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Resumo

Nesta tese conciliou-se os caracteres morfolégicos e quimicos do sistema
reprodutor masculino, incluindo espermatéforos, espermatozoides, fluido seminal e
também os caracteres do sistema reprodutor feminino (tipo de receptaculo seminal,
armazenamento espermatico e estratégia de copula) em Portunoidea, que integrados a
filogenia molecular permitiram contar brevemente a histéria da recuperacdo do carater
ancestral com base no que se conhece mundialmente. Os resultados deste trabalho foram
eficazes na recuperacdo do estado ancestral de carater e conseguiram corroborar e
solucionar em partes as controversias existentes na classificacdo dos Portunoidea, dado a
importéncia do entendimento da relacdo entre os padrdes morfoldgicos e evolutivos desta
superfamilia. Esta tese € o ponto inicial para a elucidacdo dos diferentes padrdes de
acasalamento, deiscéncia dos espermatoforos e copula em Portunoidea. Ainda, séo
necessarios diferentes géneros desta superfamilia, que ndo foram estudados sobre este
ponto de vista para finalizar a historia evolutiva do sistema reprodutor dentro deste
importante clado de Brachyura.

Palavras-chave: espermatozoide, Portunidae, receptaculo seminal, sistema

reprodutor.



Abstract

In this thesis, the morphological and chemical characters of the male reproductive
system were reconciled, including spermatophores, spermatozoa, seminal fluid and also
the characters of the female reproductive system (type of seminal receptacle, sperm
storage and copulation strategy) in Portunoidea, which integrated the phylogeny
molecular analysis allowed us to briefly tell the story of the recovery of the ancestral
character based on what is known worldwide. The results of this work were effective in
recovering the ancestral state of character and managed to corroborate and partly solve
the existing controversies in the classification of the Portunoidea, given the importance
of understanding the relationship between the morphological and evolutionary patterns
of this superfamily. This thesis is the starting point for the elucidation of different mating
patterns, spermatophore dehiscence and copulation in Portunoidea. Still, different genera
of this superfamily, which have not been studied from this point of view, are needed to
finalize the evolutionary history of the reproductive system within this important clade of
Brachyura.

Keywords: Portunidae, reproductive system, seminal receptacle, sperm
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1. Introducéo da tese e revisao da literatura
1.1 Contextualizacéo do grupo de estudo

A infraordem Brachyura é um dos grupos mais diversos dentro de Crustacea, com
aproximadamente 7.000 espécies descritas ocorrendo entre os ambientes marinho, de agua doce
e terrestres (Ng et al., 2008; De Grave et al., 2009; Tsang et al., 2014, Evans, 2018). Nesta
infraordem esta inserida familia Portunidae Rafinesque, 1815, que compreende 7 subfamilias,
40 géneros e 307 espécies predominantemente marinhas, embora algumas possam entrar em
sistemas estuarinos com reduzida salinidade, a partir da foz de rios até profundidades de até
75m (Williams, 1984; Ng et al., 2008; De Grave et al., 2009). Os Portunidae ocorrem ao longo
da costa do Atlantico Ocidental, incluindo a costa leste dos Estados Unidos, Antilhas,
Venezuela, Guianas, Brasil, Uruguai e Argentina (Melo, 1996). Muitas espécies de siris dessa
superfamilia constituem importante recurso pesqueiro na América, Europa e Japdo, podendo
ser alvo direto de pescarias ou integrarem a fauna acompanhante em arrastos de pescas
camaroeiras, como € o caso principalmente, das espécies de Callinectes Stimpson, 1860 (Melo,
1996; Mantelatto et al., 2009; Boos et al., 2010). Além disso, em regides de estuario estes siris
séo utilizados como fonte de renda e alimentagdo para populacéo ribeirinha, que por sua vez
utilizam métodos rudimentares de captura. No Brasil, os portunideos estdo representados por
21 espécies, sendo 19 delas nativas, pertencentes a 8 géneros: Achelous, Arenaeus, Callinectes,
Coenophthalmus, Cronius, Laleonectes, Ovalipes e Portunus. Existem registros, também, de
duas espécies invasoras pertencentes aos géneros Scylla e Charybdis (Melo, 1996; Mantelatto
et al., 2009; Boos et al., 2010, Pinheiro et al., 2016). Segundo Pita et al. (1985), Callinectes
danae Smith, 1869 é o mais abundante portunideo brasileiro capturado em bacias com influxo
moderado a grande de agua doce, como o complexo estuarino de Santos-Sao Vicente, Estado
de S&o Paulo e o quinto Brachyura mais abundante em Ubatuba, Estado de Séo Paulo (Branco
e Masunari, 1992; Costa e Negreiros-Fransozo, 1998). A espécie Callinectes sapidus Rathbun,
1896 se destaca por sua distribuicdo cosmopolita, com registros de introducdo reportada para
Atlantico Oriental, Mar do Norte, Mar Mediterraneo, Mar Adriatico, Mar Negro, e na regiao
do Indo-Pacifico (Japdo) (Williams, 1974; Fiussen & Fonseca, 2009). Uma vez que estas
especies possuem elevado interesse econdémico sendo alvo de exploracdo pelo homem para
utilizacdo na alimentacdo, € importante que se entenda a relacdo entre os padrées morfologicos
e evolutivos das familias de Portunoidea que ainda continua pouco compreendida, frente a sua
grande diversidade de representantes, para futura criacdo e manutencdo destas espécies em

cativeiros.

10



1.2 Sistema reprodutor masculino

De uma maneira geral, o sistema reprodutor em Brachyura é um 6rgao bilateral em
forma de letra “H”, constituido pelo par de testiculos, localizado em ambas as margens
superiores do cefalotorax, 0s quais sdo continuos aos vasa deferentia, estendendo-se
longitudinalmente sobre o hepatopéncreas, abaixo do coragao, terminando na regido posterior
do corpo (Krol et al., 1992; Ldpez-Greco, 2013, Mclay & Becker, 2015). Segundo Nagao &
Munehara (2003), o testiculo pode ser classificado como do tipo lobular ou tubular. O tipo
lobular é constituido por varios I6bulos com células no mesmo estagio de maturacéo, nos quais
sdo conectados por um ducto seminifero central, sendo o padrdo mais comum aos caranguejos
(Johnson, 1980; Diesel, 1989; Nagao & Munehara, 2003; Sime0 et al., 2009; Zara et al., 2012).
Por sua vez, o tipo tubular é constituido por um tabulo Gnico e convoluto, preenchido em seu
interior por células germinativas em diferentes estagios sequenciais de maturacdo (Chiba &
Honma, 1972; Sainte-Marie & Sainte-Marie, 1999; Nagao & Munehara, 2003; Sime¢ et al.,
2010). Estas células caracterizam os diferentes estagios da espermatogénese e espermiogénese.
As espermatogoénias sdo caracterizadas por apresentar grande diametro nuclear e sdo localizadas
nos centros germinativos, ocupando a regido mais periférica dos tubulos seminiferos (Nagao &
Munehara, 2003; Simeé et al., 2009). Os espermatdcitos e espermatides sdo encontrados na
regido mais intermediaria dos tubulos seminiferos, conhecida por zona de maturacdo ou
transformacdo (Nagao & Munehara, 2003; Simed et al., 2010). A zona de evacuacgao &
constituida pelo tubo coletor, nos quais armazenam e carregam espermatozoides maduros
através dos ductos seminiferos em direcdo ao vaso deferente (Nagao & Munehara, 2003; Simed
et al., 2009). De maneira geral, o vaso deferente em Brachyura é dividido em trés diferentes
regides, tais como: a anterior (AVD), responsavel pela formagdo dos espermatéforos e as
regibes média (MVD) e posterior (PVD), as quais produzem grandes quantidades de secrecdes
e armazenam os espermatoforos até a copula (Simed et al., 2009; Nicolau et al., 2012; Zara et
al., 2012; Mclay & Becker, 2015). Em algumas espécies, a MVD e PVD podem exibir bolsas
laterais, glandulas acessorias, expansoes laterais, diverticulos ou cecos, como observado em
alguns representantes de Portunoidea Rafinesque, 1815, Majoidea Samouelle, 1819,
Grapsoidea e Ocypodoidea (Johnson, 1980; Jivoff et al., 2007; Castilho et al., 2008; Simed et
al., 2009; Zara et al., 2012; Tiseo et al., 2014; Antunes et al., 2016, 2018). Tais estruturas
produzem grandes quantidades de secre¢des que podem ser adicionadas ao fluido seminal no
vaso deferente ou sdo expansdes do vaso, responsaveis pelo aumento de fluido seminal, como

ocorrem nos siris azuis (Zara et al., 2012; Nascimento & Zara, 2013).

