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RESUMO

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

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



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

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

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

reproducéo, Pseudothelphusidae



ABSTRACT

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

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



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

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

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

reproduction, Pseudothelphusidae
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13
CONSIDERACOES INICIAIS

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Melothelphusa apiaka.

Objetivos gerais e organizagdo do estudo

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

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

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

Melothelphusa apiaka.



CAPITULO 1
Morfologia do aparelho reprodutor de machos e vias secretores do fluido seminal de trés
espécies de caranguejos de agua doce Pseudothelphusidae

(Malacostraca: Decapoda: Brachyura)
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Resumo

O sistema reprodutor masculino (SRM) da familia Pseudothelphusidae, exclusiva da reagiao
Neotropical de caranguejos dulcicolas, é descrito pela primeira vez por meio de trés espécies
de géneros diferentes. O SRM de Fredius ibiapaba, Kingsleya attenboroughi e Rodriguezus
garmani foi analisado quanto a anatomia, histologias e ultraestutura buscando um padréo para
a familia desses animais raros de coleta. O SRM desses pseudotelfusideos mostra o padrao
tipico de Brachyura, um o6rgéo bilateral em formato de “H”, o qual é formado por um par de
testiculos, conectados a um par de vaso deferente (VD), extermamente delgados e pouco
volumosos, divididos arbitrariamente em trés regides: anterior (AVD), mais convoluta, média
(MVD) e posterior (PVD), ligeiramente mais volumosas e menos convolutas, devido a auséncia
de modificacBes anatbmicas marcadas. Ndo foi observada a presenca de glandulas acessorias,
outpockets ou cecos em qualquer regido dos VD desses animais. Os testiculos dos
pseudotelfusideos sdo do tipo tubular modificado, com caracteristicas mistas de testiculos
tubulares e lobulares. Os VD nesses animais sdo tubos simples e continuos apresentando
epitélio colunar desde o inicio até o fim dessas estruturas e ndo mostram diferencas histoldgicas
e histoquimicas nas trés regides. O fluido seminal nos pseudotelfusideos é composto por duas
secrecOes de carater glicoproteico: a secrecdo do tipo 1, em que os espermatozoides estdo
imersos e entremeados a esses gametas; a secrecdo globular do tipo 2, sendo menos abundante
na AVD. Esta secrecdo granular é tipica para a familia, ocorrendo em todos os géneros
estudados. A ultraestrutura das células dos VD é tipicamente secretora com mecanismo
merdcrino. Elas sdo ricas em reticulo endoplasmatico rugoso e grandes complexos de Golgi,
sendo responsaveis pela producéo de glicoproteinas, armazenadas em pequenas vesiculas de
secrecdo eletrolucida e outras eletrodensas, cuja secrecdo € liberada por exocitose. Devido ao

pequeno nimero de vesiculas encontradas ao longo do polo apical da célula, a exocitose desde
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0 Golgi parece ser bastante rapida e continua, o fluido seminal simples e granular, sem

glandulas acessorias em qualquer regido dos VD, caracteristicas que podem ser consideradas
um estado sinapomorfico, que diverge da familia Trichodatylidae e se assemelha as familias de
caranguejos de agua doce do Velho Mundo. Por meio deste trabalho, pode-se perceber que esse
grupo apresenta caracteristicas bastante divergentes quando comparado com 0S outros
caranguejos de dgua doce do Novo Mundo da familia Trichodactylidae. Além disso, o presente
trabalho tem o potencial de servir como base para futuras pesquisas, para a implementacdo de

medidas de conservacao e protecdo para as localidades-tipo de ocorréncia dessas espécies.

Palavras-chave: conservagdo, anatomia, histologia, fluido seminal, espermatozoide,

reproducéo
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Abstract

The male reproductive system (MRS) of the Pseudothelphusidae family, exclusive to the
Neotropical region of freshwater crabs, is described for the first time through three species
from different genera. The MRS of Fredius ibiapaba, Kingsleya attenboroughi, and
Rodriguezus garmani was analyzed in terms of anatomy, histology, and ultrastructure, aiming
to establish a pattern for the family of these rarely collected animals. The MRS of these
pseudothelphusid crabs shows the typical Brachyura pattern, a bilateral "H"-shaped organ
consisting of a pair of testes connected to a pair of extremely thin and small vas deferens (VD),
arbitrarily divided into three regions: anterior (AVD), more convoluted; middle (MVD); and
posterior (PVD), slightly more voluminous and less convoluted, due to the absence of marked
anatomical modifications. No accessory glands, outpockets, or ceca were observed in any
region of the VD in these animals. The testes of pseudothelphusids are of the modified tubular
type, with mixed characteristics of tubular and lobular testes. The VD in these animals are
simple, continuous tubes with columnar epithelium throughout, showing no histological or
histochemical differences across the three regions. The seminal fluid in pseudothelphusids
consists of two glycoprotein-type secretions: type 1 secretion, where sperm cells are immersed
and intermixed with the gametes; and type 2 globular secretion, less abundant in the AVD. This
granular secretion is typical of the family and occurs in all the studied genera. The ultrastructure
of the VD cells is typically secretory with a merocrine mechanism. They are rich in rough
endoplasmic reticulum and large Golgi complexes, responsible for producing glycoproteins
stored in small electrolucent and other electrodense secretion vesicles, whose secretion is
released by exocytosis. Due to the small number of vesicles found along the apical pole of the
cell, exocytosis from the Golgi seems to be quite rapid and continuous. The seminal fluid is

simple and granular, with no accessory glands in any region of the VD—features that can be
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considered synapomorphic, differing from the Trichodatylidae family and resembling

freshwater crab families of the Old World. This work shows that this group presents
characteristics that are quite divergent when compared to other New World freshwater crabs
of the Trichodactylidae family. Additionally, this study has the potential to serve as a basis for
future research aimed at implementing conservation and protection measures for the type

localities where these species occur.

Keywords: conservation, anatomy, histology, seminal fluid, spermatozoon,

reproduction
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1 INTRODUCAO

Na infraordem Brachyura, o sistema reprodutor masculino (SRM) é constituido por um
par de testiculos dispostos, posicionando-se nas margens superiores do cefalotorax, os quais
desembocam no vaso deferente (VD), terminando na regido posterior do corpo do caranguejo,
junto as aberturas dos gonoporos. Comumente, os testiculos apresentam anatomia em forma de
“H”, padrdo mais comum para a maioria dos braquidros, podendo, ainda, em certos grupos, ter
forma de “V” ou “U invertido”. Conectados aos testiculos, os VD apresentam trés regides, as
quais sdo delimitadas por meio da morfologia e do incremento (ou néo) do diametro do vaso e
por sua funcédo na producéo de fluido seminal e montagem dos espermatdforos: anterior (AVD),
média (MVD) e posterior (PVD) (Antunes et al., 2018; De Oliveira & Zara, 2018; Diesel, 1989;
Krol et al., 1992; Ldpez-Greco, 2013; Nascimento & Zara, 2013; Tiseo et al., 2014; Watanabe
et al., 2020; Zara et al., 2012).

Os espermatozoides sdo produzidos nos testiculos e encaminhados a AVD, na por¢ao
proximal desta regido - AVDp, massas de espermatozoides imersas em fluido seminal serdo
armazenadas, enquanto na porc¢ao distal desta regido - AVDd, uma secrecdo distinta envolvera
os espermatozoides, formando a parede dos espermatéforos (Klaus et al., 2009). Assim, a
funcdo da AVD ¢é formar espermatdforos a partir de secrecdes liberadas pelo epitélio dos vasos.
Tais estruturas carreadoras de espermatozoides podem ser ovais ou arredondadas, sdo
delimitadas por uma parede e podem conter varios espermatozoides (espermatéforo do tipo
coenospérmico) ou apenas um espermatozoide (espermatéforo do tipo cleistospérmico)
Posteriormente, os espermatoforos serdo armazenados na MVD e na PVD, sendo que nesta
ultima regido também ocorrera a producéo de fluido seminal. Ainda, em alguns grupos, como
Majoidea, Portunoidea e Trichodactyloidea, glandulas acessérias encontradas na MVD e/ou ha

PVD podem auxiliar na formacéo de fluido seminal e séo responsaveis, principalmente, por
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formar pacotes ou plugues espermaticos (Antunes et al., 2018; Castilho et al., 2008; De Oliveira

& Zara, 2018; De Oliveira et al., 2021).

Os testiculos, segundo a classificacdo histoldgica proposta por Nagao e Munehara
(2003), podem ser classificados em lobular ou tubular. O tipo lobular exibe varios l6bulos,
cistos ou acinos seminiferos, que se conectam por um ducto seminifero central, padrdo mais
comumente encontrado em Brachyura (Batoy et al., 1989; Castilho et al., 2008; Diesel, 1989;
Erkan et al., 2009; Hinsch & Walker, 1974; Johnson, 1980; Moriyasu & Benhalima, 1998;
Nagao & Munehara, 2003; Santos et al., 2009; Sime0 et al., 2009). O tipo tubular, por sua vez,
é constituido por um tabulo Gnico e convoluto, preenchido por células germinativas em estagios
diferentes de maturacdo, mesmo padrdo encontrado em Maja brachydactyla Balss, 1922
(Simed et al., 2009). Geralmente, a regido periférica do tabulo seminifero é preenchida por
espermatogonias, formando os centros germinativos. Os espermatocitos e as espermatides
ocupam amplo espaco da regido intermediaria dos tabulos seminiferos, formando a zona de
maturacdo (Nagao & Munehara, 2003). A zona de evacuacgdo € constituida por um tabulo
coletor que armazena e carrega espermatozoides maduros através dos ductos seminiferos e
direcionando os espermatozoides até o vaso deferente (Nagao & Munehara, 2003; Sime0 et al.,
2009).

Os espermatozoides sdo imaveis e aflagelados, com acrossoma ou vesicula acrossomal
constituida por camadas concéntricas revestidas por uma membrana moderadamente
eletrodensa, sendo centralmente penetrado pelo perforatorium, ou tubo perfurador
(Subramoniam, 1983; Tudge, 2009). A transferéncia de espermatozoides é realizada pelos
gonopodos e pelo pénis, protegidos por um envelope protetor, o espermatdéforo, durante a
copula (Krol et al., 1992). O esperma pode ser estocado em uma por¢do modificada do ducto
genital, o receptaculo seminal, (Krol et. al., 1992) ou em uma invaginacdo do exoesqueleto,

sem ligagdo com o ducto genital, a espermateca (Guinot & Quenette, 2005).
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Estudos relacionados a caranguejos de agua doce, comumente, enfocam a ultraestrutura

do espermatozoide e as possiveis relacdes filogenéticas entre grupos do Velho Mundo, sendo
Gecarcinucoidea e Potamoidea bem exploradas (Guinot et al., 1997; Klaus & Brandis, 2011;
Klaus et al., 2009; Klaus et al., 2013; Scalici et al., 2010).

Nos dltimos anos, novas espécies recém-descritas mostram-se possivelmente
ameacadas de extin¢do, como € o caso de Fredius ibiapaba (Santos et al., 2020) e Kingsleya
attenboroughi (Pinheiro & Santana, 2016). F. ibiapaba, ao que se sabe atualmente, apresenta
distribuicdo muito restrita (cerca de 4 km) em um Unico fragmento de floresta, no municipio
de Ipu (CE), enquanto K. attenboroughi apresenta registros de ocorréncia em trés areas
disjuntas e antropizadas, em uma faixa remanescente de floresta Gmida isolada, em meio a uma
densa area de Caatinga (steppe savannah), nos municipios de Barbalha e Missdo Velha (CEl)
(Araujo et al., 2020; Pinheiro & Santana, 2016; Santos et al., 2020, 2023). Embora
pseudotelfusideos ndo apresentem valor comercial, eles sdo muito afetados por acdes
antropogénicas, principalmente a degradacéo de habitats e as mudancas nas paisagens naturais,
ocasionando reducdo significativa nas populacdes (Magalhdes, 2016).

No Brasil, os estudos envolvendo caranguejos dulcicolas tém como foco a descri¢cdo do
SRM, a ultraestrutura do espermatozdide e a biologia reprodutiva de alguns representantes da
familia Trichodactylidae (Almeida et al., 2019; De Oliveira & Zara, 2018; De Oliveira et al.,
2021; Silva et al., 2012). Até o presente momento, ndo sdo conhecidos estudos cientificos
envolvendo qualquer tipo de analise do SRM, da ultraestrutura do espermatozéide ou dos
parametros relacionados a tais quesitos reprodutivos em representantes da familia
Pseudothelphusidae.

