A A At b Smooth walls A A A A A A
(Tudge, 1995a) rounded apex filamentous
Coenobit Obl ith L d
CEHELIICERRD A Thick and domed A A A A A A ong Wi ongan Smooth walls A A A A A A
(Tudge, 1995a) rounded apex filamentous
Coenobita variabili Obl ith L d
oenootavariadils A Thick and domed A A A A A A S e smooth walls A A A A A A
(Tudge, 1995a) rounded apex filamentous
Calci imardii Slender and L d
i A enderan A A A A A A Handformatt oo smooth walls A A A A A A
(Tudge, 1995a) domed filamentous
Calcinus laevimanus Slender and Short and
A A A A A A A Hand f t* Smooth wall A A A A A A
(Tudge, 1991; 1995a) domed andlorma tuberculous Mooth walls
Calcinus minutus Slender and Shortand
A A A A A A A Hand f t* Smooth wall Prominent tubul A A A A A
(Tudge, 1991; 1995) domed andtorma tuberculous moothwalls | Frominenttusures
Cancellus sp. Slender and ) )
A A A A A A A Deltoid A Smooth walls Prominent tubules A A A A A
(Tudge, 19953, b) rounded
Clibanarius corallinus Slender and . Short and
A A A A A A A Deltoid Smooth walls A A A A A A
(Tudge, 19953, b) domed tuberculous
Clibanarius erythropus Slender and ) Short and
A A A A A A A Deltoid Smooth walls A A A A A A
(Tudge, 19953, b) domed tuberculous
i ius longi | L
Clibanarius longitarsus A Slender and A A A A A A Deltoid _ ongand smooth walls A A A A A A
(Tudge, 19953, b) domed filamentous
Clibanarius taeniatus Slender and Short and
A A A A A A A Deltoid Smooth wall A A A A A A
(Tudge, 19953, b) domed eltol tuberculous Moot Watls
Clibanarius virescens Slender and Short and
A A A A A A A Deltoid Smooth wall A A A A A A
(Tudge, 19953, b) domed eto! tuberculous mooth walls
Dardanus arrosor Slender and Short and
A A A A A A A Eliptoid Smooth walls A A A A A A
(Tudge, 1995a) domed P tuberculous
Dardanus crassimanus Slender and . Short and
A A A A A A A Eliptoid Smooth walls A A A A A A
(Tudge, 1995a) domed tuberculous
Dardanus I d Slender and Short and
araantsiagopodes A enderan A A A A A A Eliptoid ortan smooth walls A A A A A A
(Tudge, 1995a) domed tuberculous




Dardanus scutellatus Slender and L Longand
Eliptoid § Smooth walls A A
(Tudge, 1995a) domed filamentous
Dardanus sp. nov. Slenderand e Longand
Eliptoid Smooth walls A A
(Tudge, 1995a) domed P filamentous
Diogenes custos Slender and Deltoid (gladiate) Longand smooth walls A p
(Tudge, 1992, 1995a) domed ¢ filamentous
Diogenes pallescens Slenderand ’ ’ Long and
Deltoid (gladiate Smooth walls A p
(Tudge, 19953, b) domed (8 ) filamentous
Strigopagurus boreonotus Slender and Hand format* ALong and smooth walls A A
(Tudge, 1995a) domed filamentous
Pylocheles sp. Slenderand
Panduriform A Smooth walls A A
(Tudge etal., 2001) trullate
Pagurus bernhardus Slender and
Panduriform A ow longitudinal corruga A A
(Tudge, 1995a) trullate 6 ¢
Pagurus chevreuxi Slender and
Panduriform A Proeminent septa A A
(Tudge, 19953, b) trullate P
Pagurus hirtimanus Slender and Panduriform A Proeminent septa A A
(Tudge, 1991, 1995a) trullate ¢
P idl Slender and
PO enceran Deltoid A Smooth walls A A
(Tudge, 1995a) trullate
Porcellanopagurus sp. Slender and , )
Deltoid A Proeminent septa A A
(Tudge, 1995a,b) trullate P
Xylopagurus sp. nov. Slender and Short perforatorial
o chamber/Deepl A Smooth walls A A
(Tudge, 19953, b) trullate /Deeply
delt
Sympagurus sp. Slender and .
Pyriform A Smooth walls A A
(Tudge, 19953, b) trullate v i
Lomis hirt
omis hirta Thick and domed Eliptoid A Smooth walls A A
(Tudge, 19953, b)
Eumunida sternomaculata
Thick and domed Eliptoid A Smooth walls Prominent tubules A
(Tudge, 1995a, b) p
Uroptychus sp. . A
Thick and domed Eliptoid A Smooth walls A A
(Tudge, 1995a) P
Allogalathea elegans Romboid ver
5 Y Thick and domed avery A Proeminent septa A A
(Tudge, 1995a) narrowly
Munida sp. Romboid
unica sp Thick and domed MOCICRE A Proeminent septa A A
(Tudge, 19953, b) narrowly
Galathea intermedi
clatheaintermecta Thick and domed Eliptoid A Smooth walls Prominent septum A
(Kronenberg et al., 2004)
Munidopsis sp.
A Thick and domed Eliptoid A Smooth walls Prominent septum A

(Tudge, 1995a)




Aliaporcellana suluensis
(Tudge & Jamieson, 1996)

Slender and
curved

Deltoid

Shallow longitudinal
corrugations

Porcellana sayana
(In this study)

Slenderand
curved

Deltoid

A

Petrolisthes armatus
(In this study)

Thick and domed

Deltoid (gladiate)

Proeminent septa

Petrolisthes lamarckii
(Tudge & Jamieson, 1996)

Slenderand
curved

Deltoid (gladiate)

Proeminent septa

Petrolisthes galactinus
(In this study)

Thick and domed

Deltoid (narrowly)

Longand
filamentous

Proeminent septa

Prominent septum

Petrolisthes granulosus
(In this study)

Slenderand
curved

Ovoid

A

Proeminent septa

Prominent septum

Megalobrachium roseum
(In this study)

Slender and
curved

Eliptoid

Smooth walls

Petrolisthes laevigatus
(In this study)

Slenderand
curved

Ovoid

Proeminent septa

Prominent septum

Pisidia longicornis
(Tudge & Jamieson, 1996)

Slenderand
curved

Deltoid

Shallow longitudinal
corrugations

Pisidia brasiliensis
(In this study)

Slenderand
curved

Deltoid

Shallow longitudinal
corrugations

Polyonyx transversus
(Tudge & Jamieson, 1996)

Slenderand
curved

Shallow longitudinal
corrugations

Hippa pacifica
(Matthews, 1956; Tudge,
1995a,b)

Slender

Double deltoid
apex

Smooth walls

Prominent septum

Lithodes maja
(Tudge etal., 1998)

Thick

Deltoid

Smooth walls