11



1.3 Sistema reprodutor feminino

O sistema reprodutor feminino de Brachyura é constituido por um érgdo bilateral de
origem ectomesodérmica denominado receptaculo seminal, cuja funcdo é armazenar
espermatozoides para posteriores eventos de fertilizacdo (Diesel 1989, 1991; Guinot &
Quenette, 2005; Lopez-Greco et al., 2009; McLay & Lopez-Greco, 2011). Este 6rgdo é chave
para determinar desde padrfes de armazenamento, manutencao e até evidéncias de competicdo
espermatica (Diesel, 1991). Na superfamilia Portunoidea, assim como em outros Brachyura, o
receptaculo seminal é conectado aos ovarios por meio do oviduto. O receptaculo seminal fica
dentro da cavidade cefalotorécica abaixo do coragdo, circundada por parte da musculatura de
locomocdo associada aos apédemas internos (Pyle & Cronin, 1950). O receptaculo seminal
pode ser classificado como dorsal, ventral, ou intermedidrio de acordo com a posicdo de
insercdo do oviduto em relacdo a vagina, a qual se localiza ventralmente (Diesel, 1991, McLay
& Lopez-Greco, 2011, Zara et al., 2014). Apesar de ambas terem se derivado de uma
caracteristica ancestral totalmente ectodérmica chamada espermateca, os receptaculos seminais
tipo dorsal sdo considerados o mais proximo da condi¢do ancestral (McLay & L6pez-Greco,
2011). Em Portunidae o padrédo do receptaculo seminal é majoritariamente dorsal, como ocorre
em Arenaeus cribarius (Zara et al., 2014), C. sapidus (Johnson, 1980) e Portunus pelagicus
Linnaeus 1758 (Bawab & El-Sherief, 1988). Porém em Portunus hawaiiensis Herbst 1783 o
receptaculo seminal foi classificado como do tipo intermediario (Ryan, 1967, Diesel, 1991;
McLay & Lépez-Greco, 2011). A diferenca nos tipos de receptaculos pode estar relacionada a
copula com mais de um macho, levando a competicao espermatica (Diesel, 1989, 1991; McLay
& Lopez-Greco, 2011). A competicdo espermatica normalmente é limitada em Brachyura, pois
0s espermatozoides sdo imdveis e desprovidos de flagelo (Krol et al., 1992). Esta competicao
torna-se ainda menor com os diversos mecanismos que impedem a poliandria como a cépula
com a fémea em durante a muda, seguido pela guarda do macho o qual pode depositar um
tampéo de secrecdo denominado plug-espermatico ou, em outros casos, a fémea realiza a
postura dos ovos logo apos a copula (McLay & Lopez-Greco, 2011). Contudo, com a
possibilidade da auséncia destas caracteristicas durante a coOpula, como observado em
Thalamitinae (Norman et al., 1999; Watanabe et al., 2022), podem diminuir as chances e a
importancia da competicdo espermatica, visto que a possibilidade de poliandria torna-se
plausivel e vantajosa para aumento da variabilidade genética da prole. Em particular para alguns
representantes das familias Cancridae e Portunidae, o fluido seminal produzido no vaso

deferente dos machos forma o plug-espematico no receptaculo seminal (Hartnoll ,1969; Hinsch
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1988). Este plug preenche o receptaculo seminal impedindo ou dificultando a introducéo de
material genético de outros machos, limitando ou evitando a competigdo espermatica (Hines et
al., 2003; Hartnoll, 1969, Wolcott et al., 2005; Zara et al., 2012, 2014). Porém, em sincronia
com o desenvolvimento ovariano, o plug-espermatico desaparece e o receptaculo seminal torna-
se menor e mais flacido, como observado em outras espécies de Portunoidea: como no
Carcinidae Car. maenas (Spalding, 1942) e nos Portunidae P. hawaiiensis (Ryan ,1967), P.
pelagicus (Bawab & EI-Sherief 1988), C. danae (Zara et al., 2012) e Ar. cribrarius (Pinheiro
& Fransozo, 2002; Zara et al., 2014). Por sua vez, no Thalamitinae Charybdis smithii ndo existe
evidéncia de plug no receptaculo (Balasubramanian & Suseelan, 1998). Segundo Hartnoll
(1968, 1969), a vagina em Eubrachyura pode ser classificada morfologicamente como do tipo
simples ou concava (Hartnoll, 1968, 1969). A vagina é uma regido revestida por cuticula que
se abre para o externo através da vulva e pode ser encontrada associada a forte musculatura,
auxiliando no processo de contracdo e expansdo da parede durante a transferéncia espermatica
e desova (McLay & Lépez-Greco, 2011; McLay & Becker, 2015). Desta maneira, a fémea
parece apresentar papel ativo nestes processos por promover a expansdao da vagina
possibilitando a entrada do 6rgao masculino na copula e a saida dos ovocitos apos a fertilizacdo
interna (Becker et al., 2011). Os principais compostos quimicos identificados nas secre¢fes do
receptaculo seminal sdo os lipideos, proteinas e os polissacarideos (Jeyalectumie e
Subramoniam, 1987, 1991; Jayasankar, 1997; Zara et al., 2014; Antunes et al., 2016), sendo
que principalmente os dois Gltimos, parecem atuar na manutencdo dos espermatozoides no
interior do receptaculo seminal (Jayasankar & Subramonian, 1999). Para S. serrata foi
mostrado que a acdo de uma proteina presente no fluido seminal destes caranguejos possuli
atividade contra microorganismos (Jayasankar & Subramonian, 1999). Além disso, foi
observado por Assugeni & Zara (2022), em algumas espécies de Mithracidae MacLeay, 1838,
uma secrecdo proveniente do fluido seminal com reacdo para polissacarideos acidos ao redor
dos espermatozoides no lumen do RS. Tal secrecdo parece participar da manutencdo dos
espermatozoides e possui provavel atividade antibacteriana. A acdo enzimética no plasma
seminal também esta relacionada ao metabolismo espermatico, uma vez que, mesmo passando
de um meio anaerdbico (vaso deferente) para outro aerdbico (receptaculo seminal), os
espermatozoides permanecem Vviadveis, 0 que foi comprovado por experimentos que
demonstram a absorcdo de oxigénio pelos espermatozoides no interior do RS (Jayasankar &
Subramonian, 1999). Desta maneira, a manutencdo dos espermatozoides no interior do

receptaculo seminal pode estar relacionada ao metabolismo da propria estrutura de
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armazenamento, bem como ser auxiliada por compostos presentes no fluido seminal

proveniente do macho e/ou da unido das duas estratégias.

1.4 Ultraestrutura dos espermatozoides

A ultraestrutura dos espermatozoides ou espermiotaxonomia tem sido utilizada como
uma importante ferramenta na resolucéo de problemas filogenéticos e taxondmicos (Jamieson,
1991; 1994; Jamieson & Tudge 2000; Tudge et al., 2012; Camargo et al., 2017, 2020; Assugeni
etal., 2017; Garcia Bento et al., 2018). Em geral, o espermatozoide de Brachyura é uma célula
imdvel e aflagelada, constituida por um acrossoma esférico e estruturalmente complexo (Tudge,
2009). O acrossoma mostra em um dos polos, oposto ao nucleo, o opérculo eletrondenso, o qual
pode ser perfurado ou ndo. Abaixo do opérculo encontra-se a camada subopercular e nesta,
podem existir estruturas importantes como o anel opercular acessorio, observado somente nos
Eubrachyura (Jamieson & Tudge, 2000). Internamente, 0 acrossomo pode apresentar zonas
concéntricas desde a periferia até o centro. Estas zonas ou camadas podem receber nomes
especificos e caracterizar determinados grupos de crustaceos. Em geral, tais zonas sao
comumente classificadas por: zona acrossomal interna, mediana, raiada e externa (para revisao
ver Jamieson, 1994). Estas zonas podem, ainda, apresentar caracteristicas particulares, como
lamelas concéntricas (Jamieson, 1994; Jamieson et al., 1995; Jamieson & Tudge, 2000; Tudge,
2009). Centralmente ao acrossoma encontra-se a camara perforatorial, a qual é uma invaginacdo
do citoplasma periférico que apresenta ampla variacdo de forma (Jamieson & Tudge, 2000;
Tudge, 2009). O nucleo ndo mostra cromatina condensada e podem constituir os bragos radiais,
com ou sem a presenca de citoesqueleto (microtubulos) (Hinsch, 1986; Jamieson, 1994; Benetti
et al., 2008; Klaus et al., 2009; Tudge, 2009). Em alguns grupos, como Majoidea, o ndcleo do
espermatozoide pode apresentar um processo mediano posterior, o qual € um prolongamento
no polo oposto ao opérculo com ou sem microtdbulos (Jamieson, 1994; Tudge et al., 2012).
Tendo em vista ao panorama geral apresentado, este estudo busca descrever as morfologias do
sistema reprodutor masculino e feminino das espécies de Portunoidea que ocorrem no Brasil,
realizando uma comparacéo entre elas buscando elucidar se os padrfes obtidos coevoluiram
com o a morfologia, producao e composi¢do quimica do fluido seminal, do receptaculo seminal

e ultraestrutura dos espermatozoides.
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1.5 Filogenia

A sistematica de Portunoidea se desenvolveu a partir de uma base estabelecida por
autores do século 19 e 20 (Dana, 1852; Milne-Edwards, 1861; Miers, 1886; Balss, 1922;
Rathbun, 1930). A partir de entdo, as classificaces sistematicas deste grande grupo sempre
passou por extensas revisdes, que vem sendo constantemente atualizadas e complementadas
por diversos autores (Stephenson, 1972; Apel & Spiridonov, 1998; Karasawa et al., 2008; Ng
et al., 2008; Schubart & Reuschel, 2009; Mantelatto et al., 2009, Ng, 2011; Spiridonov et al.,
2014; Evans, 2018; Mantelatto et al., 2018; Windsor et al.; 2019; Spiridonov, 2020).