Vale destacar que o estudo da biologia reprodutiva dessas espécies, incluindo anatomia,
histologia, histoquimica e ultraestrutura do fluido seminal é fundamental para compreender a

taxonomia e as relagdes de parentesco entre elas (Assugeni et al., 2017; Camargo et al., 2016;
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Camargo et al., 2017; Garcia Bento et al., 2018; Jamieson & Tudge, 2000; Tudge, 2009).

Pretendemos fornecer subsidios para suportar ou ndo a hipétese de que ocorreram dois eventos
distintos de conquista do ambiente de dgua doce do Novo Mundo, como proposto por Tsang et
al. (2014) e Wolfe et al. (2023) atraves das ferramentas moleculares, fornecendo uma base
solida para comparar processos de adaptacdo morfologica e molecular em caranguejos,
oferecendo informacdes sobre as restricdes evolutivas e os caminhos de transi¢éo que ajudaram
esses crustaceos a explorar novos habitats.

Considerando o cenario apresentado, este trabalho descreve o Sistema Reprodutor
Masculino, a espermatogénese e a producdo de fluido seminal em trés pseudotelfusideos:
Fredius ibiapaba, Kingsleya attenboroughi e Rodriguezus garmani (Rathbun, 1898). Por meio
de analises macroscapicas, histoldgicas, histoquimicas e ultraestruturais, pretendemos fornecer
subsidios para corroborar ou ndo a hipotese de que ocorreram dois eventos distintos de
conquista do ambiente de 4gua doce do Novo Mundo, como proposto por Tsang et al. (2014)
e Wolfe et al. (2023), com a filogenia baseada em dados meoleculares, fornecendo uma base
sOlida para comparar processos de adaptacdo morfolégica e genética em caranguejos,
oferecendo informacdes sobre as restricdes evolutivas e os caminhos de transi¢ao que ajudaram
esses crustaceos a explorar novos habitats.

Se a hipdtese de dois eventos ocorreu, esperam-se padrdes anatbmicos, histologicos e
histoquimicos distintos entre essas duas familias do Novo Mundo e esperamos ter elementos
morfoldgicos para relacionar ou ndo a familia Pseudothelphusidae com os caranguejos de agua
doce do Velho Mundo. Além disso, o presente trabalho tem o potencial de servir como base
para futuras pesquisas e para a implementacdo de medidas de conservagéo e protecao para as

localidades-tipo de ocorréncia dessas espécies.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Trés caranguejos machos das espécies Fredius ibiapaba, Kingsleya attenboroughi e
Rodriguezus garmani foram coletados manualmente em buracos, em serrapilheira e em solo
Umido de florestas de terra firme ou proximos a pequenos riachos. Em novembro de 2015,
machos de R. garmani foram coletados em Ilha Margarita, Venezuela
(11°01'04” N, 63°55'20” W) (Figura 1). Posteriormente, em novembro de 2021, representantes
de K. attenboroughi e F. ibiapaba foram obtidos nos municipios de Barbalha
(07°20'07.6” S, 39°23'58.8” W) e Ipu (04°17'42" S, 40°44'43" W), respectivamente, ambos
localizados no estado do Ceard, Nordeste do Brasil (Figura 1). Apés as coletas, 0s caranguejos
foram devidamente transportados ao laboratério em caixas térmicas com aeracdo e mantidos
por um curto periodo de tempo (24 horas) em aquarios com fundos escuros (45 x 25 x 30 cm),
contendo reflgios artificiais e sedimento argilo-siltoso e folhico como substrato (temperatura

25 +0,5°C).
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2.2 Detalhes da area e atividade de amostragem

Distribuicdo geografica e locais de coleta dos caranguejos de agua doce
Psedothelphusidae, Fredius ibiapaba, Kingsleya attenboroughi e Rodriguezus garmani (Figura
1 A). A Figura 1 B indica as espécies coletadas no norte e no sul do Ceara, sendo a 1- F.
ibiapaba e a 2- K. attenboroughi. Ja a Figura 1 C indica a espécie 3- R. garmani em llha

Marguerita — Venezuela.

Espécie
Fredius ibiapaba
Kingsleya attenboroughi
Rodriguezus garmani

Figura 1. Localizacdo das areas de coleta de (01) Fredius ibiapaba (Santos et
al., 2020), (02) Kingsleya attenboroughi (Pinheiro & Santana, 2016) e (03)
Rodriguezus garmani (Rathbun, 1898).
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2.3 Analises histoldgicas e histoquimicas e microscopia eletronica de transmissao

Em laboratério, espécimes foram anestesiados por resfriamento (-20°C por 10 min),
tiveram a largura de carapaca (CW - distancia maxima entre as margens anterolaterais)
mensurada e, posteriormente, foram dissecados. Para a descricdo anatdbmica do SRM dos
pseudotelfusideos, os testiculos e os VD de trés individuos de cada espécie foram
cuidadosamente removidos dos animais e fixados em paraformaldeido 4% por 24 horas. Logo
apos, 0s SRM das trés espécies foram devidamente fotografados sob o estereomicroscopio
(camera Leica EC4 com software Leica® LAS EZ).

Para as andlises histoldgicas, os testiculos foram dissociados dos VD, e estes foram
segmentados, de acordo com as diferentes regiGes observadas nas analises macroscépicas.
Assim, amostras dessas estruturas foram lavadas duas vezes em tampéo fosfato 0,2 M (pH 7,4),
desidratadas em uma série crescente de etanol (70-95%) e embebidas em historesina glicol-
metacrilato Leica®. SecOes de 4 a 7 um de espessura foram obtidas no microtomo rotativo
Leica® RM2245. Ap6s a microtomia, laminas contendo os cortes foram coradas com
hematoxilina e eosina (H&E) para descrever o SRM. Foram utilizadas 1dminas coradas com
PAS (&cido periddico de Schiff) e contracoradas com hematoxilina (PAS + H) para descrever
os testiculos e o processo de espermatogénese nas trés espécies de pseudotelfusideos.

Para descricao histoquimica, 1dminas do aparelho reprodutor masculino foram coradas
com Xylidine ponceau para proteinas (Mello & Vidal, 1980), e a presenca de polissacarideos
neutros e acidos foi verificada com Periodic Acid-Schiff (PAS) e Azul Alcian (pH 2,5),
respectivamente (Junqueira & Junqueira, 1983).

Os diametros das células germinativas durante a espermatogénese e a espermiogénese
foram registrados em laminas coradas com PAS + H dos testiculos de K. attenboroughi, sob a

magnificacdo de 100X e mensurados por meio do Software IM50 Leica® (Zara et al., 2012).
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Dez células de cada tipo celular foram mensuradas aleatoriamente nas laminas dos trés machos

de K. attenboroughi aqui analisados (N: 30 para cada estagio germinativo). Diferencas entre 0s
didmetros das células germinativas ao longo da espermiogénese e espermatogénese
(transformados em logio) foram comparadas por meio de uma anélise de variancia (ANOVA)
(W-Statistic, teste de normalidade atendido; p > 0.05), seguida do teste de comparacdo multipla
de Tukey, usado para comparar as médias dos diametros entre os diferentes estagios de
desenvolvimento (Gotelli & Ellison, 2004). Todos os céalculos e analises estatitiscas foram

realizados com o software R versao 4.4.1. (R Development Core Team, 2024).

2.4 Ultraestrutura da secrecao e vias de secrecao

Para a microscopia eletrdnica de transmissdo (MET), fragmentos de aproximadamente
1 mm? da PVD de dois representantes de cada uma das trés espécies de pseudotelfusideos aqui
analisados foram fixados em glutaraldeido 2,5% em tampéo cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2)
por 4 horas. Essas amostras foram lavadas no mesmo tampao (trés vezes por 10 min). Pds-
fixadas com tetroxido de 6smio 1% durante 2 horas, no mesmo tampé&o. Apos trés lavagens, 0s
materiais foram contrastados “En Bloc” com acetato de uranila 1% aquoso (overnight em 4°C).
Logo apos, as amostras foram desidratadas em séries crescentes de acetona (70-100%) e,
posteriormente, incluidas em resina Epon-Araldite. Os cortes ultrafinos foram obtidos no
ultramicrétomo Leica® UC7, contrastados com acetato de uranila aquoso 2% e citrato de
chumbo 0,4%. Todas as amostras foram analisadas e fotografadas no MET Jeol JEM 1010

operado a 80KV.
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3 RESULTADOS

O Sistema Reprodutor Masculino, nas trés espécies de Pseudothelphusidae aqui
descritas, é bilateral, localizado na regido dorsal da cavidade cefalotoracica, imediatamente

abaixo do ceco gastrico, como represenardo na Figura 2, desenho esquematico.

Figura 2. Desenho esquematico do Sistema Reprodutor Masculino de F. ibiapaba e K.
attenboroughi. T: testiculos; AVD: Vaso Deferente Anterior; MVD: Vaso Deferente Médio;

PVD: Vaso Deferente Posterior.

Apresenta o formato de “H” e € composto por um par de testiculos conectados a vasos

deferentes (VD), que apresentam, notadamente, trés regides distintas: anterior (AVD), média
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(MVD) e posterior (PVD). O testiculo € um 6rgao tubular, comumente convoluto (Figura 3 A-

B) em F. ibiapaba, e em K. attenboroughi mostra-se muito enovelado (Figura 3 E-F).
Associado diretamente a esse 6rgdo esta a AVD, que é curta, convoluta e menos espessa,
quando comparada as demais regides dos VD (Figura 3 B, F). A MVD mostra-se mais espessa
que a regido anterior, e, nesta area, nota-se, por meio de visualiza¢do por transparéncia através
do vaso, uma grande deposicdo de material com formato arredondado (Figura 3 C, G), o qual
se trata da secrecdo de aspecto globular imersa em fluido seminal, confirmada por meio de
analises histoldgicas e histoquimicas (para maiores detalhes, ver Figuras 5 e 6). Logo ap6s a
MVD, encontra-se a PVD, a qual é mais espessa que as demais regides dos VD, e, por analise
macroscopica, ainda se notam as secrecdes globulares. Porém, tal regido aparenta portar
secrecdo com carater mais homogéneo que a MVD, principalmente, em sua porcéo final
(Figura 3 D, H).

Vale ressaltar que nas duas espécies aqui analisadas ndo foi detectada a presenca de

glandulas acessorias associadas aos VD (Figura 3).
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Figura 3. Anatomia do sistema reprodutor masculino (SRM) dos pseudotelfusideos Fredius
ibiapaba (A-D) e Kingsleya attenboroughi (E-H). A. Vista de um dos lados do SRM de F.
ibiapaba. B. Detalhe do testiculo conectado a AVD convoluta. C. Detalhe da MVD espessa
exibindo grande quantidade de secrecdo. D. Detalhe da PVD preenchida por fluido seminal. E.
Vista geral de uma das por¢des do SRM de K. attenboroughi, mostrando testiculo bastante
enovelado, conectado a AVD, seguida pela MVD e PVD. F. Detalhe do testiculo conectado a
AVD. G-H. Detalhe da MVD convoluta contendo secrecdo globular e da PVD mais espessa.
AVD: regido anterior do vaso deferente; MVD: regido média do vaso deferente; PVD: regido

posterior do vaso deferente; T: testiculo.
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Os testiculos sdo bastante volumosos, apresentando o padréo histoldgico do tipo tubular

intermediario ou modificado, em que se observam tubulos com células em diferentes estagios
de formacdo e tdbulos com células em apenas um estagio de divisdo envolvidos por tecido
conjuntivo na sua porcao externa (Figura 4 A).

Na zona germinativa, as espermatogbnias apresentam nucleo ocupando a maior
proporcdo da célula, onde acontecem sucessivas divisdes mitéticas, e uma zona de
transformacédo com células em meiose e zona de evacuacao de espermatozoides, apresentando
células em diferentes estagios de formacéo (Figura 4 B).

Todavia, em alguns tubulos, nota-se a presenca de grande quantidade de
espermatozoides na porcao central do lumen (Figura 4 A-B).

