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Resumo

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

Majoidea.



Abstract

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

in Majoidea.



Introducéo

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

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

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



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

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

para Brachyura (Krol et al., 1992).

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

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



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

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

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

vagina (McLay & LoOpez-Greco, 2011). O receptaculo seminal é de origem ecto-
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mesodérmica e armazena o0s espermatoforos apos a copula (Hartnoll, 1968; McLay &
Lépez-Greco, 2011). A regido dorsal de origem mesodérmica esta ligada ao ovério
através do oviduto, enquanto a regido ventral é ectodérmica, recoberta por cuticula,
continua a vagina que se abre na abertura genital ou vulva (Hartnoll, 1968; McLay &
Lopez-Greco, 2011; Zara, et al., 2014). Diesel (1991) classificou o receptaculo seminal
em dois tipos: dorsal e ventral. No tipo dorsal a abertura do oviduto encontra-se numa
posicdo relativamente dorsal, sobre o receptaculo seminal, estando assim a vagina
oposta ventralmente ao oviduto. No tipo ventral o oviduto e a vagina encontram-se
préximos e posicionados ventralmente. Recentemente, um tipo intermediario foi
proposto, demonstrando que a abertura do oviduto no receptaculo seminal encontra-se
entre os extremos dorso-ventral (McLay & Ldépez-Greco, 2011; Gonzéles-Pisani et al.,
2012; Guinot et al., 2013).

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

de competicdo espermatica, sendo um estudo pioneiro para estes Mithracidae.



Conclusdes

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

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

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

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

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

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

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