Spiridonov et al. (2014) a partir de anélises morfoldgicas e moleculares, propuseram
mudancas no arranjo filético da superfamilia Portunoidea Rafinesque, 1815, a qual era
composta por oito familias, uma vez que a subfamilia Polybiinae Ortmann, 1893 foi elevada ao
status de familia. Ao mesmo tempo em que foi proposta a familia Ovalipidae para abrigar 0s
animais do género Ovalipes, separado dos demais Geryonidae.

Entretanto, Evans (2018) realizou uma extensa revisdo taxondmica e filogenética dos
Portunoidea, acrescentando um maior nimero de representantes principalmente de taxons de
Caphyrinae e Thalamitinae em busca de propor uma classificagdo mais robusta e com mais
suporte para os Portunoidea. Sendo assim, esta seré a hipotese filogenética considerada nesta
tese, na qual atualmente Portunoidea é composta por trés familias: Carcinidae, Geryonidae e
Portunidae. Uma vez que, Ovalipidae retornou para Geryonidae no status de subfamilia
Ovalipinae. As demais familias que haviam sido propostas por Spiridonov et al. (2014)
retornaram na revisao de Evans (2018) para o status de subfamilias, o que foi corroborado por
Spiridonov (2020). Além disso, Evans (2018) também suporta a classificacdo de Cronius
(sensu Mantelatto et al., 2009) em Thalamitinae.

Além disso, Spiridonov (2020) e Koch et al. (2022) propuseram uma nova subfamilia:
Achelouinae Spiridonov, 2020 para compor a familia Portunidae. Sendo assim, os animais do
género Achelous gue se encontravam classificados em Portuninae, agora estao classificados em
nesta nova subfamilia.

No primeiro capitulo denominado “Evolution of spermatozoa characters in
Portunoidea (Crustacea: Decapoda): Integrative analysis of morphology and its
phylogenetic implications”, foi realizada uma anélise comparativa da ultraestrutura dos
espermatoforos e espermatozoides de membros da superfamilia Portunoidea, além da
proposicdo de uma filogenia molecular. Esta filogenia foi analisada sob um contexto

morfoldgico-evolutivo, além de comparada a filogenias ja existentes na literatura que
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corroboraram ou ndo os achados ultraestruturais dos espermatozoides. Adicionalmente, 0s
resultados moleculares aqui propostos foram integrados ao mapeamento de caracteres dos
espermatozoides (primeiro capitulo), a morfologia do sistema reprodutor masculino (segundo
capitulo), estratégias de armazenamento no receptaculo seminal (terceiro e quarto capitulos),
com o objetivo de recuperar caracteres ancestrais reprodutivos dos Portunoidea.

No segundo capitulo nomeado de “Producéo e transferéncia do fluido seminal em
Achelous, Cronius, Arenaeus e Ovalipes (Brachyura, Portunoidea)”, apresentamos uma
comparacédo histoldgica e histoquimica do sistema reprodutor masculino de quatro diferentes
géneros de Portunoidea, em busca de padr@es de transferéncia espermatica.

O terceiro capitulo “From sperm plug formation to ovulation: morphological and
ultrastructural modifications in the seminal receptacle of the blue crab Callinectes danae”
mostra a publicacdo de um artigo no periddico cientifico na Zoologischer Anzeiger. Este
capitulo trata-se da descri¢cdo ultraestrutural e histolégica do receptaculo seminal de
Callinectes, além de um experimento de copula que foi essencial para a elucidacdo de como se
da a formacdo do plug-espermatico. Esta pesquisa também foi de suma importancia para
preencher lacunas acerca do “abrago pds-copulatorio” e da dissolugdo do mesmo em sincronia
ao desenvolvimento ovariano das fémeas.

O quarto capitulo intitulado “Novos insights sobre a morfologia e evolugdo do
armazenamento espermatico em Portunoidea (Decapoda: Brachyura), com base nos
géneros Achelous e Cronius” realizamos a descrigdo anatdbmica, histoldgica e histoquimica do
receptaculo seminal de Achelous spinicarpus, Achelous spinimanus e Cronius ruber, associado
ao mapeamento de caracteres filogenéticos do armazenamento espermético em Portunoidea.

Desta maneira, esta Tese pretende contar a evolugdo morfoldgica dos espermatéforos
e espermatozoides em Portunoidea e, também testar a hipdtese de que nesta superfamilia existe
um Unico padrdo de producédo de fluido seminal e transferéncia espermatica com auséncia de
competicdo de espermatica pela formacgdo do plug-espermatico no receptaculo seminal tipo
dorsal.
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Capitulo 1

Evolution of spermatozoa characters in Portunoidea (Crustacea:
Decapoda): Integrative analysis of morphology and its phylogenetic

implications.

Abstract

The ultrastructure of spermatozoa and molecular analysis are both important and, in
certain cases, decisive tools in phylogenetic implications. The objective of this study was to
reconcile molecular analysis with the ultrastructure of spermatophores and spermatozoa in
representatives of Portunoidea. Sequences of the 16S and COI genes were used for the
phylogenetic analysis of 50 species. This phylogenetic hypothesis was reconciled with 10
ultrastructural characteres of the spermatozoa of 24 species that are representative of this
superfamily, as obtained by means of transmission electron microscopy. The spermatophores
proved to be a signal character to relate the species in Portunoidea and these seems to be related
to the presence or not of sperm plug. In addition, species that have the ancestral type of
spermatophore are also sperm plug formed. The most variable characteres of spermatozoa were
the morphology of the ARY and perforatorial chamber. The morphology of the perforatorial
chamber separates two lineages of Callinectes, the “danae” and “bocourti” groups, and
validates the designation of Achelous. Furthermore, the spermatozoa ultrastructure also
corroborates the separation of Achelous from Portunus, as well as the placement of Cronius in
Thalamitinae, along with Charybdis and Caphyra. Our data also support the permanence of
Ovalipes in Geryonidae and the polyphyly of Carcinidae, these two families have five
concentric acrosomal layers, different from other Portunoidea. From the optimized analysis of
the ultrastructural data and the molecular phylogeny of these representatives of Portunidae, it
can be concluded that the morphology supports the phylogeny and the perforatorial chamber is
the main character to be analyzed in futher works. This new approach of a comparison between
spermatozoal traits along with molecular data in decapods reinforces the importance of the

combined (or integrative) analysis for systematics at the species level.

Keywords: mitochondrial genes, phylogeny, Portunidae, sperm, spermatophore
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Introduction

The Portunoidea superfamily is recognized as one of the most diverse and species-rich
groups among the Brachyura, due to the large number of living and fossil specimens, as well
as invasive species. Furthermore, they have a worldwide distribution, being able to occur in
estuaries up to the open sea at depths of up to about 75m, with high tolerance to salinity
variations (Stephenson, 1959, 1972; Hartnoll, 1971; Williams, 1984; Melo, 1996; Apel &
Spiridonov, 1998).

Many species of portunoid constitute an important fishing resource in America, Europe
and Japan, and may be the direct target of fisheries or integrate the bycatch of shrimp fisheries,
as is the case mainly with the species of Callinectes Stimpson, 1860 (Melo, 1996; Mantelatto
et al., 2009; Boos et al., 2010). Furthermore, in estuary regions these crabs are used as a source
of income and food for the riverside population (Mantelatto et al., 2009; Boos et al., 2010).