Os espermatdcitos primarios (Figura 4 C) apresentam ndcleos menores do que os da
etapa anterior e cromatina com aspectos variaveis de condensacdo em fase de paquiteno, com
formacdo de quiasmas (seta preta). Os espermatocitos secundarios com nucleos granulares e
formacdo da placa metafasica (Figura 4 D) (seta preta). Em relacdo as Espermatides: inicial,
com nucleo significativamente menor e inicio da formacdo da vesicula proacrossomal,
conforme indica a (seta branca) (Figura 4 E); com formacdo da vesicula acrossomal,
identificada com a seta preta (Figura 4 F). Espermatozéides com acrossomo completo (cabeca
de seta preta) e nucleo (cabeca de seta branca) (Figura 4 G).

A espermatogénese inicia-se com a formagao das espermatogonias (16,45 + 1,44 pum)
em uma faixa periférica do tubulo, e, comumente, estdo associadas a células de Sertoli. Sdo
células arredondadas, apresentam grandes nucleos com blocos de heterocromatina evidentes e
citoplasma levemente acidofilo (Figura 3 B). Ja os espermatdcitos (14,23 + 0,90 um) podem
ser divididos em primarios e secundarios.

Os espermatocitos primarios apresentam grandes nicleos em distintas fases da préfase

meiotica, sendo comum observa-los na subfase de paquiteno (Figura 4 C).
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Apols a divisdo meiotica dessas células, os espermatocitos dardo origem a dois

espermatocitos secundarios, 0s quais exibem nicleos menores com cromatina mais
homogénea, quando comparados a fase anterior (Figura 4 B, D). Apos outra divisao,
espermatocitos secundarios formardo futuras espermatides (8,49 =+ 0,88 um) e a
espermiogénese inicia-se com as espermatides iniciais. Estas mostram nucleos arredondados,
sendo que as pequenas vesiculas pro-acrossomais dessas células mostram reacdo para PAS
(Figura 4 E). Nos estagios avancados, as espermatides finais passam a apresentar nucleo
reduzido em formato de “C”, o qual envolve a vesicula acrossomal madura (Figura 4 F). Ao
fim da espermiogénese, espermatozoides (5,20 + 0,47 um) com nticleos arredondados e camara
perforatorial bem delimitada (a qual caracteriza a vesicula acrossomal) sdo formados e

encaminhados a zona de evacuacdo (Figura 4 A, G).
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Figura 4. Padrdo geral da histologia dos testiculos, espermatogénese e espermiogénese F.
ibiapaba, K.attenboroughi e R. garmani (A-B), espermatogénese (B-D) e espermiogénese (E-
G). B. Os tubulos seminiferos formados por uma zona germinativa com espermatogonias, zona
de transformacdo e zona de evacuacdo contendo espermatozoides, envoltos por tecido
conjuntivo e uma faixa periférica contendo espermatogénias proximas a células de Sertoli,
espermatdcitos secundarios e espermatozoides. C. Espermatdcitos primarios (Paquiteno) (seta
preta). D. Espermatdcitos secundarios e espermatozoides. E. Espermatides iniciais com
nucleos arredondados (cabeca de seta preta) e vesiculas pro-acrossomais com marcagdo para a
técnica de [PAS] (cabega de seta branca). F. Espermétides finais com ndcleo com formato de
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“C” (cabegas de setas brancas) e vesicula acrossomal madura (cabegas de setas pretas). G.
Espermatozoides imersos em matriz luminal (seta preta), com nucleos arredondados (cabecas
de setas brancas) e ao centro a cadmara perforatorial (cabegas de setas pretas), e a vesicula
acrossomal. Ct: tecido conjuntivo; Est: espermatide inicial; EZ: zona de evacuagdo; Lst:
espermatide final; Nc: célula de Sertoli; Scl: espermatdcito primario; Sc2: espermatocito

secundario; Spg: espermatogdnia; Spz: espermatozdides; TZ: zona de transicao.

Os diametros das células germinativas decresceram significativamente ao longo do
processo de espermatogénese e espermiogénese em pseudotelfusideos (one-way ANOVA - df:

3, SS: 14.05, MS: 4.68, F: 2038.11, p < 0.001) (Figura 5).
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Figura 5. Variacdo no didmetro nuclear durante a espermatogénese e a espermiogénese.

Médias (quadrados pretos) e desvios padrdes apresentados para cada tipo celular. Letras

distintas indicam diferengas estatisticas entre tipos celulares. Sc: espermatdcito; Spg:

espermatogonia; Spz: espermatozoide; St: espermatide.
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3.1 Histologia e histoquimica dos vasos deferentes

N&o foram observadas diferencas nos padrdes histoldgicos dos VD entre as trés
espécies de diferentes géneros em Pseudothelphusidae (Figura 6 A). Na AVD, inicia-se a
deposicdo de uma secrecao acidodfila (eosinophil) de aspecto globular em K. attenboroughi e
F. ibiapaba (Figura 6 A-F), a qual nédo foi encontrada em R. garmani (Figura 6 H-J). A AVD
mostra epitélio colunar simples, com nucleos na porcdo basal apresentando basofilia e
citoplasma levemente basofilo. No lumen, nota-se grande quantidade de espermatozoides
imersos na secrecao tipo I, que forma a matriz do fluido seminal acidéfilo, quase imperceptivel
devido ao elevado niumero de gametas masculinos (Figura 6 B-D). De forma geral, as demais
regibes do vaso, a MVD e a PVD demonstram os mesmos aspectos histologicos, quando
comparados a AVD, sendo compostas por um epitélio colunar simples envolto por delgada
camada de musculatura. Porém, em K attenboroughi (Figura 6 A-D) e em F. ibiapaba (Figura
6 E-G) o epitélio é claramente mais acidéfilo que em R. garmani (Figura 6 H-J). A secre¢édo
luminal da MVD e da PVD é praticamente a mesma, mas se verifica maior quantidade de
secrecdo tipo 11, com aspecto de glébulos acidéfilos menores em K attenboroughi (Figura 6 A-
D) e maiores em F. ibiapaba (Figura 6 E-G), e com forma irregular, baséfilos e pequenos em
R. garmani (Figura 5 H-J) em todas as espécies, a secrecdo do tipo Il € sempre mais abundante
em direcdo as porc¢des distais do VD, principalmente na PVD (Figura 6 D, G e J), em que ndo

foram observadas glandulas acessdrias (Figura 6).
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Figura 6. Histologia do sistema reprodutor masculino evidenciando o padrdo geral deste em
pseudotelfusideos. [HE] A, B, E, H: Kingsleya attenboroughi; C, F, I: Fredius ibiapaba; D,
G, J: Rodriguezus garmani. B-D. Aspecto geral da AVD, epitélio colunar simples de
citoplasma acidofilo; observa-se a presenca de outro tipo de secre¢do acidofila de aspecto
globular entremeando os espermatozoides (cabegas de setas pretas). E-G. A MVD, epitélio
envolto por tecido conjuntivo e espermatozoides imersos em secrecdo acidofila (cabecas de
setas pretas). H-J. A PVD de pseudotelfusideos apresenta as mesmas caracteristicas
histolégicas da MVD, além de acréscimo na quantidade de secre¢do de aspecto globular
depositada nesta regido do vaso (cabecas de setas pretas) e espermatozoides imersos nessa
secrecdo globular (cabecas de setas brancas). AVD: regido anterior do vaso deferente; Ct:
tecido conjuntivo; Ep: epitélio; MVD: regido média do vaso deferente; PVD: regido posterior

do vaso deferente; Spz: espermatozoides: testiculos.
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A caracteristica histogquimica foi a mesma ao longo da VD. Ou seja, ndo foram
detectadas diferencas nos padrdes histoquimicos na PVD de F. ibiapaba, K. attenboroughi e
R. garmani (Figura 7) histoquimicamente. A secrecdo tipo | fluidica e homogénea é
glicoproteica (Figura 7 A-F), com pequena reatividade para polissacarideos acidos (Figura 7
G-1). A secrecdo tipo Il é globular em K. attenboroughi e F. Ibiapaba, e irregular em R.
garmani, fortemente glicoproteica e com intensa reacdo para proteinas, principalmente na
medula dos glébulos (Figura 7 A-C). Os polissacarideos neutros mostram intensa reatividade
no glébulo como um todo, sendo a cdrtex mais intensa (Figura 7 D-F) para polissacarideos
acidos, somente a cortex dos globulos foi positiva para o Azul de Alcian (Figura 7 G-1). Nédo
foram detectadas diferencas nos padrfes histoquimicos na PVD de F. ibiapaba, K.
attenboroughi e R. garmani (Figura 7). Histogquimicamente, a secrecdo homogénea em que 0s
espermatozoides estdo imersos € de dificil visualizacdo devido a grande quantidade dessas
células, é fracamente positiva para proteinas (Figura 7 A-C), fortemente reativa a
polissacarideos neutros (Figura 7 D-F) e reativa a polissacarideos acidos (Figura 7 G-1). Ja a
secrecdo globular que entremeia os espermatozoides apresenta reacdo moderada a intensa para
proteinas (Figura 7 A-C), é fortemente reativa para polissacarideos neutros (Figura 7 D-F) e
negativa para polissacarideos acidos (Figura 7 G-I). Vale ressaltar que a regido cortical das
secrecOes globulares apresenta forte reacdo para as técnicas de proteinas e polissacarideos

neutros e acidos (Figura 7).
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Figura 7. Histoquimica da PVD em pseudotelfusideos. A-D-G: Kingsleya attenboroughi; B-
E-H: Fredius ibiapaba; C-F-1: Rodriguezus garmani. A-C. O fluido seminal em que 0s
espermatozoides estdo imersos mostra fraca rea¢éo para a técnica de proteinas (cabecas de setas
brancas). A secrecdo globular que entremeia 0s espermatozoides apresenta reagdo moderada a
intensa para proteinas, a regido cortical destas secrecdes apresenta forte reacdo para tal técnica
(cabecas de setas pretas) [Xylidine ponceau]. D-F. O fluido seminal (cabecas de setas brancas)
e as secrecdes globulares mostram forte reacdo para polissacarideos neutros. Note que a regido
cortical das secrecOes globulares apresenta intensa reacdo para tal técnica (cabecas de setas
pretas) [PAS]. G-1. Reacdo positiva para polissacarideos &cidos no fluido seminal (cabecas de

setas brancas) e auséncia de reacdo técnica nas secrecdes globulares. No entanto, a regido
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cortical das secrecdes globulares mostra reacdo positiva para polissacarideos acidos (cabecas

de setas pretas) [Alcian blue pH 2,5]. Ct: tecido conjuntivo; Ep: epitélio; SI: secrecéo tipo I;

SIlI: secregéo tipo Il: secregdo; SZ: espermatozoide.

3.2 Ultraestrutura do vaso deferente e do fluido seminal

As trés espécies de Pseudothelphusidae apresentam o mesmo padrdo ultraestrutural das
células que compdem o epitélio colunar simples, ao longo da PVD. Assim, K. attenboroughi
foi utilizada como modelo para descricdo celular. As células epiteliais estdo assentadas sobre
camada muscular, a qual € um pouco mais espessa ha PVD e no tecido conjuntivo abaixo desta
(Figura 8 A-C). As células epiteliais sdo tipicamente secretoras, com nucleos basais e reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) com cisternas paralelas, sendo esta organela a mais abundante,
ocupando a maior parte do citoplasma, desde o pélo basal até o apical, marcado por
microvilosidades homogéneas, conjuntos de fibras musculares obliquas caracterizam a
musculatura e abaixo delas, fibroblastos do tecido conjuntivo, ricos em mitocondrias e RER
fazem o limite do VD com a hemolinfa (Figura 8 B e C). As células musculares apresentam
lamina basal espessa sendo a das células epiteliais mais delgadas, ambas na sua maioria mais
eletrodensas (Figura 8 C). No polo basal, as células possuem muitas invagina¢des da membrana
-plasmética basal (Figura 8 C), as quais percorrem boa parte deste polo até préximo do nucleo.
Por entre estas invaginagdes da membrana plasmatica basal, verificam-se varias
interdigitacdes, que sdo sinuosidades tipicas do polo apical para garantir aderéncia entre uma
celula e outra e uma grande quantidade de mitocondrias e RER (Figura 6 D). No polo apical,
as células estao unidas por complexos juncionais, com juncéao de ocluséo, seguida pela aderente
(Figura 7 E). Apos a jungéo de aderéncia, jungdes septadas garantem a adeséo célula-célula ao
longo da margem lateral desde o polo apical ao basal (Figura 8 G). No polo apical, notam-se

varios complexos de Golgi e RER (Figura 8 G). No complexo de Golgi, notam-se vesiculas
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provenientes do elemento de transi¢cdo chegando na face cis sendo estas vesiculas menos

eletrodensas, e na face trans brotam muitas pequenas vesiculas de secrecdo com duas
caracteristicas: uma eletrodensa e outras com secrecdo muito menos eletrodensa (Figura 8 H)
No polo apical, ndo existe acumulo de vesiculas de secrecao, sendo observadas varias vesiculas
eletrodensas e outas menos eletrodensas, sendo ambas eliminadas por exocitose, caracterizando

uma secrecao tipo merocrino (Figura 8 1 e J).