The Portunoidea superfamily has undergone extensive revisions in its phylogenetic
classification in the last century (Robles et al., 2007; Mantelatto et al., 2007, 2009; Spiridonov
et al., 2014; Spiridonov, 2020; Evans, 2018). In the last classification for Brachyura proposed
by Ng et al. (2008), Portunoidea was divided into only two families: Geryonidae Colosi, 1923
and Portunidae Rafinesque, 1815, which recently have been modified and the subfamilies have
been elevated to family status. These analyzes were based on the external morphology of the
animals (pereopods, chelipeds and lateral spines) integrated into the phylogeny of the group.
Thus, Spridonov et al. (2014) proposed that the family Geryonidae contained only the
Geryoninae and the new subfamily Bentochasconinae, and elevated the subfamily Ovalipinae
to the status of a family, as Ovalipidae Spiridonov, Neretina & Schepetov, 2014. The same
authors maintained the classification of Carcinidae MacLeay, 1838, proposed by Karasawa et
al. (2008) and Schubart & Rueschel (2009), thus comprising eight families in Portunoidea. In
the most recent phylogeny proposed to the group, Portunoidea comprises three families:
Geryonidae, Carcinidae and Portunidae, with seventeen subfamilies, including current and
extinct taxa; these findings modified the previous classification that covered the creation of the
family Ovalipidae, which returned as a subfamily to Geryonidae (Evans, 2018; Spiridonov,
2020). The last one study on the reclassification of the Portunoidea carried out by Spirodonov
et al (2020), included a compilation of the results of Schubart & Reuschel (2010), Spiridonov
et al. (2014), Evans (2018) and Mantelatto et al. (2018) and thus maintained the classifications

proposed by Evans (2018), in which Portunoidea is divided into three families.
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A study of the genus Callinectes, focusing on the American representatives of the genus,
suggested the group be separated into two evolutionary distinct clades called the “bocourti” and
“danae” groups (Robles et al., 2007). Studies on the genus Portunus Weber, 1795 have shown
the genus to be polyphyletic (Mantelatto et al., 2007). Further studies reassigned one species of
Cronius Stimpson, 1860, along with some species in Portunus to the resurrected genus
Achelous De Haan, 1833 (Mantelatto et al, 2009). These studies also provided molecular
evidence supporting separation of Arenaeus Dana, 1851 from Callinectes (Robles et al., 2007;
Mantelatto et al., 2007, 2009). Furthermore, the last revision of Spiridonov (2020) maintained
the separation of two genera Achelous and Portunus (sensu species of Portunus (sensu stricto)
- occurring in the Indo-Pacific and Atlantic and are revealed as having close phylogenetic
relationships with the Atlantic genera Arenaeus and Callinectes (Spiridonov et al., 2014; Evans
2018). Moreover, all molecular phylogenetic studies indicated that species from the American
and Eastern Atlantic before considered belong to the subgenus Achelous the old one Portunus
(Ng et al., 2008) constitute a distinct clade, which in some reconstructions appear as a sister
group of Thalamitinae (Spiridonov et al., 2014; Evans, 2018; Mantelatto et al., 2018). Evans
(2018) also indicated the basal position of the genus Cronius in Thalamitinae, which also
includes the monophyletic genus Charybdis De Haan, 1833 and Thalamita Latreille, 1829.

Decapods spermatozoa ultrastructure have been studied to compare families using
probabilistics analysis to infer phylogenetic relationship, furthermore, this tool is the one of the
most efficient analysis for demonstrating relationship based on morphology (Jamieson, 1994;
Jamieson & Tudge, 2000; Camargo et al., 2015, 2017; Assugeni et al., 2017; Garcia Bento et
al., 2018). Despite consistent claims that spermatozoal morphology reflects the phylogenetic
relationships within groups and families, such as in Potamoidea (Klaus et al., 2009) and
Majoidea (Tudge et al., 2012; Assugeni et al., 2017). Klaus and Brandis (2010) showed that the
small sample size and the convergent character evolution of the acrosome might affect
phylogenetic inference at the family level. On the other hand, Tudge et al. (2012) argue the
importance of spermiocladistics to different brachyuran taxa and provide examples of previous
works that demonstrated molecular relationships predicted by spermatozoal ultrastructure.
Besides the present study, in Portunoidea there are only a few studies on the spermatozoal
ultrastructure focusing on spermatogenesis (Li 1995; Wang et al., 1997; Stewart et al., 2010),
acrosome reaction during fertilization (Brown, 1966) and spermatozoal description (Brown,
1966; Hinsh, 1986; Jamieson, 1989; Jamieson and Tudge 1990, 2000; Li, 1995; Wang et al.,

1997). Some of these previously described spermatozoal characters might have some
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evolutionary significance, but there has not been any attempt to test that hypothesis before the
present study.

Thus, the objectives of this study were to describe the spermatozoa and spermatophore
ultrastructure of fourteen Portunoidea species of American West Atlantic and to present a first
attempt at reconciling specific spermatozoal traits to this group with molecular data to trace the
evolution of those spermatozoal characters, in order to resolve the phylogenetic inconsistencies

of the group.

Material and Methods

Animals

Samples of Callinectes danae Smith, 1869, Callinectes ornatus Ordway, 1863,
Callinectes sapidus Rathbun, 1896, Arenaeus cribrarius (Lamarck, 1818), Achelous
spinimanus (Latreille, 1819), Achelous spinicarpus Stimpson, 1871, and Achelous tumidulus
(Stimpson, 1871) were collected monthly from March 2007 to December 2010 in the
Bay/Estuary Complex of Santos - Sdo Vicente, Cananéia and Ubatuba by otter trawling for
approximately 20 minutes. Cronius ruber (Lamarck, 1818) and Charybdis hellerii (A. Milne-
Edwards, 1867) were hand-collected at low tide along the rocky shore of Itararé beach at Sdo
Vicente. Baited ring nets were used to sample Callinectes bocourti A. Milne-Edwards, 1879
and Callinectes exasperatus (Gerstaecker, 1856) in the estuary of Sdo Vicente and Bertioga,
respectively. Ovalipes trimaculatus (De Haan, 1833) was collected in Ubatuba by otter trawling
for approximately 20 minutes. All above localities are in S&o Paulo State, Brazil. Callinectes
larvatus Ordway, 1863 were hand-collected at a rocky shore of Meache Beach, Pontal, IIhéus,
Bahia State, Brazil, while Callinectes rathbunae Contreras, 1930 were obtained in Playa
Alvarado Vera Cruz state, Mexico. All collected animals were kept alive in labeled plastic
boxes with water from the collecting site until the dissection. Only mature adult animals were
used based on the macroscopic characterization of the reproductive system proposed for males
of C. danae and C. ornatus (Zara et al., 2012, Nascimento and Zara, 2013). At least three
animals of each species were used for spermatozoal ultrastructure except for the rare O.

trimaculatus (N=1).

Transmission Electron Microscopy
Fragments (1mm?3) of the anterior and posterior vas deferens were fixed in 2.5%
glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.4), with 5%

sucrose for 2-4 h (Ro et al., 1990). The samples of C. larvatus and C. rathbunae remained
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longer time than the other species in the fixative and inadequate temperature because they were
collected in other locations of sample processing (this can lead to some fixation problems and
inconstancies in the micrographs). The material was later rinsed twice with the same buffer,
and samples were post-fixed with 1% osmium tetroxide for 2 h and ‘en block’ stained overnight
with aqueous 1% uranyl acetate. Samples were dehydrated in an acetone series (70 to 100%)
and embedded in Epon-Araldite resin. Ultrathin sections (50-60nm) were contrasted with 2%
aqueous uranyl acetate (20 minutes) and 2% lead citrate in 0.1 N NaOH (7 minutes). The
material was photographed with a Jeol J1010 transmission electron microscope operating at 80

Kv electron beam.

Spermatophore and spermatozoal morphology and nomenclature

The spermatophores were classified in three types: A*(rounded format, usually with the
same size and showing thick and compact pellicle or spermatophore wall with a smooth external
surface); B* (elliptical format with different sizes and a feeble thin undulated wall); C* (mucous
spermatophores and lack a distinct spermatophore wall (highly irregular surface) (Table 1). The
established Portunidae spermatozoa characters follow the nomenclature proposed by Jamieson
(1994). In addition, we used 11 new characters (Figure 2): acrosome length/width, operculum,
accessory opercular ring, lateral subopercular zone, perforatorial chamber morphology,
perforatorial chamber apex, and base at the level of thickened ring, perforatorium after
thickened ring, acrosome ray zone (ARY), lamellar structure, chromatin (8 acrosomal and 1
nuclear) to differentiate closely related portunid species studied in the present work (Table 1).
These new characters were also identified in the electron micrographs of spermatozoa published
in Portunoidea studies: Portunus pelagicus (Linnaeus, 1758), Portunus trituberculatus (Miers,
1876), Podophtalmus vigil (Fabricius, 1798), Caphyra rotundifrons (A. Milne-Edwards, 1869),
Scylla serrata (Forskal, 1775), Chaceon fenneri (Manning & Holthuis, 1984), Ovalipes molleri
(Ward, 1933), Ovalipes ocellatus (Herbst, 1799) and Xaiva sp. and Carcinus maenas (Linnaeus,
1758) (Brown, 1966; Pearson and Walker, 1975; Reger, 1984; Hinsh, 1986; Hinsch, 1988;
Jamieson, 1989; Jamieson and Tudge, 1990, 2000; Li, 1995; Wang et al., 1997, Stewart, 2010).
To standardize nomenclature, two of these characters (perforatorial chamber apex and
perforatorial chamber morphology) were classified according to the plane shapes used in
gregarine species taxonomy (Clopton, 2004) with some adaptions, as in the species of Cronius
and Charybids that present the perforatorial chamber with morphologies of popular names
(spade and arrow shaped). In these cases, we classified the morphology of the perforatorial
chamber according to Clopton (2004) and included the popular names in parentheses. The
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acrosomal vesicle was classified in three regions: the anterior, media and posterior. The anterior
region is where the operculum and apex of the perforatorial chamber are located. The posterior
region is where the base of the perforatorial chamber and the thickened ring are located.
Between the anterior and posterior region is the middle region with most of the perforatorial

chamber and the acrosomal ray zone (ARY) (Figure 2).

Phylogenetic analysis

To obtain the phylogenetic trees, we use the sequence of the 16S genes rDNA and COI
mtDNA through the GenBank platform (Supplementary material). The alignment of the
concatenated sequences were obtained using the ClustalwW software (Thompson el al., 1994)
via Bioedit v. 7.0.5.3 (Hall, 1999). For the analysis of the best model of nucleotide substitution
followed the AIC criterion in jModelTest 2 software (Guindon and Gascuel, 2003), the model
being GTR+G. The phylogenetic hypothesis was obtained with the Maximum Likelihood (ML)
method using the software RAXML — HPC2 on XSEDE v. 8.2.12 (Stamatakis, 2014) via the
CIPRES platform (Miller et al., 2010) with 1000's bootstraps. The choice of the outgroup
Sylviocarcinus pictus (Milne-Edwards, 1853) and Valdivia serrata White, 1847 was based on
several previous attempts and phylogenies of Portunoidea (Mantelatto et al., 2007, 2009; Robles
et al., 2007; Schubart et al., 2009; Tsang et al., 2014; Spiridonov et al., 2014). The edition of
cladograms and rooting were performed using the FigTree 1.3.1 software (Rambaut, 2009).
Subsequently, a matrix was constructed containing the data of the ultrastructure of the
spermatozoa of Portunoidea (assigned above) from the present study and from the available
scientific literature (Table 1). In this matrix, the characters selected through the ultrastructure
of the spermatozoa, for the purpose of indicating sign characters for separating closely related
groups. To designate the state of the character, numbers were assigned, as follows: Character
“Spermatophore”: A*(rounded format, usually with the same size and shows thick and compact
pellicle or spermatophore wall with a smooth external surface); B* (elliptical format with
different sizes and a feeble thin undulated wall); C* (mucous spermatophores and lack a distinct
spermatophore wall (highly irregular surface). Character “shape of perforatorial chamber”:
rounded ellipsoid (0); (1) angled ellipsoid, (2) ellipsoid; (3) pyriform; (4) narrowly ellipsoid,;
(5) fusiform (spades-shaped); (6) narrowly fusiform (arrow-shaped); (7) narrowly fusiform; (8)
fusiform. Character “ARY morphology”: (0) Thick, rounded and medially enlarged; (1) narrow
and enlarged anteriorly; (2) narrow and slightly enlarged medially; in the species with

insufficient data, the status assigned was the symbol “?” (Table 1). The matrix and the
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phylogeny provided by ML was loaded into Mesquite v.3.04 (Maddison and Maddison, 2015)
for character history reconstruction by parsimony criterion.

Results

Spermatophores

In all fourteen species of Portunoidea that were studied in this analysis, the spermatozoa
are stored in distal portion of the anterior or in the median vas deferens. The spermatophores
vary from spherical to elongate-elliptical and are immersed in secretion with an appearance
ranging from granular to fibrous and homogeneous electron-density. The spermatophores
exhibit variable size and number of enclosed spermatozoa (Figs. 1A-1), and only in Ch. helleri
showed some cleistospermic spermatophores. In the genera Callinectes and Arenaeus, the
spermatophores are round, usually with the same size and shows thick and compact pellicle or
spermatophore wall with a smooth external surface (Fig. 1A-C). The spermatozoa of both
genera are found immersed slightly fibrous matrix with many granules (Figs. 1A, B, D). In
Achelous, the spermatophore is elliptical with different sizes and a feeble thin ondulated wall
shows homogeneous electron-density (Fig. 1F-G) and the spermatozoa within are immersed in
a granular matrix (Fig. 1F). The spermatophores of Cr. ruber are very irregular in terms of their
shape and number of contained spermatozoa; the wall is also undulated with a very thin
irregular feeble pellicle or wall similar to Achelous (Fig. 1G). The spermatozoa are immersed
in a granular matrix that is more electron-dense than the wall (Fig. 1H). The species Ch. hellerii
displays the most distinct spermatophores of the analyzed Portunidae. The mucous
spermatophores are formed by a mass of homogeneous secretions of intermediate electron
density and lack a distinct spermatophore wall; the spermatophores have a highly irregular

surface and vary in size, shape, and number of spermatozoa (Fig. 11).

General Morphology of the Spermatozoa in Portunidae

The spermatozoa possess the ultrastructural morphology typical of Brachyura. All
analyzed species have a complex acrosome vesicle that is approximately spherical with
concentric zonation, including the distinctive acrosome ray zone (ARY) or acrosomal rays. The
acrosome vesicle is almost completely surrounded by the nucleus, which is in the shape of a
cup with filiform lateral expansions or arms. Only the electron-dense operculum forms the free
apical portion, which is not enveloped by the nucleus. We consider the operculum as the
anterior region of the acrosomal vesicle. The operculum is discontinuous with the capsule of

the acrosome vesicle without a fold or a periopercular “rim”. Between the nucleus and the
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acrosome vesicle, there is a thin layer of cytoplasm, where the remains of such cellular
organelles as mitochondria, lamellar structures, and centrioles are found. The periacrosomal
cytoplasm at the base of the acrosome vesicle is continuous with and transforms into, a
cylindrical perforatorial chamber that extends through the central axis of the acrosome vesicle,
terminating below, and within, the operculum. At the base of perforatorial chamber is noticed
the thickened ring and we consider as a posterior region of the acrosomal vesicle. The
spermatozoa of Portunoidea do not exhibit undulations in the perforatorial chamber wall, a
xanthid ring, subopercular projections, capsular projections, concentric lamellae in the
acrosome, or a capsular layer, which are characters traditionally used for the spermatic
differentiation of the large groups of Brachyura. The usual portunid spermatozoal characters
are summarized in the diagrammatic spermatozoon (Fig. 2) modified from Jamieson and Tudge
(1990). In blue are highlighted the specific traits optimized in the phylogenetic trees and used

in the following spermatozoal descriptions (also summarized in the table 1).

Spermatozoa of Callinectes danae (Figure 3, Table 1)

The acrosome vesicle displays on its apical surface, not encircled by the nuclear cup,
the operculum, which is clearly protruding and pointed, forming a dome with a triangular
morphology and a wide base (Figs. 3A-B). Below the operculum, which is discontinuous with
the capsule, a reduced inner subopercular ring can be observed (Figs. 3A-B). The subopercular
zone reaches the 1/3 (apical/anterior pole) of the perforatorial chamber (Fig. 3B). The
perforatorial chamber is rounded-ellipsoid with a deeply deltoid apex inside the subopercular
zone (Figs. 3A-C). The base of the perforatorial chamber, at the level of the thickened ring, is
narrower relative to the rest of the structure. Immediately anterior to the thickened ring, the
perforatorial chamber increases in width at a curved or rounded boundary (Fig. 3C). The ARY
is thick, rounded, and enlarged medially (Figs. 3A-C). In the cytoplasm, the lamellar structure
is reduced and when present, is found next to the basal pole of the acrosomal vesicle (Figs. 3C
and D). In cross section, four concentric layers can be seen, including the ARY as second (Fig.
3D). The perforatorial chamber displays perforatorial tubules (Fig. 3D). The subopercular zone
is of medium electron-density, and in longitudinal section, the perforatorial chamber practically
divides it into two peripheral lateral subzones that are slightly triangular and linked by a thin
layer at the apex of the perforatorial chamber (Figs. 3A-D).
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Spermatozoa of Callinectes ornatus (Figure 4, Table 1)

Ultrastructurally, the spermatozoa of C. ornatus are very similar to those of C. danae.
(Figs. 4A-B and D). The ARY are also enlarged medially. The nucleus has granular chromatin
and lateral arms (Fig. 4A). Below the protruding triangular operculum, a reduced accessory
opercular ring can be observed, and after this a less and small electron-dense subopercular zone
was observed (Fig. 4B). The base of the perforatorial chamber at the thickened ring is narrow,
and anterior to this, the perforatorial chamber wall curves to a greater diameter (Fig. 4C). In

cross section, the spermatozoa display four concentric acrosomal zones (Fig. 4D).