Figura 8. Ultraestrutura da PVD em pseudotelfusideos Kinsgleya attenboroughi. A. epitélio
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composto por células colunares com Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER) bem

desenvolvido e microvilosidades (setas brancas). B-C. Observe duas camadas muscululares
(transversal e longitudinal), as células do epitélio apresentam espessa lamina basal eletrodensa
(setas pretas) com interdigitacOes e mitocondrias (cabecas de setas brancas). D-E-F. Polo basal
apresentando muitas mitocondrias e interdigitacfes (cabecas de setas brancas), polo apical
evidenciando uma juncao aderente (cabecas de setas pretas) e polo basal com interdigitacdo
associada a lamina basal (cabecas de setas pretas). G. Jun¢do septada (cabecas de setas pretas).
H. RER com vesiculas eletrolicidas a face cis do complexo de Golgi (setas brancas), enquanto
na face trans desta organela, as vesiculas eletrodensas (setas pretas). 1-J. Polo apical mostrando
grande quantidade de microvilosidades, vesiculas eletrodensas (setas brancas), e
microvilosidades (setas pretas). BL: lamina basal; Ct: tecido conjuntivo; Cy: citoplasma; Cy1.:
citoplasma da célula 1; Cy2: citoplasma da célula 2; G: complexo de Golgi; Mi: mitocéndria;
Mu: mdsculo; Mv: microvilosidades; N: nucleo; RER: reticulo endoplasmatico rugoso; S:

secrecdo; Spz: espermatozoide.

De forma geral, o fluido seminal em pseudotelfusideos analisados sob MET apresenta
a mesma configuracdo para as trés espécies, sendo possivel observarmos espermatozoides em
espermatoforos cleistospérmicos imersos em secrecao do tipo 1 eletrodensa, e ao redor destas
células, encontramos a secrecdo do tipo 2 de aspecto globular ou arredondado mostrando
material eletroldcido.

Todavia, notam-se pequenas distin¢des no aspecto do material que compde as secrecdes
de cada espécie (Figura 9). Em F. ibiapaba, a secrecdo do tipo 1 é eletrodensa e tem aspecto
irregular, apresentando granulos pouco eletrodensos em sua composicao, enquanto os globulos
de secrecdo do tipo 2 séo eletrolcidos e mostram aspecto lamelar a sinuisodal, e possivelmente
séo formados por fusdes de varios glébulos eletrolicidos menores (Figura9 A-B). Ja a secre¢édo
do tipo 1 em K. attenboroughi € eletrodensa, homogénea e mostra aspecto granular.
Entremeados entre esta secrecdo e espermatozoides, observam-se os globulos da secrecdo do
tipo 2, eletrolucidos, de aspecto granular, com granulos pouco eletrodensos em sua composi¢do

(Figura 9 C-D). Em R. garmani, a secrecao do tipo 1 é granular, homogénea e eletrodensa. Por
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outro lado, os glébulos da secrecéo do tipo 2 apresentam a medula eletroltcida, homogénea e

de aspecto granular, e sua cortex é formada por material eletrodenso e granular. Globulos
eletroltcidos de tamanhos reduzidos podem ser observados proximos a globulos maiores de
secrecdo do tipo 2, indicando que a formacéo desse tipo de secrecao ocorre por fusdo (Figura

9 E-G).

Figura 9. Ultraestrutura das secrecBes seminais em pseudotelfusideos. A-B. Em Fredius
ibiapaba, a secrecdo do tipo 1, na qual os espermatozoides estdo imersos, € eletrodensa e nota-
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se presenca de granulos pouco eletrodensos. A secrecdo do tipo 2 € eletrollcida, tem aspecto

lamelar a sinuisodal (cabecas de setas brancas). C-D. Em Kingsleya attenboroughi, a secrecao
do tipo 1 é eletrodensa, homogénea e mostra aspecto granular. A secre¢do do tipo 2 é
eletrollcida, de aspecto granular e possui granulos pouco eletrodensos. E-G. Em Rodriguezus
garmani, a secrecdo do tipo 1 mostra-se granular, homogénea e eletrodensa. Ja a secrecdo do
tipo 2 é eletrolUcida, homogénea e de aspecto granular, com excecédo de sua regido cortical, que
é formada por material eletrodenso e granular (setas pretas). Eletrolicidos menores (cabeca de
seta branca). S1: secrecédo do tipo 1; S2: secrecdo do tipo 2; Spz: espermatozoide.

3.3 Discussao

O sistema reprodutor masculino das trés espécies deste estudo apresenta o padréo tipico
observado em Brachyura, um 6rgdo bilateral em formato de “H”, composto por um par de
testiculos conectados a um par de vasos deferentes, divididos em trés regides distintas: anterior
(AVD), média (MVD) e posterior (PVD) (Antunes et al., 2018; Diesel, 1989; Krol et al., 1992;
Lopez-Greco, 2013; Nascimento & Zara, 2013; Tiseo et al., 2014; Watanabe et al., 2020; Zara
etal., 2012).

Apesar de apresentarem proximidade filogenética e habitos de vida similares aos
pseudotelfusideos aqui analisados, divergem dos tricodactilideos amazdnicos Dilocarcinus
pagei Stimpson, 1861 e Sylviocarcinus pictus H. Milne Edwards, 1853, pois mostram um
padrdo morfoldgico testicular bastante distinto quando comparados a esse grupo, apresentando
o 6rgdao com formato de “U invertido” (De Oliveira & Zara, 2018). Estes mesmos autores
verificaram a presenca de glandulas acessorias na encontradas na PVD desses animais,
responsaveis por produzir a maior parte da secre¢do seminal de aspecto fluido nesse grupo, e
estdo diretamente relacionadas ao armazenamento de espermatoforos nos VD desses animais,
padrdo totalmente divergente daquele observado nos caranguejos analisados no presente

estudo, que ndo apresentam glanduas acessordrias.
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Os testiculos podem ser classificados como do tipo tubular modificado, uma vez que

em uma mesma secdo transversal, notam-se em alguns tubulos seminiferos a presenca das trés
zonas tipicas, caracteristicas de testiculos tubulares: a zona germinativa periférica contendo
espermatogonias, a zona de transformacéo central contendo espermatocitos e espermatides, e
as zonas de evacuacao distolaterais preenchidas por espermatozdéides, que serdo encaminhados
a AVD. Por outro lado, em alguns tubulos é possivel observarmos céelulas germinativas em um
mesmo estagio da meiose, preenchendo totalmente tais estruturas, caracteristica mais préxima
dos testiculos lobulares (Minagawa et al., 1994; Nagao & Munehara, 2003). Esse padréo atipico
também foi registrado para tricodactilideos amazdnicos Dilocarcinus pagei Stimpson,1861 e
Sylviocarcinus pictus H. Milne Edwardspor De Oliveira e Zara (2018).

A espermatogénese e a espermiogénese foram processos idénticos para as trés espécies
de pseudotelfusideos, por se tratar de um processo muito conservativo em espécies aquaticas
(Jamieson, 1991).

A espermiogénese em pseudotelfusideos mostra similaridades ao processo observado
em Trichodactylidae, onde nas espermatides iniciais ocorre a formacdo da vesicula
proacrossomal, a qual amadurecera nas espermatides finais, que apresentam nucleo reduzido
em formato de “C”. Ao fim deste processo, espermatozoides de nucleos arredondados
apresentando camara perforatorial facilmente visivel por microscopia de luz sdo formados e
esses gametas alcancardo a AVD (De Oliveira & Zara, 2018).

Os vasos deferentes em Pseudothelphusidae deste estudo podem ser considerados tubos
simples e continuos, apresentando epitélio colunar desde o inicio ao final dessas estruturas.
Histologicamente e histoquimicamente, as trés regides dos VD ndo mostraram diferencas
estruturais e foram divididas entre si apenas pelo incremento da espessura do vaso em sentido
caudal e consideravel aumento da secrecdo globular do tipo 2, em direcdo a porcao final da

PVD.
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Apesar de verificarmos as trés regides tipicas nos VD das espécies aqui analisadas, sao

produzidas apenas duas secrecOes de carater glicoproteico ao longo da extensdo dessas
estruturas, ndo havendo grande complexidade na formacdo de espermatdéforos quando
comparamos esses animais a outros caranguejos thoracotrematas e heterotrematas
filogeneticamente proximos (Wolfe et al., 2023).

Nos caranguejos de agua doce, Gecarcinucidae - Sundathelphusa philippina (von
Martens, 1868), analisados por Klaus et al. (2013), Trichodactylidae, D. pagei Stimpson,1861
e S. pictus H. Milne Edwards, 1853 por De Oliveira and Zara (2018), nos caranguejos marinhos,
Grapsidae - Pachygrapsus gracilis (Saussure, 1857) e Pachygrapsus transversus (Gibbes,
1850), analisados por Tiseo et al. (2014), Majidae - Maja brachydactyla, analisados por Simed
et al. (2009), e Portunidae - Callinectes bocourti A. Milne-Edwards 1879, Callinectes danae
Smith, 1869, Callinectes exasperatus (Gerstaecker, 1856), Callinectes ornatus Ordway, 1863
e Callinectes sapidus Rathbun, 1896, analisados por Nascimento e Zara (2013), Watanabe et
al. (2020) e Zara et al. (2012), ¢é possivel observamos duas porces na AVD, sendo a porcao
anterior ou AVDp, responsavel por receber os espermatozoides advindos dos testiculos e
mistura-los a secrecdes glicoproteicas. Posteriormente, na por¢do distal ou AVDd, ocorrera o
empacotamento dos espermatozoides nos espermatoforos, tais estruturas carreadoras serdo
remetidas a MVD e a PVD, ainda nesta ultima regido dos VD héa a producéo de fluido seminal.
Somado a isso, € na MVD ou na PVD, ou ainda nas duas regides, onde se verifica as glandulas
acessorias nesses animais, as quais adicionam conteudo ao fluido seminal sdo responsaveis pela
formacdo de pacotes ou plugues espermaticos, promovendo maior complexidade na
competicdo espermatica nesses grupos.

Outro fator importante a ser considerado é a auséncia de espermatoforos na PVD, nas
espécies estudadas, uma caracteristica que parece desempenhar um papel crucial na formacéao

de pacotes espermaticos. Esse fenémeno foi observado em Trichodactylidae (De Oliveira &
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Zara, 2018) e em Inachoididae (Antunes et al., 2016; Antunes et al., 2018; Diesel, 1989; Diesel,

1991), bem como em formadores de plugues espermaticos, como Portunidae (Assugeni et al.,
2021; Watanabe et al., 2020; Watanabe et al., 2022; Zara & Nascimento, 2013; Zara et al.,
2012).

Em Trichotactylidae, embora Sylviocarcinus pictus e Goyazana castelnaui (H. Milne-
Edwards, 1853) tenham sido inicialmente descritos com espermatoforos na PVD (Almeida et
al., 2019; Silva et al., 2012), essas descricdes apresentam falhas na interpretacdo e no
posicionamento anatémico. O estudo de Silva et al. (2012) ndo apresenta imagens da PVD
contendo espermatdforos, e o trabalho de Almeida et al. (2019) mostra apenas duas fotos, uma
das quais exibe uma glandula acesséria com matriz espermatoforica, interpretada como de um
animal imaturo, o que impossibilita a confirmacéo da presenca de espermat6foros na PVD.

Apesar de Sylviocarcinus pictus e Goyazana castelnaui H. Milne-Edwards, 1853 terem
sido descritos com espermatéforos na PVD (Almeida et al., 2019; Silva et al., 2012), esses
resultados podem ser indicativos de falhas no posicionamento das estruturas na descricdo da
anatomia do VD, pois no trabalho de Silva et al. (2012) ndo ha nenhuma imagem da PVD com
espermatoforos, enquanto Almeida et al. (2019) apresentam apenas duas fotos, sendo uma delas
de glandula acessoria contendo matriz espermatoférica, interpretada como animal imaturo, ndo
sendo possivel comprovar a presenca de espermatoforos na PVD. O que foi observado € a
auséncia de espermatéforos na PVD e a presenca de glandulas acessorias, como observado no
trabalho com S. pictus (Olivera & Zara, 2018) e também em Goyazana castelnaui, provenientes
do Parque do Cristalino, MT, Brasil (Zara. dados ndo publicados). Esses achados indicam que
a anatomia reprodutiva dessas espécies € distinta da observada em outros grupos, como 0s
mencionados, e reforcam a necessidade de revisdo das descri¢des anatdbmicas anteriores.

Para as familias do Velho Mundo, ao que parece, 0s espermatozdides e/ou

espermatoforos ocorrem na PVD de Potomon fluviatilis Rathbun, 1904 (Potamidae) e com
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muitas incertesas anatdmicas e histologicas, também em Gecarcinucidae (Banumathi et al.,

2013; Dineshan & Devi, 2019; Scalici et al., 2010; Sherkhane et al., 2010).

O fluido seminal em F. ibiapaba, K. attenboroughi e R. garmani € composto por duas
secrecOes de carater glicoproteico. A secrecdo do tipo 1, na qual os espermatozoides estdo
imersos, mostrou intensa reacdo para polissacarideos neutros e reatividade para proteinas e
polissacarideos acidos. Ja a secrecdo globular do tipo 2 mostrou forte reacdo para proteinas e
polissacarideos neutros em sua medula e intensa reacdo para todas as demais técnicas em sua
regido cortical. Seguindo o padréo observado em outros crustaceos decapodes (Andrioli et al.,
2024; Fransozo et al., 2016; Paschoal & Zara, 2020) e demais braquitros (Antunes et al., 2018;
Nascimento & Zara, 2013; Tiseo et al., 2014; Watanabe et al., 2020; Zara et al., 2012), a
secrecdo do tipo 1 em pseudotelfusideos tem a fungdo de promover a maturacao e a viabilidade
dos espermatozoides. Todavia, a presenca de polissacarideos acidos em sua composicdo difere
do padrao registrado para tricodactilideos, em que tal componente é ausente (De Oliveira &
Zara, 2018).

Assim, acreditamos que nessas espéceis aqui estudadas, logo apds a emissdo do
ejaculado no receptaculo seminal da fémea, os polissacarideos acidos que permeiam 0s
globulos da secrecdo do tipo 2 auxiliem na rapida deiscéncia dos espermatoforos
cleistospérmicos, liberando os espermatozoides no fluido seminal. Imediatamente apds o
rompimento da parede dos espermatdforos, o restante do material advindo dos glébulos da
secrecédo do tipo 2, juntamente com a secrecdo do tipo 1, promoverdo a adesdo do material ao
receptaculo seminal da fémea, evitando perda de espermatozdides durante a transferéncia
espermatica. Todavia, estudos envolvendo comportamento de cdpula e anéalise histolégica do
receptaculo seminal de fémeas em Pseudothelphusidae fazem-se necessarios para comprovar
tais hipoteses.

As células do epitélio dos VD em Pseudothelphusidae apresentam o mesmo padréao de
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secrecdo que celulas de mecanismo merdcrino que produzem glicoproteinas. No epitélio desses

caranguejos dulcicolas foram observadas células com lamina basal apresentando inimeras
interdigitacdes, e entre estas estruturas, diversos poliribossomos e mitocondrias, o que
possivelmente estd relacionado a trocas ibnicas nas regides de secrecdes dos VD desses
animais. Possivelmente, tal padréo ultraestrutural seja 0 mais comum para braquitros em geral,
sendo descritos para caranguejos Podotremata (Dromiidade - Garcia Bento et al., 2018) e
Heterotremata marinhos (Epialtidae - Hinsch & Walker, 1974; Majidae - Simed et al. 2009; e
Portunidae - Watanabe et al., 2020).

Somado a isso, pode-se verificar que as células do epitélio sdo conectadas umas as
outras por juncbes aderentes, as quais promovem estabilidade mecénica ao epitélio, e, ainda,
em algumas areas, nota-se a presenca de juncdes septadas reforcando tal adesdo, as quais,
possivelmente, também podem atuar como barreira oclusiva para o transporte celular e podem
estar envolvidas no transporte transepitelial de dgua, ions e outras substincias (Kunci€ et al.,
2022). O citoplasma das células epiteliais apresenta RER bastante desenvolvido ocupando
grande parte da célula, sendo possivel observar proximos as cisternas dessa organela,
complexos de Golgi recebendo vesiculas eletrollcidas, as modificando e remetendo vesiculas
eletrodensas ao lumen por meio do processo de exocitose, seguindo o padrdo tradicional de
transporte celular descrito na Biologia Celular (para revisdo, veja Alberts et al., 2018; Pollard

et al. 2016).
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3.4 Conclusao

As caracteristicas morfolégicas do sistema reprodutor masculino de
Pseudothelphusidae, representadas pelas espécies: F. ibiapaba, K. attenboroughi e R. garmani,
revelam uma estrutura de tubo simples, sem glandulas acessorias, em contraste com o da
familia Trichodactylidae. Esses dados sugerem que os caranguejos de agua doce Neotropicais
seguiram uma historia evolutiva distinta, o que se reflete nas particularidades do sistema
reprodutor masculino descritas neste estudo. Dessa maneira, aumentamos o coro de ter ocorrido
um evento distinto na invasao de caranguejos da agua doce Neotropical.

Além disso, os dados apresentados poderdo orientar futuros estudos sobre o0s aspectos
reprodutivos deste grupo, especialmente considerando as mudancgas ambientais e os impactos
das atividades antrépicas em seu habitat. Esses resultados servem como base para pesquisas
futuras, que visem a implementacdo de medidas de conservacdo e protecdo das areas de

ocorréncia dessas espécies, essenciais para sua preservacao.



CAPITULO 2
Ultraestrutura dos espermatoforos e espermatozdides de espécies da familia

Pseudothelphusidae (Malacostraca: Decapoda: Brachyura)
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Resumo

A ultraestrutura de espermatdéforos e espermatozoides de caranguejos de agua doce,
especialmente da familia Pseudothelphusidae, é pouco conhecida. Neste estudo, descrevemos
e comparamos a ultraestrutura de espermatoforos e espermatozoides de Fredius ibiapaba,
Kingsleya attenboroughi, Rodriguezus garmani, Kingsleya sp. nov. e Melothelphusa apiaka.
Além disso, realizamos uma analise comparativa com outras espécies de caranguejos de agua
doce descritas na literatura especializada. Todas as espécies estudadas apresentaram
espermatoforos predominantemente cleitospermicos. Os espermatozdides das cinco espécies
compartilham um padrdo comum encontrado em Brachyura, com o opérculo imperfurado e
uma regido subopercular menos eletrodensa abaixo do opérculo, além da auséncia de botéo
apical. Nossos resultados mostram que a vesicula acrossomal é esférica ou eliptica, com zonas
acrossomais concéntricas, sendo parcialmente envolvida pelo nicleo, e com bracos radiais. A
vesicula acrossomal é formada por quatro zonas: interna, zona acrossomal raiada, externa e
periférica. As andlises ultraestruturais apresentadas neste estudo poderdo ampliar a
compreensdo e preencher as lacunas existentes nas relacfes de parentesco entre as familias de
caranguejos de agua doce, contribuindo para o avanco do conhecimento sobre a biologia

reprodutiva e além de fornecer subsidios para sua conservacao e preservacao.

Palavras-chave: ultraestrutura, caranguejos de &gua doce, Pseudothelphusidae,

biologia reprodutiva
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Abstract

The ultrastructure of spermatophores and spermatozoa in freshwater crabs, particularly those
from the Pseudothelphusidae family, is poorly understood. In this study, we describe and
compare the ultrastructure of spermatophores and spermatozoa in Fredius ibiapaba, Kingsleya
attenboroughi, Rodriguezus garmani, Kingsleya sp. nov., and Melothelphusa apiaka.
Additionally, we performed a comparative analysis with other freshwater crab species
described in the literature. All studied species exhibited predominantly cleistospermatic
spermatophores. The spermatozoa of the five species share a common pattern found in
Brachyura, with an imperforate operculum and a less electron-dense subopercular region
beneath the operculum, as well as the absence of an apical button. Our results show that the
acrosomal vesicle is spherical or elliptical, with concentric acrosomal zones, partially
surrounded by the nucleus, and featuring radial arms. The acrosomal vesicle consists of four
zones: internal, ray zone, external, and peripheral. The ultrastructural analyses presented in this
study can broaden the understanding and fill existing gaps in the phylogenetic relationships
among freshwater crab families, contributing to advancements in reproductive biology and

providing insights for their conservation and preservation.

Keywords: ultrastructure, freshwater crabs, Pseudothelphusidae, reproductive biology
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1 INTRODUCAO

Embora os caranguejos de dgua doce representem um dos mais diversos grupos dentro
dos Brachyura, poucos estudos sobre a morfologia de seus espermatozoides e espermatoforos
foram conduzidos (Brandis, 2000; Du et al., 1999; Guinot et al., 1997; Jamieson & Tudge,
2000; Tudge & Justine, 1994; Wang et al., 1999) e os espermatozoides e 0s espermatdforos do
neotropical Pseudothelphusoidea e Trichodactylidae (Matos et al., 1996) ainda permanecem
amplamente inexplorados. Nota-se que a maior parte dos estudos que tratam do SRM de
braquiuros tem como foco representantes marinhos, e.g. Grapsoidea, Majoidea e Portunoidea.
Ja os estudos relacionados a caranguejos de dgua doce, comumente, enfocam a ultraestrutura
do espermatozdide e possiveis relacdes filogenéticas entre grupos do Velho Mundo, sendo as
superfamilias Gecarcinucoidea e Potamoidea bem exploradas (Guinot et al., 1997; Klaus &
Brandis, 2011; Klaus et al., 2009; Klaus et al., 2013; Scalici et al., 2010).

Os espermatozoides de Brachyura sdo imoveis e aflagelados, com acrossoma ou
vesicula acrossomal constituida por camadas concéntricas revestidas por uma membrana
moderadamente eletrodensa, sendo centralmente penetrado pelo perforatorium ou tubo
perfurador (Subramoniam, 1983; Tudge, 2009). A transferéncia de espermatozoides € realizada
pelos gondpodos e pelo pénis, protegidos por um envelope protetor, o espermatéforo, durante
a copula (Krol et al., 1992). O esperma pode ser estocado em uma por¢do modificada do ducto
genital, o receptaculo seminal (Krol et. al., 1992), ou em uma invaginacdo do exoesqueleto,
sem ligagdo com o ducto genital, a espermateca (Guinot & Quenette, 2005).

Na regido central do acrossoma, encontra-se a cdmara perforatorial, uma invaginacdo
do citoplasma que apresenta ampla variagéo de forma (Jamieson & Tudge, 2000; Tudge, 2009).
Essas regifes podem receber denominagbes especificas, as quais ajudam a caracterizar

determinados grupos de crustaceos. Em geral, as zonas sdo classificadas como: zona
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acrossomal interna, mediana, raiada e externa (Jamieson, 1994).

O ndcleo possui cromatina esparsa e descondensada, com bragos radiais formando
projecdes e, as vezes, contendo elementos do citoesqueleto (Jamieson & Tudge, 2000;
Jamieson, 1994; Tudge et al., 2014; Tudge, 2009).

Os espermatozoides sdo enviados para o vaso deferente anterior (AVD), onde ocorre a
formacéo do espermatoforo a partir de secrecdes liberadas pelas células epiteliais (Castilho et
al., 2008; Nagao & Munehara, 2003; Tiseo et al., 2017; Zara et al., 2012). Os espermatozoides
sdo empacotados no interior dos espermatéforos (Klaus et al., 2013; Tiseo et al., 2014; Zara et
al., 2012). Esse mecanismo de empacotamento € descrito em varios grupos de decapodes, como
Penaeoidea (Bauer & Cash, 1991), Astacidea (Erkan et al., 2009), Anomura (Tudge &
Jamieson, 1991) e Brachyura (Guinot et al., 1997; Klaus et al., 2009; Tiseo et al., 2017). Sendo
assim, o processo de empacotamento de células espermaticas em espermatoforos pode ocorrer
de duas maneiras: cleistospermia (um Unico espermatozide por espermatéforo) e coenospermia
(varios a muitos espermatozides por espermatoforo). Em Brachyura, a parede do espermatoforo
pode ser formada por uma matriz extracelular homogénea (Klaus et al., 2009) ou apresentar de
uma a sete camadas com diferentes composicdes e densidades eletrdnicas (Tiseo et al., 2014;
Tiseo et al., 2017).