Spermatozoa of Callinectes exasperatus (Figure 5, Table 1)

The spermatozoa of C. exasperatus display a protruding operculum forming a rounded
dome. The perforatorial chamber is rounded-ellipsoid with wide and rounded (shallowly
deltoid) apex, and each side of the subopercular zone has the shape of an arch, over the apex of
the perforatorial chamber (Figs. 5A-B). In the subopercular zone, the presence of a well-
developed accessory opercular ring can be noted (Fig. 5B). The ARY is thick and enlarged
centrally (Fig. 5A). The base of the perforatorial chamber is wide and anterior to the thickened
ring, it becomes wider and curved (Fig. 5C). Despite the slight narrowing from this basal region
to the apex, C. exasperatus exhibits the greater width perforatorial chamber among the
Callinectes studied here (Figs. 5C). The perforatorial tubules of the perforatorial chamber are
sparse, more easily observed next to the apex (Fig. 5B), and difficult to identify in cross section
(Fig. 5D). The acrosome displays four concentric layers, and the most external is moderately
electron-dense (Figs. 5A and E).

Spermatozoa of Callinectes larvatus (Figure 6, table 1)

In C. larvatus the spermatozoa showed an acrosome vesicle with a thick ARY medially
enlarged (Figs. 6A-D). The operculum is discreetly triangular pointed and the subopercular
zone is triangular in shape with evidence of an accessory opercular ring (Figs. 6A-B). The
perforatorial chamber is a rounded ellipsoid with a shallowly deltoid apex (Figs. 6A-B). The
base of the perforatorial chamber at the thickened ring is wide and anterior to this ring, the
perforatorial chamber is curved (Fig. 6A and C). The nucleus is filled with granular chromatin
surrounded by a discontinuous nuclear envelope. The acrosome shows four concentric zones
(Fig. 6D).
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Spermatozoa of Callinectes sapidus (Figure 7, Table 1)

A longitudinal section of the spermatozoa shows the operculum forming a slightly
protruding and rounded dome. The ARY is narrow and slightly enlarged medially. The thin
nucleus displays chromatin with a fibrous appearance, which is different from the other
Callinectes observed to date (Fig. 7A). A longitudinal section of the acrosome vesicle shows
an angled ellipsoid perforatorial chamber with two angled points, one of these next to the finely
trullate apex (Figs. 7A-C) and the other at the thickened ring, where an increase occurs in the
width of this structure (Fig. 7C). Below the rounded operculum, the subopercular zone has the
shape of an arch (similar a button) and an accessory opercular ring can be observed (Fig. 7B).
In cross section, the most external layer of the acrosome is markedly more electron-dense (Fig.
D).

Spermatozoa of Callinectes bocourti (Figure 8, Table 1)

The nucleus of the spermatozoa is thin with clearly marked fibrous chromatin (Fig. 8A).
The acrosome has a protruding triangular operculum with a conical morphology and a wide
base (Figs. 8A-B). The perforatorial chamber is angled ellipsoid and has an angled point next
to the subopercular zone and another basal point at the level of the thickened ring (Figs. 8A-C).
The ARY is thick and markedly rounded in the central region (Figs. 8A-C). The pointed
operculum has an arched subopercular zone and an accessory opercular ring can be observed
lateral to both sides of the opercular subzone (Fig. 8B). The apex of the narrow perforatorial
chamber becomes more angled (finely trullate) at the point of contact with the subopercular
zone (Fig. 8B). In contrast to what is observed in other taxa, the fourth and most external layer
of the acrosome vesicle has lower electron density as well as the the perforatorial tubules that

were clearly observed (Fig. 8D).

Spermatozoa of Callinectes rathbunae (Figure 9, Table 1)

The perforatorial chamber is angled ellipsoid and has perforatorial tubules, narrowing
at the subopercular zone forming a more angled (finely trullate) apex (Figs. 9A-C). The
acrosome vesicle shows a protruding and pointed, triangular operculum while the subopercular
zone is arched showing distinct accessory opercular rings (Figs. 9A and B). The ARY is narrow
and slightly enlarged medially and in transverse section of the acrosome vesicle shows four

concentric zones and the perforatorial tubules (Fig. 9D).
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Spermatozoa of Arenaeus cribrarius (Figure 10, Table 1)

In Ar. cribrarius, the spermatozoa have a flat and slightly less-rounded opercular region
(Fig. 10A). The perforatorial chamber is ellipsoid with a rounded and wide apex (shallowly
deltoid) (Fig. 10B). At the thickened ring, the perforatorial chamber wall is not angled but is
slightly curved (Fig. 10C). The nucleus has fibrous chromatin (Fig. 10A). The ARY is rounded
and enlarged from the central to the posterior region of the acrosomal vesicle (Figs. 10A-C).
The subopercular zone is thin with a flat triangular morphology; and laterally, there is a well-
developed accessory opercular ring (Fig. 10B). The perforatorial tubules display different
diameters in cross section (Fig. 10D) and Ar. cribrarius exhibits four concentric layers in the
acrosome vesicle (Fig. 10D).

Spermatozoa of Achelous spinimanus (Figure 11, Table 1)

In Achelous, the spermatozoon is a large cell (Fig. 11A). The acrosome vesicle is wider
than long. The nucleus is so much voluminous and filled with granular chromatin. In the
acrosome vesicle, the operculum is protruding round and with an irregular surface, with a
slightly round protruding central portion (Fig. 11A-B). At the end of the operculum, this
structure has an upward prominence at both ends (Fig. 11B). Below this, the subopercular zone
is flat and has an accessory opercular ring (Figs. 11A-B) and appears continuous with a rounded
ARY (Figs. 11B-E). The ARY is enlarged anteriorly and slender posteriorly, however, the ARY
is thicker than observed in the other Achelous. The perforatorial chamber is large, and swollen,
with pyriform format (Figs. 11A-B). The apex of the perforatorial chamber is gently rounded
and wide with no narrowing (Figs. 11B) In addition, it is possible to observe discrete
perforatorial tubules (Figs. 11A-D). Posterior to the thickened ring, the perforatorial chamber
becomes wider with rather accentuated curvature (Fig. 11C). In cross section, a wide
perforatorial chamber and four concentric layers can be observed (Fig. 11D).

Spermatozoa of Achelous spinicarpus (Figure 12, Table 1)

Ultrastructurally, the spermatozoa of A. spinicarpus are very similar to those of A.
spinimanus (Figs. 12A-D). The primary difference occurs in the operculum, which does not
have the same upward protuberance (flat round) and has irregular surface aspect (Figs. 12A-B).
The second difference is in the ARY, which is narrower in A. spinicarpus (Figs. 12A-C). The
nucleus has granular chromatin (Figs. 12A-D). The subopercular zone is continuous to ARY
but slightly less electron-dense and flat, showing the discrete subopercular ring at both margins

(Fig. 12B). The ARY is enlarged anteriorly and slender posteriorly, being thinner than observed
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in A. spinimanus. The perforatorial chamber is large, swollen apically, and therefore resembles
a rounded head (capitate), with a very broadly pyriform format. The apex of the perforatorial
chamber is flat rounded with a finely ovoid format. The base of the perforatorial chamber at the
thickened ring is thick, and anterior to this, the perforatorial chamber wall curves to a greater
diameter. The thickened ring is so marked (Fig. 12C). In cross section, the spermatozoa display
four concentric acrosomal zones (Fig. 12D).

Spermatozoa of Achelous tumidulus (Figure 13, Table 1)

The spermatozoa of A. tumidulus has the acrosome vesicle are very similar to the other
Achelous. The nucleus is also voluminous and filled with granular chromatin. In the acrosome
vesicle, the operculum is flat, with a rounded protruding central portion and irregular surface
(Figs. 13A-B). At the end of the operculum, this structure has a slightly upward prominence at
both ends with a presence of a discrete subopercular ring. (Fig. 13B). Below this, the
subopercular zone is also flat, lacks any accessory opercular ring (Figs. 13A-B), and appears
continuous with a rounded ARY (Figs. 13B and E). The ARY is enlarged anteriorly and slender
posteriorly, being thinner as observed in A. spinicarpus. The perforatorial chamber is large,
narrow apically, with a broadly pyriform format (Figs. 13A-B). The apex of the perforatorial
chamber is slightly rounded (Fig. 13B), in addition, it is possible to observe numerous
perforatorial tubules (Figs. 13A-D). Posterior to the thickened ring, the perforatorial chamber
becomes marked rounded (Fig. 13C). In cross section, a wide perforatorial chamber (with
perforatorial tubules) and four concentric layers can be observed (Fig. 13D).