Os caranguejos verdadeiros, representam um dos grupos mais diversos dentro os
decépodes. Atualmente, sdo conhecidas mais de 7.683 espécies descritas, distribuidas em 107
familias (De Grave et al., 2023). Entre estas, cinco familias sdo exclusivamente encontradas
em habitats de agua doce: Gecarcinucidae, Potamonautidae, Potamidae, Pseudothelphusidae e
Trichodactylidae. Essas familias habitam regides tropicais e subtropicais da América Central e
do Sul, da Africa, de Madagascar, do sul da Europa, da india, da Asia e da Australia
(Cumberlidge et al., 2009). Entre os caranguejos de agua doce neotropicais, destacam-se 0s

Pseudothelphusidae e Trichodactylidae. Essas duas familias estdo restritas ao continente
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americano, sendo as unicas a ocorrerem no Brasil (Magalhdes & Tirkay, 1996a, 1996b, 1996c;

Magalhaes, 2003a, 2003b; Rodriguez, 1992).

A maioria das pesquisas existentes concentra-se em caranguejos de dgua doce do Velho
Mundo, particularmente das superfamilias Gecarcinucoidea (Bandral et al., 2015; Klaus et al.,
2009; Klaus et al., 2013) da Asia e da Africa, e Potamoidea (Guinot et al., 1997; Klaus &
Brandis, 2011; Scalici et al., 2010). Dessa forma, devido a escassez de estudos sobre
caranguejos de agua doce neotropicais, é essencial expandir as investigac@es sobre as familias
de caranguejos dessa regido, a fim de preencher as lacunas no conhecimento cientifico sobre
esses organismos e sua biologia reprodutiva.

Dentre as familias de caranguejos de agua doce no mundo, duas ocorrem no Brasil —
Trichodactylidae e Pseudothelphusidae —, as pesquisas até o momento restringem-se a
Trichodactylidae (Silva et al., 2012). Para a familia Pseudothelphusidae, este trabalho € o
pioneiro neste tipo de estudo.

Uma ferramenta que tem ganhado destaque no estudo da biologia reprodutiva dessas
espécies € a analise da ultraestrutura dos espermatozoides, também conhecida como
espermiotaxonomia. Esse método é importante para aprofundar a compreensdo da taxonomia
e das relacOes filogenéticas entre as espécies (Assugeni et al., 2017; Camargo et al., 2016;
Camargo et al., 2017; Garcia Bento et al., 2018; Jamieson & Tudge, 2000; Tudge, 2009).
Portanto, o presente trabalho descreve, pela primeira vez, a ultraestrutura dos espermatozoides
e dos espermatdforos das espécies Fredius ibiapaba, Kingsleya attenboroughi, Rodriguezus

garmani, Kingsleya sp. nov. e Melothelphusa apiaka.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Cinco caranguejos machos foram foram coletados por captura direta em serrapilheira e
em solo umido de florestas de terra firme ou préximos a pequenos riachos. Em janeiro e
novembro de 2015, machos de R. garmani em Isla Margarita, Venezuela
(11°01'04” N, 63°5520” W), Kingsleya sp. nov. na fazenda Sdo Nicolau, de Cotriguacu-MT
(9°51° 26.23” S/ 58° 14’ 57 43 O) e Melothelphusa apiaka no Parque Estadual do Cristalino,
situado entre os municipios de Alta Floresta e Novo Mundo (9° 33° 13.43” S/ 55° 42 13.74”
0), no extremo norte de Mato Grosso. Posteriormente, em novembro de 2021, representantes
de K. attenboroughi e F. ibiapaba nos municipios de Barbalha (07°20'07.6” S, 39°23'58.8” W)
e Ipu (04°17'42" S, 40°44'43" W), respectivamente, ambos localizados no estado do Ceara,
Nordeste do Brasil (Figura 10). Ap6s as coletas, os caranguejos foram devidamente
transportados ao laboratdrio em caixas térmicas com aeracdo e mantidos por um curto periodo
de tempo (24 horas) em aquéarios com fundos escuros (45 x 25 x 30 cm), contendo refugios
artificiais e sedimento argilo-siltoso e folhico como substrato (temperatura 25 + 0,5°C).

Seguindo a rotina descrita para as demais espécies nos laboratérios do LSZ -
Laboratorio de Sistematica Zooldgica - Unesp/Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB) e
IML - Laboratério de Morfologia de Invertebrados, Departamento de Biologia (DB), / Unesp

- Jaboticabal, Sédo Paulo.
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Species
Fredius ibiapaba
Kingsleya attenboroughi
Melothelphusa apiaka
Kingsleya sp.
Rodriguezus garmani

Figura 10. Localizacao das areas de coleta de (1) Fredius ibiapaba (Santos et al., 2020), (2)
Kingsleya attenboroughi (Pinheiro & Santana, 2016), (3) Melothelphusa apiaka (Pedraza et
al., 2016), (4) Kingsleya sp. nov. (Ortmann, 1897) e (5) Rodriguezus garmani (Rathbun, 1898).

2.2 Microscopia Eleteronica de Transmissdo (MET)

Os animais coletados foram transportados vivos para o laboratério, anestesiados por
resfriamento e dissecados. Amostras dos sistemas reprodutores masculinos (1 mm?®) foram
submetidas a fixacdo em Karnovsky (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2%) em tampéo
cacodilato de sédio (pH 7.4), contendo 5% de sacarose, por 4 horas (Ro et al., 1990).
Posteriormente, as amostras foram submetidas a trés banhos em tampao cacodilato de sédio M
(pH 7.4), com duracdo de 10 minutos cada e, em seguida, pos-fixadas com tetréxido de dsmio

1% no mesmo tampdo por duas horas. Apos trés lavagens de 10 minutos em tampéo, as
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amostras foram contrastadas “En Bloc” com acetato de uranila 1% (overnight, 4° C). A
desidratacéo foi realizada em sequéncia ascendente de acetona (50 a 95%) e as amostras foram
incluidas em resina Epon - Araldite. Os cortes semi e ultra-finos foram obtidos no ultra-
micrétomo Leica UC7 e as grades contrastadas em acetato de uranila e citrato de chumbo. As
imagens foram obtidas no microscopio eletrénico de transmissdo Jeol JEM — 1010 do
Laboratorio de Microscopia Eletronica da FCAV, UNESP — Campus de Jaboticabal, operado
a 80KV. A nomenclatura bésica utilizada na classificacdo das estruturas espermaticas seguiu
as propostas de Jamieson (1994) e Jamieson e Tudge (2000), enquanto para a morfologia da
camara perforatorial utilizou-se a taxonomia das espécies gregarinas propostas por Clopton

(2004).
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3 RESULTADOS

3.1 Morfologia geral dos espermatoforos e dos espermatozoides

Todas as espécies analisadas apresentam espermatoforos do tipo cleistospérmicos,
caracterizados por um opérculo imperfurado. Abaixo do opérculo, a regido subopercular exibe
menor densidade eletrénica. Os espermatozoides destas espécies ndo possuem botdo apical,
enquanto a vesicula acrossomal apresenta quatro camadas concéntricas com diferentes
densidades eletronicas. Essa estrutura é lateralmente circundada por um nucleo de formato
varidvel. Alem disso, observa-se a presenca de uma zona acrossomal raiada, com a base da
camara perfuratdria rodeada por um anel espesso e bem desenvolvido. Os resultados mostram
que a vesicula acrossomal é esférica ou eliptica com zonas acrossomais concéntricas, sendo a
vesicula acrossomal parcialmente envolvida pelo ndcleo, e bragos radiais. A vesicula
acrossomal é formada por quatro zonas: interna, zona acrossomal raiada, externa e periférica.
Em geral, o opérculo é localizado no polo anterior ou apical. Na regido subopercular, encontra-
se 0 anel opercular acessorio. Os cortes transversais confirmam a morfologia observada em

cortes longitudinais, com a presenca da camara perforatorial central e as zonas acrossomais.

Fredius ibiapaba

O espermato6foro de F. ibiapaba apresenta formato esférico, envolto por dois tipos de
secrecdo: S1 eletrodensa e S2 eletroldcida (Figura 11 A).

O espermatozéide apresenta um nlcleo que se posiciona lateralmente a vesicula
acrossomal, notando-se a presenca de pequenos bracos radiais. O corte longitudinal sob o maior

eixo da camara perforatorial mostra que o espermatozoide € formado pela cAmara perforatorial,
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vesicula acrossomal, opérculo e ndcleo com bracos radiais (Figura 11 B). Note a presenca de

uma membrana eletrodensa (seta branca) (Figura 11 C).

O espermatozoide de F. ibiapaba exibe nucleo amplo com cromatina fibrosa. O
opérculo é imperfurado apresentando forma triangular (Figura 11 D). Ao redor da margem do
opérculo esta a aba periopercular e junto a ela nota-se a capsula percorrendo em sentido
posterior ou basal. Abaixo do opérculo, encontra-se o material subopercular (Figura 11 E), que
é menos eletrodenso. Na margem da regido subopercular, encontra-se o curto anel opercular
acessorio (Figura 11 F) e uma aba periopercular.

A vesicula acrossomal apresenta forma esférica ou eliptica e é formada por quatro
camadas: interna, raiada, externa e periférica. A zona acrossomal interna, mais eletrodensa que
as demais zonas, inicia-se na base do perforatério e vai até a sua metade. A zona acrossomal
raiada é eletrollicida e a externa é eletrodensa - ambas se iniciam na base do perforatério e vao
até a zona subopercular -, a zona acrossomal periférica elétroltcida se inicia no anel espessado
e vai até a capsula (Figura 11 G). Na base da camara perforatorial, encontra-se o anel espessado
eletrodenso em contato com o material eletroltcido da cépsula, a qual termina na margem
anterior do anel espessado (Figura 11 H). Os cortes transversais confirmam a morfologia
observada em cortes longitudinais, com a presenca da camara perforatorial central e as zonas

acrossomais (Figura 11 1, J).
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Figura 11. Ultraestrutura dos espermatdforos e dos espermatozoides de Fredius ibiapaba. A.
vaso deferente contendo espermatdforos celsitospérmicos imersos em dois tipos de S1,
secrecdo elétrodensa e S2 elétronlucida. B. corte longitudinal da cAmara perforatorial mostra o
espermatozdide formado pela cAmara perforatorial e vesicula acrossomal, composta por quatro
camadas com o opérculo imperfurado eletrodenso. C. parede do espermatéforo (seta branca).
D. camara perforatorial envolta pela vesicula acrossomal apresentando zonas concéntricas com
diferentes eletrodensidades. E. abaixo do opérculo, a regido subopercular eletrollcida (seta
branca). F. observe a regido subopercular e o anel opercular acessério. G. vesicula acrossomal
constituida por quatro camadas concéntricas. H. detalhe da base do acrossoma mostrando o

anel espessado. I1-J. Em corte transversal as quatro camadas da vesicula acrossomal e a cAmara
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perforatorial. S1: Secrecdo 1; S2: Secrecao 02; Sz: Espermatozoéide; O: Opérculo; P: Camara

Perforatorial; Ac: Vesicula acrossomal; N: Nucleo; la: Zona acrossomal interna; Oa: Zona
acrossomal externa; Aor: Anel opercular acessorio; Sub: Regido subopercular; Ary: zona
acrossomal raiada; Pa: Zona acrossomal periférica; Tr:- Anel espessado.

Kingsleya attenboroughi

O espermatoforo de K. attenboroughi apresenta formato esférico, envolto por dois tipos
de secrecdo: S1 eletrodensa e S2 eletrolucida (Figura 12 A). O espermatozéide apresenta um
nucleo que se posiciona lateralmente a vesicula acrossomal, notando-se a presenca de pequenos
bracos radiais. A membrana eletrodensa posiciona-se junto ao opérculo imperfurado (Figura
12 B). O corte longitudinal sob o maior eixo da camara perforatorial mostra que o
espermatozoide € formado por opeérculo imperfurado, camara perforatorial, vesicula
acrossomal e nucleo com bracos radiais (Figura 12 C). Regido subopercular e logo abaixo a
zona acrossomal interna (seta preta); note-se a zona acrossomal externa no apice, pois nao se
observa a zona acrossomal raiada (Figura 12 D).

A vesicula acrossomal apresenta morfologia esférica ou eliptica. O opérculo é
imperfurado e o botdo apical apresenta forma triangular. Abaixo do opérculo, o material
subopercular € menos eletrodenso, onde se localiza um curto anel opercular acessério e
auséncia da aba periopercular, como a encontrada em F. ibiapaba.

A zona acrossomal externa estd em contato direto com a zona acrossomal periférica.
(Figura 12 E). Na base da vesicula acrossomal, observa-se a zona acrossomal interna, a externa
e a periférica; note a presenca de invaginacdes da membrana (cabeca de seta branca) (Figura
12 F). Observe-se o anel espessado no final da zona acrossomal periférica (Figura 12 G). O
corte transversal proximo a regido intermediaria do acrossomo mostra a camara perforatorial,

a zona acrossomal interna, a zona acrossomal externa e a periférica (Figura 12 H). O corte
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longitudinal mostra as quatro zonas da vesicula acrossomal, observe a zona acrossomal raiada

(Figura 12 1).

Figura 12. Ultraestrutura dos espermatdforos e dos espermatozéides de Kingsleya
attenboroughi. A. observe espermatoforos cleistospérmicos imersos em dois tipos de S1,
secrecdo elétrodensa e S2 elétrolucida. B. opérculo eletrodenso em contato com a capsula e
zona acrossomal periférica, regido subopercular em contato a zona opercular externa. C. eixo
da camara perforatorial mostra o espermatozoide, formado pela camara perforatorial, vesicula
acrossomal com opérculo imperfurado. D. detalhe da zona subopercular em contato com a zona
acrossomal interna (seta preta). E. observe a zona acrossomal interna (seta preta) em contato
com a regido subopercular. F. proximo ao apice da vesicula acrossomal, observam-se as zonas
acrossomais interna, externa e periférica. G. detalhe da curta base da camara perforatorial,
exibindo o anel espessado eletrodenso e as zonas acrossomais interna, externa e periférica. H-
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I. proximo a base da vesicula acrossomal observe as quatro camadas da vesicula acrossomal

com diferentes elerondensidades. Ac: Vesicula acrossomal; la: Zona acrossomal interna; Ary:
zona acrossomal raiada; N: Nucleo; O: Opérculo; Ao: Zona acrossomal externa; P: Camara
perforatorial; Sub: Regido subopercular; Tr: Anel espessado.

Rodriguezus garmani

O espermatéforo de Rodriguezus garmani apresenta formato esférico e € envolto por
dois tipos de secrecdo S1 eletrodensa e S2 eletrolucida (Figura 13 A). A membrana eletrodensa
posiciona-se junto ao opérculo eletrodenso na regido apical (Figura 13 B).

O corte longitudinal ao longo do maior eixo da camara perfuratéria revela que o
espermatozoide € composto por diversas estruturas bem definidas: a cAmara perfuratoria, a
vesicula acrossomal, o opérculo imperfurado e o nicleo com bragos radiais, que envolve toda
a vesicula acrossomal. Esta ultima apresenta formato elipsoidal e estd localizada na regido
central, sendo preenchida internamente pela cdmara perfuratéria (Figura 13 C).

Detalhes do apice acrossomal mostram um opérculo eletrodenso imperfurado e, abaixo
dele, a regido subopercular contendo um anel opercular acessorio (Figuras 13 D, E). Esse anel
opercular acessorio termina na zona acrossomal periférica, que € seguida pela zona acrossomal
raiada (Figura 13F).

Na base da camara perfuratéria, observa-se um anel espesso em contato com as zonas
acrossomais interna, intermediaria e periférica (Figura 13 G). Proximo a base do opérculo,
junto ao anel espesso, é possivel identificar a zona acrossomal interna (Figuras 13 H, 1). Em
cortes transversais proximos a camara perfuratéria sdo claramente visiveis as zonas

acrossomais interna, externa e periférica (Figura 13 J).
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Figura 13. Ultraestrutura dos espermatdforos e dos espermatozéides de Rodriguezus garmani.
A. vaso deferente contendo espermato6foros cleistospérmicos imersos em dois tipos de S1
elétrodensa e S2 elétrolucida. B. observe o opérculo eletrodenso e a parede do espermatéforo
(seta branca) e a secrecdo S1. C. corte longitudinal sob o maior eixo da cAmara perforatorial.
Nota-se espermatozoide constituido pela vesicula acrossomal, camara perforatorial, opérculo
imperfurado e ndcleo, com a presenca dos bracos radiais. D. corte longitudinal mostrando

opérculo eletrodenso e regido subopercular com anel opercular acessorio. E- F. Detalhe do anel
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opercular acessorio em contato com a zona acrossomal periférica e a zona acrossomal raiada,

que termina na regido subopercular. G-H-1. Detalhe exibindo o anel espessado envolvido em
contato com a zona acrossomal interna e periférica. J. Corte transversal, anel espessado
floculado, zona acrossomal interna, externa e periférica, ndo aparecendo a zona acrossomal
raiada. Ac: Vesicula acrossomal; la: Zona acrossomal interna; N: Nuacleo; O: Opérculo; Ao:
Zona acrossomal externa; P: Camara perforatorial; Ary: zona acrossomal raiada; Sub: Regido

subopercular; Tr: Anel espessado, Aor: Anel opercular acessorio.

Kingsleya sp.

O espermat6foro de Kingsleya sp € do tipo cleistospérmico com formato irregular ou
elipsoidal, envolto por dois tipos de secrecdo: S1 eletrodensa e S2 eletroltcida, com citoplasma
abundante (Figura 14 A).

Em corte longitudinal sob o maior eixo da camara perforatorial nota-se que o
espermatozoide € constituido por vesicula acrossomal, camara perforatorial, opérculo
imperfurado e nucleo, com a presenca dos bragos radiais (Figura 14 B). E possivel observar
uma membrana eletrodensa envolvendo o apice do perforatorio (seta preta), a zona acrossomal
intermedidria estad em contato direto com o perforatério e a zona acrossomal periférica (Figura
14 C, D, E). Note a base da vesicula acrossomal e o anel espessado floculado com citoplasma
abundante ao seu redor. Observe apenas a zona acrossomal interna e a periférica (Figura 14 F,
G). Também é possivel observar acima da base do perforatorio as zonas acrossomais interna,
raiada, externa e periférica (Figura 14 H). Em corte transversal, verificam-se as quatro camadas

da vesicula acrossomal envolvendo o perforatorio (Figura 14 1, J).
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Figura 14. Ultraestrutura dos espermatdéforos e dos espermatozdides de Kingsleya sp. A.

espermatoforos cleistospérmicos imersos em dois tipos de S1 elétrondesa e S2 eletrollcida,
com citoplasma volumoso na base. B. espermatozoide constituido pela vesicula acrossomal,
camara perforatorial, opérculo imperfurado e nucleo. C. detalhe do opérculo eletrodenso e da
camada eletrodensa na regido apical do perforatério (seta preta). D. opérculo eletrodenso
imperfurado, note zona opercular intermediaria em contato com a regido subopercular (seta
preta). E. cAmara perforatorial circundada pela zona acrossomal raiada e periférica. F-G.
detalne da base do acrossoma mostrando o anel espessado, imerso em um citoplasma
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eletrodenso. H. na base do acrossoma observam-se as quatro camadas da vesicula acrossomal.

I. corte transversal proximo a regido intermedidria do acrossomo mostrando a camara
perforatorial, zona acrossomal interna e periférica. J. corte transversal na base do acossoma e
as quatro zonas acrossomais. Ac: Vesicula acrossomal; la: Zona acrossomal interna; Ary: zona
acrossomal raiada; N: Nucleo; O: Opérculo; Ao: Zona acrossomal externa; P: Camara

perforatorial; Sub: Regido subopercular; Tr: Anel espessado.

Melothepphusa apiaka

O espermatoforo de M. apiaka apresenta formato elipsoidal, envolto por dois tipos de
secrecdo, S1 eletrodensa e S2 eletroltcida. Observe citoplasma posicionando-se na regido
lateral da vesicula acrossomal (Figura 15 A). Em corte longitudinal sob o maior eixo da cdmara
perforatorial nota-se que o espermatozoide é constituido pela vesicula acrossomal, caAmara
perforatorial, opérculo imperfurado e nucleo, com a presenca dos bragos radiais, e uma grande
quantidade de S2 secrecdo elétronllcida (Figura 15 B). Na regido apical, observa-se uma
membrana eletrolicida (seta branca), o opérculo eletrodenso e a regido subopercular em
contato com a zona acrossomal raiada e o perforatorio (Figura 15 C). Detalhe do &pice
acrossomal, exibindo opérculo eletrodenso imperfurado, membrana eletrodensa na regido
apical do perforatdrio (seta preta), zona acrossomal raiada e zona acrossomal periférica (Figura
15D, E).

Observa-se, na regido medial da vesicula acrossomal, a presenca da vesicula acrossomal
interna, da raiada e da periférica (Figura 15 F,G). Detalhe do corte longitudinal proximo a base
do acrossomo exibindo o anel espessado que envolve a base da cdmara perforatorial. Nota-se,
ainda, as zonas acrossomais interna, raiada e periférica (Figura 15 H, 1). Detalhe do corte
transversal, nota-se também as zonas acrossomais interna, raiada, externa e periférica (Figura

15 J, K).
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Figura 15. Ultraestrutura dos espermatoforos e dos espermatozéides de M. apiaka A. Note
espermatoforos cleistospérmicos imersos em dois tipos de S1 elétrodensa e S2 eletrolucida. B.
camara perforatorial com espermatozoéide constituido pela vesicula acrossomal, camara
perforatorial, opérculo imperfurado e nucleo, presenca dos bracos radiais e citoplasma
volumoso. C. observe o opeérculo eletrodenso. D. detalhe do &pice acrossomal, exibindo
opérculo eletrodenso e imperfurado, regido subopercular (setas pretas). E opérculo e regido
subopercular em contato com a zona acrossomal raiada e com a periférica. F-G camara
perforatorial circundada pela vesicula acrossomal; H-1 base do acrossoma mostrando anel
espessado, seguido pelas zonas acrossomais interna, raiada e externa. J-K. camara
perforatorial, zona acrossomal interna, zona acrossomal raiada, externa e periférica. Ac:
Vesicula acrossomal; la: Zona acrossomal interna; Ary: Zona acrossomal raiada; N: Nucleo;
O: Opérculo; Ao: Zona acrossomal externa; P: Camara perforatorial; Sub: Regido

subopercular; Tr: Anel espessado.



74

Caracterizacdo geral dos espermatoforos e espermatozoides de Fredius ibiapaba,
Kingsleya attenboroughi, Kingsleya sp. nov., Rodriguezus garmani e Melothelphusa apiaka
(Figura 16) apresentam uma morfologia tipica de varios representantes da infraordem

Brachyura
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Figura 16. Caracteristicas ultraestruturais de espermatdforos e espermatozoides observadas em Fredius ibiapaba, Kingsleya attenboroughi,

Rodriguezus garmani, Kingsleya sp. nov.e Melothelphusa apiaka

Caracteristicas/Espécies

Fredius ibiapaba

Kingsleya attenboroughi

Rodriguezus garmani

Kingsleya sp. nov.

Melothelpusa apiaka.