Spermatozoa of Cronius ruber (Figure 14, Table 1)

The acrosome vesicle of Cr. ruber is wider than long, as well as in Achelous. The
nucleus is thin with granular chromatin and long lateral arms (Fig. 14A). The operculum is
protruding, and the central portion is a rounded dome (Figs. 14A-B). Immediately below the
operculum, the subopercular zone is divided into two subzones in the shape of an arch due to
the broad and pointed apex of the perforatorial chamber. An accessory opercular ring is
observed (Fig. 14B). The ARY is thin and enlarged anteriorly (Fig. 14A-B). The perforatorial
chamber is large and has a fusiform format (spades-shaped) with a shallowly deltoid apex (Figs.
14 A-C). The perforatorial chamber again widens immediately anterior to the thickened ring,
with accentuated curvature before the beginning of the ARY (Figs. 14A-C). In cross section, it
is noted that the ARY is rather thin and the usual pattern of four concentric layers occurs in this
species (Fig. 14D).
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Spermatozoa of Charybdis hellerii (Figure 15, Table 1)

The spermatozoa of Ch. hellerii have the same acrosome length/width ratio as that found
in the genus Callinectes (Fig. 15A). The operculum is protruding triangular and somewhat
pointed, reminiscent of the geometric shape of a cone (Figs. 15A-B). The perforatorial chamber
displays a totally different morphology than the other Portunidae described in this report, with
a distinct arrow-shape classified as narrowly fusiform and covered by a thin ARY showing a
slightly enlarged medially (Figs. 15A-B). The nucleus is thin and filled with granular chromatin
(Figs. 15A-D). The perinuclear cytoplasm remains mostly restricted to the basal pole of the
acrosome vesicle, and only a very narrow strip of cytoplasm reaches anteriorly to the edge of
the operculum (Figs. 15A-D). The apex of the perforatorial chamber is rather narrow and
pointed (finely trullate), separating the subopercular zone into two triangular subzones and
displays an accessory opercular ring (Fig. 15B). Immediately anterior to the thickened ring, the
perforatorial chamber widens at a markedly angled region (Figs. 15A and C). As observed in
the other genera, the acrosome displays four concentric zones (Fig. 15D).

Spermatozoa of Ovalipes trimaculatus (Figure 16, Table 1)

The spermatozoa of O. trimaculatus have the same acrosome length/width ratio as that
found for the genus Callinectes (Fig. 16A) and display a protruding operculum, which is clearly
protruding and pointed, forming a dome with a triangular morphology and a wide base (Figs.
16A and B). The acrosome vesicle has five acrosomal layers; the innermost is more electron-
dense than the others, which decreases in electron-density to the outermost layer (Fig. 16A-B).
The ARY is thin and slightly enlarged medially similar to that found in Charybdis (Fig. 16A-
B). The perforatorial chamber has a narrowly ellipsoid format with a wide and rounded apex
(very shallowly ovoid), and each side of the subopercular zone is rounded and short, over the
apex of the perforatorial chamber (Figs. 16A-B). In the subopercular zone, the presence of a
well-developed accessory opercular ring can be noted (Fig. 16B). The base of the perforatorial
chamber is wide, and anterior to the thickened ring, it becomes wider and slightly angled (Fig.
16C). The perforatorial tubules of the perforatorial chamber are sparse (Fig. 16D). The
acrosome displays five concentric layers, and the most internal is more electron-dense (Figs.
16A-E).

Phylogenetic analyses
Phylogenetic analyzes of two molecular markers (16S and CO1) were carried out on 50

portunoid based on sequences of the GenBank. The results were summarized and
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support/bootrasps values (bs) are summarized in Figures 17 to 20 and discussed with the
ultrastructure of the portunoid spermatozoa. With few exceptions, phylogenetic analyses of the
two concatenated data sets recovered consistent topologies that displayed significant support
for most of the same clades and per reconstruction of the ancestral state of character. A total of
10 characters of spermatozoal morphology and the spermatophore ultrastructure were
optimized across our ML tree using ML-state reconstruction.

In the phylogenetic hypothesis proposed here, the Portunoidea superfamily is
monophyletic (bs: 100%), with the presence of three families: Portunidae (polyphyletic),
Carcinidae (monophyletic) and Geryonidae (polyphyletic). The Portunidae was comprised by
two well-defined evolutionary groups within Callinectes (bs 97%); one of them, called the
“danae” (bs: 85%) and the other called “bocourti” (bs 99%). The group of Callinectes forms a
sister group (bs 65%) with Arenaeus and Portunus. These two genera also formed a sister group
with each other (bs 44%). The second clade (bs 32%) were formed by Achelous and Portunus
(Achelous), while the Achelous clade used in the ultrastructure of this work has high support
(bs 99%). The Achelous and Achelous (Portunus) is a sister group of Caphyra, Podophtalmus,
Scylla and Charybdis. The fourth (bs 47%) and fifth clade (bs: 100%) were formed by the
Thalamitinae genera Cronius and Thalamita (Fig. 17). The monophyletic Carcinidae (bs 98%)
are composed by Sirpus, Portumnus, Carcinus, Liocarcinus and Thia genera within five
subfamilies (Fig. 17). The family Geryonidae was represented by Ovalipes that is polyphyletic
(bs: 72%) and forms a sister group with Geryon and Chaceon clades (bs 96%) (Fig. 17).

In this way, by mapping the characters the ancestral spermatophore type was the
rounded format and the thick and compact wall that occurs in Callinectes, Portunus, Arenaeus,
Scylla, Ovalipes, Carcinus, Chaceon and Geryon (Fig. 18). In the case of the morphology of
the perforatorial chamber (Fig. 19), the ancestral character was recovered, and the most
primitive morphology is related to the ellipsoid type that occur in the Callinectes, Arenaeus and
Portunus genera. The third ancestral character recovered was the ARY morphology (Fig. 20),
that is thick, rounded and medially enlarged and occour in the same species that has an ancestral

spermatophore and perforatorial chamber morphology.
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Figure 1. General appearance of spermatophores in Portunidae. A.) Spermatophore of Callinectes
ornatus from the middle region of the vas deferens covered by a granular secretion. B.) Details of the
spermatophores of Callinectes danae showing the thick wall and the spermatozoa inside covered by a
finely fibrous matrix (white arrow). C and D.) General view of the spermatophores of Arenaeus
cribrarius covered by a granular-fibrous secretion, showing the thick and smooth wall. In D, the
homogeneous wall and the fibrous matrix between the spermatozoa can be clearly seen (arrow). E and
F.) Spermatophore of Achelous spinimanus with small undulations (white arrows). The spermatozoa are
immersed in a granular matrix, and the electron density of the wall is homogeneous. G and H.) General
view of spermatophores of Cronius ruber with varied sizes and shapes. It can be noted that the wall of
the spermatophores undulates (arrow), and in H, the moderately electron-dense and homogeneous
matrix between the spermatozoa can be observed. I.) General spermatophore view of Charybdis helleri
showing irregular surface (black arrow). MT= matrix; S = secretion; SF = spermatophore; SP =
spermatozoa; SW = spermatophore wall.
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Figure 2. General spermatozoa diagram of Portunoidea. The spermatozoon of Portunus pelagicus.
Figure modified from Jamieson and Tudge (1990) showing the main characteristics of Eubrachyura
(green) and the characters of the Portunoidea superfamily (blue) of spermatozoa ultrastructure. The keys
are envisioning the regions of the acrosomal vesicle. Pink: anterior region; yellow: middle region;