Espermatéforo
Espematozoide
Tipo
Morfologia

Cleistospermicos
Eliptica

Cleistospérmicos
Eliptica

Cleistospérmicos
Eliptica

Cleistospérmicos
Esférica

Cleistospermicos
Eliptica

Vesicula Acrossomal
Regido subopercular
Anel espessado

Zona acrossomal raiada

Quatro camadas
concéntricas
Presente

Presente

Presente

Quatro camadas
concéntricas
Presente

Presente

Presente

Quatro camadas
concéntricas
Presente

Presente

Presente

Quatro camadas
concéntricas
Presente

Presente

Presente

Quatro camadas
concéntricas
Presente
Presente

Presente

Opérculo
Tipo

Imperfurado eletrodenso

Imperfurado eletrodenso

Imperfurado eletrodenso

Imperfurado eletrodenso

Imperfurado eletrodenso

Anel Opercular Acessorio Presente Ausente Presente Ausente Ausente
Céamara Perforatorial

Botdo pical Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Forma Oblongada Oblongada Oblongada Oblongada Oblongada
Forma do apice Romboide Romboide Romboide Romboide Romboide
Ondulagdes da

parede Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Bracos laterais Presente Presente Presente Presente Presente

A terminologia para a morfologia dos espermatozoides estd de acordo com Guinot et al. (1997), Jamieson (1994), Klaus et al. (2009), Tiseo et al.
(2017) e Tudge et al. (2014).
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3.2 Discussao

Os espermatoforos de Fredius ibiapaba, Kingsleya attenboroughi, Rodriguezus
garmani, Kingsleya sp. nov. e Melothelphusa apiaka sdo do tipo cleistospérmicos, 0 mais
comum em caranguejos de dgua doce, como demonstrado para Potamidae, Potamonautidae
(Guinot et al., 1997; Jamieson, 1993; Klaus et al., 2009) e Gecarcinucidae (Klaus & Brandis,
2011; Klaus et al., 2009). Estes espermatoforos apresentam parede eletrodensa, imersos em um
fluido seminal composto por dois tipos de secrecdo, S1 eletrodensa e S2 eletrolicida. Esta
parede e o fluido seminal fornecem protecdo aos espermatozoides, principalmente durante a
transferéncia espermatica, podendo estar envolvidos em diferentes estratégias de deiscéncia e
fertilizacdo nos animais (Subramoniam, 1991).

Os espermatozoides das cinco espécies estudadas compartilham caracteristicas gerais
tipicas para o Eubrachyura (Jamieson, 1994), mas especialmente para os das familias de
caranguejos de agua doce Potamonautidae, Potamidae (Guinot et al., 1997; Jamieson et al.,
1993; Klaus et al., 2009) e Gecarcinucidae (Klaus & Brandis, 2011; Klaus et al., 2009),
conhecidos como os do Velho Mundo.

Essas caracteristicas incluem a presenca de espermatozdides com vesicula acrossomal,
formada por quatro zonas acrossomais concéntricas, anel espessado eletrodenso, nicleo com a
presenca dos bracos radiais e auséncia de placa nucleocitoplasméatica. Observamos ainda
semelhancas importantes na ocorréncia de alguns caracteres esperméticos, como a presenca de
um opeérculo continuo, sem perfuragdo central, observado em U. cordatus. Este padrdo
opercular €é encontrado em Macrophthalmidae Dana, 1851 e Macrophthalmus
(macrophthalmus) crassipes H. Milne Edwards, 1852 (Jamieson, 1991; Jamieson, 1994) e
também com um Unico representante de Ocypodidae, L. thayeri (Benetti et al., 2008).

Em F. ibiapaba e R. garmani foi observado o anel opercular acessorio nas margens
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laterais do anel subopercular, vista na seccdo longitudinal do espermatozoide, também

encontrada em Calocarcinus africanus Calman (1909), um anel acessorio latero-posterior a
zona subopercular, ocorrendo em xantideos, por exemplo, Etisus laevimanus, Pilodius
areolatus (Jamieson et al., 1993), caranguejos do Velho Mundo. Em todas as espécies
estudadas, encontramos a zona acrossomal raiada, que ocorre em heterotremados, como
xantideos e portunideos (Jamieson & Tudge, 1990; Jamieson, 1989). A zona acrossomal raiada
é muito claramente desenvolvida no cenobitideo paguroide Birgus latro (Tudge & Jamieson
1991). Dentro do Brachyura, apenas o0s heterotremados mostram uma zona de raios
acrossdmicos comparavel em localizacao e estrutura com a de anomuranos (Jamieson, 1994).

Quando comparamos o0s espermatoforos e 0s espermatozoides de caranguejos de agua
doce da familia Trichodactylidae, como nas espécies Dilocarcinus pagei (H. Milne-Edwards,
1837), Zilchiopsis oronensis (Rodrigues & Fransen, 2004) e Valdivia serrata (Rodrigues &
Gonzalez, 1999) (De Oliveira et al., 2021), observa-se a auséncia da zona acrossomal raiada.
Essa caracteristica também foi relatada em Dilocarcinus septemdentatus (Matos et al., 1996) e
é comum em espermatozdides de caranguejos de agua doce das familias do Velho Mundo, bem
como na familia Pseudothelphusidae, investigada neste estudo.

Por outro lado, todas as espécies analisadas nesta pesquisa apresentaram a zona
acrossomal raiada, incluindo uma zona acrossomal externa e periférica. Essa estrutura € similar
a encontrada em Xanthidae (Jamieson, 1989; Jamieson, 1991; Jamieson et al., 1993) e em
Calocarcinus africanus (Jamieson et al., 1993). Destaca-se, ainda, que nas espécies D. pagei,
Z. oronensis e V. serrata (De Oliveira et al., 2021), a vesicula acrossomal apresenta uma
morfologia globular composta por trés camadas concéntricas de diferentes densidades
eletronicas, semelhante a observada em outros representantes de Brachyura, como espécies de
diversas familias de majoides (Assugeni et al., 2017; Tudge et al., 2014).

Além disso, as espécies Fredius ibiapaba, Kingsleya attenboroughi, Rodriguezus



78
garmani, Kingsleya sp. nov. e Brasiliotelphusa sp. nov. possuem vesiculas acrossomais com

quatro camadas concéntricas de densidades distintas. Uma estrutura conhecida como anel
espessado, caracterizada como uma lamina curta e curva aderida a superficie interna da capsula
acrossomal, onde esta se invagina para formar a camara subacrossomal, estd presente em todas
as espécies analisadas neste estudo. Essa estrutura € tipica de heterotremados e toracotremados,
embora seja reduzida em Potamonautes (Nobili, 1906) e ausente em toracotremados (Jamieson,
1991; Jamieson, 1993). A morfologia da camara perfuratéria em Pseudothelphusidae mostra
semelhancas com Potamonautidae, Potamidae e Gecarcinucidae, que ocorrem em outros
caranguejos de agua doce descritos (Guinot et al., 1997; Jamieson et al., 1993; Klaus & Brandis,
2011; Klaus et al., 2009). A concavidade ou o truncamento estreito da base da vesicula
acrossdmica, sob o anel espesso, € uma caracteristica que distingue as espécies da familia
Pseudothelphuidade de Trichodactylidae. Esse estreitamento € observado em outros
heterotremados, incluindo Potamonautidae, Potamidae e Gecarcinucidae (Guinot et al., 1997,
Jamieson & Tudge, 2000; Klaus & Brandis, 2011; Klaus et al., 2009). O truncamento ao longo
da largura do acrossoma na base da vesicula parece ser um importante carater a ser considerado
em futuros estudos da morfologia dos espermatozoides de outros géneros desta familia. Nos
Pseudothelphusidae aqui investigados, os espermatozoides ndo apresentam uma placa
nucleocitoplasmatica, contrapondo-se a encontrada em D. pagei.

Mesmo que os espermatoforos em Pseudothelphusidae sejam cleistospérmicos, estes
apresentam uma parede delgada, a qual também ocorre nos trichodactideos, em que a parede
(pellicle) é mais espessa (De Oliveira et al., 2021).

O mesmo padrdo de espécies com cleistospermia e coenospermia também ocorre na
familia Potamidae (Klaus et al., 2009). Apesar de Guinot et al. (1997) terem proposto a
cleistospermia como uma apomorfia que unia Potamidae e Potamonautidae, ficou claro que o

tipo de espermatdforo é variado em Potamidae, porém, sempre com parede complexa, com
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varias camadas de diferentes eletrodensidades, 0 que ndo ocorre nas espécies aqui descritas e

em outras no Novo Mundo (De Oliveira et al., 2021). Para Potamonautidae e Dickeniidae
somente uma espécie em cada familia, sendo ambas cleistospérmicas e, segundo as filogenias
mais atuais, especulamos que este € um carater sinapomorfico encontrado neste grupo irmao,
sendo a presenca de espécies com os dois tipos de espermatoforos compartilhados pelo outro
clado com Potamidae e Gecarcinucidae.

Mostramos a ultraestrutura dos espermatozoides de cinco espécies e quatro géneros em
Pseudothelphuidae. As caracteristicas morfolégicas observadas podem ser usadas como uma
ferramenta sistematica, além de dados moleculares futuros, para hipoteses filogenéticas e
relacdes dentro dos pseudotelfusideos, semelhantes aos trabalhos realizados com outros
caranguejos e camardes (Assugeni et al., 2017; Camargo et al., 2016; Camargo et al., 2017;

Garcia Bento et al., 2018; Tudge et al., 2014).

3.3 Concluséao

Embora a morfologia dos espermatozoides de Pseudothelphusidae compartilhe
caracteristicas semelhantes com outras familias de caranguejos de dgua doce, essa semelhanca
poderia sugerir a possibilidade de unir todas as familias de caranguejos de agua doce
heterotremados em um Unico grupo. No entanto, as autapomorfias identificadas neste estudo,
como a presenca da zona acrossomal raiada, do opérculo imperfurado, de quatro zonas
acrossomais concéntricas e o truncamento estreito na base da vesicula acrossomal, diferem das
caracteristicas exclusivas observadas na familia Trichodactylidae, que incluem a auséncia da
zona acrossomal raiada, a borda periopercular e o anel espessado reduzido ou ausente.

Estas diferencas morfologicas fornecem evidéncias que sustentam a hipotese de que os

pseudotelfusideos estdo mais proximamente relacionados aos caranguejos de agua doce do
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Velho Mundo. Este resultado corrobora os achados de Tsang et al. (2014), que sugerem uma

linhagem independente para os caranguejos de agua doce, reforcando a separacgéo filogenética

entre Pseudothelphusidae e Trichodactylidae.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que o sistema reprodutor masculino das
espécies de Pseudothelphusidae analisadas apresenta uma estrutura tubular simples, sem a
presenca de glandulas acessorias, caracteristica que contrasta com a familia Trichodactylidae.
A auséncia destas glandulas e a morfologia particular dos espermatoforos e espermatozoides
dos pseudothelphusideos sugerem que esta familia de caranguejos de dgua doce Neotropicais
seguiu um caminho evolutivo distinto, reforcando a hipotese de uma separacao filogenética

precoce em relacdo as familias do Velho Mundo.

A anélise dos padrdes morfoldgicos e ultraestruturais do sistema reprodutor masculino
corrobora a hipdtese de que o0s caranguejos de agua doce neotropicais da familia
Pseudothelphusidae colonizaram os ambientes continentais em maltiplos eventos de transicao
a partir de ancestrais marinhos. Estudos filogenéticos anteriores sugerem que essa transicao
ocorreu de forma independente em diferentes linhagens de braquidros, resultando em
adaptacdes especificas ao ambiente dulcicola, como a evolugdo de sistemas reprodutores
simplificados e mecanismos de retencdo de espermatozoides adaptados a ambientes de baixa
salinidade. As diferencas estruturais observadas entre Pseudothelphusidae e Trichodactylidae,
tais como o formato do testiculo e a composicao do fluido seminal, reforcam a hipotese de que
esses grupos representam eventos evolutivos distintos de colonizagdo das 4guas continentais

da América do Sul.

A ultraestrutura detalhada dos espermatozoides revelou caracteristicas morfologicas
Unicas, como a presenga da zona acrossomal raiada, do opérculo imperfurado e das quatro
zonas acrossomais concéntricas, elementos que oferecem informacGes valiosas para a

taxonomia e a sistematica do grupo. Esses dados ndo apenas contribuem para o entendimento
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das relagdes evolutivas dentro de Pseudothelphusidae, mas também demonstram a importancia

da caracterizacdo morfoldgica na compreensédo da biodiversidade dos caranguejos dulcicolas.

Além disso, este estudo fornece uma base robusta para futuras investigacdes sobre o0s
aspectos reprodutivos deste grupo, especialmente em um cenario de crescentes mudancas
ambientais e pressGes antropicas sobre os habitats aquaticos. A identificacdo de padrdes
ultraestruturais especificos podera auxiliar na formulacdo de estratégias de conservacdo e
manejo das espécies, visando a preservacdo da diversidade genética e a sustentabilidade dos

ecossistemas onde esses caranguejos estdo inseridos.

Por fim, a continuidade das pesquisas, aliando analises morfologicas e moleculares,
sera essencial para esclarecer as relacGes filogenéticas entre os caranguejos de agua doce,
permitindo uma compreensdo mais abrangente sobre sua evolucdo e adaptacdo a diferentes

ambientes.
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