orange: posterior region.
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Figure 3. Spermatozoa of Callinectes danae. A.) General appearance of the spermatozoa in
longitudinal section, showing the acrosome vesicle almost completely covered by the nucleus in the
shape of a bowl, with granular chromatin and lateral arms. B.) Details of the electron-dense operculum,
discontinuous with the capsule of the acrosome vesicle and the reduced accessory opercular ring. A
rounded ellipsoid perforatorial chamber with a narrow and rounded apex separating the subopercular
zone into two lateral triangular areas. Note in detail the reduced accessory opercular ring. C.) Detail of
the base of the perforatorial chamber morphology (black arrow) and the well-developed thickened ring.
D.) Spermatozoon in cross section, with four concentric layers (1, 2 (ARY), 3, 4) and a central
perforatorial chamber with tubules. AC= acrosome; Ar= radial arms; ARY= acrosome ray zone; LS=
lamellar structure; M= mitochondrion; MP= posterior median process; N = nucleus; O = operculum; P
= perforatorial chamber; Sz= subopercular zone; Tr = thickened ring.
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Figure 4. Spermatozoa of Callinectes ornatus. A.) Longitudinal section of the acrosome vesicle
showing the protruding and pointed operculum, and a narrow and rounded apical portion of the
perforatorial chamber that is rounded ellipsoid. The ARY is thin and continuous up to the subopercular
zone. The nucleus displays granular chromatin and includes expansions forming the lateral arms.
Anterior to the thickened ring, the perforatorial chamber forms a rounded expansion (black arrow). B.)
Detail of the operculum with the acessory opercular ring (*) next to the triangular subopercular zone.
C.) Detail of the thickened ring at the base of the perforatorial chamber. D.) Cross section of the
acrosome vesicle showing the four concentric layers (1, 2, 3, 4) and the perforatorial tubules. AC=
acrosome; Ar= radial arms; ARY= acrosome ray zone; LS= lamellar structure; M= mitochondrion; MP=
posterior median process; N = nucleus; O = operculum; P = perforatorial chamber; Sz= subopercular
zone; Tr = thickened ring.
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Figure 5. Spermatozoa of Callinectes larvatus. A.) Longitudinal section of the acrosome vesicle
showing the operculum, and a wide and rounded apical portion of the perforatorial chamber. The ARY
is thin and continuous up to the subopercular zone. The nucleus displays granular chromatin. Anterior
to the thickened ring, the perforatorial chamber is rounded ellipsoid and forms a rounded expansion
(white arrow). B.) Detail of the operculum with the short subopercular zone and a discrete acessory
opercular ring (*). C.) Detail of the base of the perforatorial chamber after the thickened ring that comes
marked rounded. D.) Cross section of the acrosome vesicle showing the four concentric layers (1, 2, 3,
4) and the perforatorial tubules. AC= acrosome; Ar= radial arms; ARY= acrosome ray zone; LS=
lamellar structure; N = nucleus; O = operculum; P = perforatorial chamber; Pt= perforatorial tubules;
Sz= subopercular zone; Tr = thickened ring.
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Figure 6. Spermatozoa of Callinectes exasperatus. A.) General appearance of the spermatozoa with a
protruding and rounded operculum. Note that the subopercular zone is in the shape of an arch and the
perforatorial chamber is angled ellipsoid and displays a rounded, wide apex. B.) Detail of the
subopercular zone showing the accessory opercular ring (*). C.) Note an increase in the wide base of
the perforatorial chamber at the thickened ring. Note that anterior to the narrowing at the level of the
thickened ring, the perforatorial chamber wall curves and becomes wider. D.) Cross section of a
spermatozoon showing the concentric layers (1, 2, 3, 4). Note that the perforatorial chamber does not
display any organized perforatorial tubules. AC= acrosome; ARY= acrosome ray zone; LS= lamellar
structure; N = nucleus; O = operculum; P = perforatorial chamber; Pt= perforatorial tubules; Sz=
subopercular zone; Tr = thickened ring.

43



Figure 7. Spermatozoa of Callinectes sapidus. A.) A longitudinal section of a spermatozoon showing
the thin nucleus and slightly fibrous chromatin. The rounded operculum is slightly protruding and in the
interior of the acrosome; the ARY is circular and centrally positioned. General view of the acrosome
vesicle showing the perforatorial chamber is rounded ellipsoid with two narrower regions: an apical
region next to the subopercular zone and another, more basal region at the thickened ring (arrows). B.)
Detail of the operculum showing the arched subopercular zone (arrow) and the narrowing of the apex
of the perforatorial chamber. Note the presence of the accessory opercular ring in the subopercular
region (arrow). C.) At the base of the acrosome note that the perforatorial chamber wall becomes wider
and angled after the thickened ring. D.) Cross section of the acrosome vesicle with concentric layers (1,
2, 3, 4), with the most external layer being the most electron-dense. AC= acrosome; Ar= radial arms;
ARY= acrosome ray zone; LS= lamellar structure; N = nucleus; O = operculum; P = perforatorial
chamber; Sz= subopercular zone; Tr = thickened ring.
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Figure 8. Spermatozoa of Callinectes bocourti. A.) Sagittal section of a spermatozoon with a
protruding, pointed and conical operculum. The thin nucleus has rather fibrous chromatin. Detail of the
acrosome vesicle with the angled ellipsoid perforatorial chamber. Note that the ARY is approximately
rounded and centrally positioned. B) Protruding and pointed operculum with the subopercular zone in
the shape of an arch. Further note the well-developed acessory opercular ring (*). The apex of the
perforatorial chamber is narrow, and the angled portion coincides with the entrance into the subopercular
zone. C.) Detail of the thickened ring and angled after this of the perforatorial chamber, D.) Cross section
of the acrosome vesicle showing the concentric layers (1, 2, 3, 4), with the most external layer being the
most electron-lucent and the perforatorial tubules. AC= acrosome; ARY= acrosome ray zone;
M=mitochondrion; N = nucleus; O = operculum; P = perforatorial chamber; Sz= subopercular zone; Tr
= thickened ring.




Figure 9. Spermatozoa of Callinectes rathbunae. A.) A longitudinal section of a spermatozoon
showing the thin nucleus and slightly fibrous chromatin. The rounded operculum is slightly protruding
and in the interior of the acrosome; the ARY is circular and centrally positioned. B.) Detail of the
operculum showing the arched subopercular zone (arrow) and the narrowing of the apex of the
perforatorial chamber that is angled ellipsoid. Note the presence of the well-developed accessory
opercular ring (*) C.) At the base of the acrosome note that the perforatorial chamber wall becomes
angled after the thickened ring. D.) Cross section of the acrosome vesicle with concentric layers (1, 2,
3, 4), with the most external layer being the most electron-lucent. AC= acrosome; Ar= radial arms;
ARY= acrosome ray zone; N=nucleus; O=operculum; P = perforatorial chamber; Sz= subopercular
zone; Tr = thickened ring.
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Figure 10. Spermatozoa of Arenaeus cribrarius. A.) Note the acrosome vesicle with a flat operculum
and the nucleus with fibrous chromatin. Ellipsoid shaped perforatorial chamber with a wide, rounded
apex and slightly, electron-dense and curved thickened ring. The subopercular zone is approximately
triangular (*) and possesses an accessory opercular ring. C.) Detail of the thickened ring and the
morphology of perforatorial chamber. D.) Transverse section of the spermatozoon showing the
acrosome vesicle is composed of four concentric layers (1, 2, 3, 4). In the perforatorial chamber, tubules
with unequal diameters can be seen. AC= acrosome; ARY= acrosome ray zone; N=nucleus;
O=operculum; P = perforatorial chamber; Sz= subopercular zone; Tr = thickened ring.
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Figure 11. Spermatozoa of Achelous spinimanus. A.) Sagittal section of a spermatozoon showing the
voluminous acrosome vesicle encircled by the wide nucleus B.) Detail of the large acrosome vesicle
with a flat operculum and a perforatorial chamber with a very broadly pyriform format with a rounded
apex. Detail of the operculum with a flat and almost imperceptible subopercular zone C.) At the
thickened ring, the perforatorial chamber becomes wide with rather accentuated curvature, both
anteriorly and posteriorly (arrow). Note the perforatorial tubules D.) Cross section of the acrosome
vesicle showing the wide perforatorial chamber and the wider ARY. The pattern of four concentric
layers is maintained (1, 2, 3, 4). AC= acrosome; ARY= acrosome ray zone; N=nucleus; O=operculum;
P = perforatorial chamber; Pt= Perforatorial tubules; Sz= subopercular zone; Tr = thickened ring.
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12. Spermatozoa of Achelous spinicarpus. A.) Sagittal section of a spermatozoon showing the
voluminous acrosome vesicle encircled by the wide nucleus with granular chromatin. B.) Detail of the
large acrosome vesicle with a flat operculum and a broadly pyriform perforatorial chamber with a
rounded apex. Detail of the operculum with a flat subopercular zone (arrow) C.) At the thickened ring,
the perforatorial chamber becomes wide with rather accentuated curvature, both anteriorly and
posteriorly (black arrow). Base of the perforatorial chamber at the level of the thickened ring, showing
the expansion of the perforatorial chamber wall (arrow). D.) Cross section of the acrosome vesicle
showing the wide perforatorial chamber and the narrow ARY. The pattern of four concentric layers is
maintained (1, 2, 3, 4). AC= acrosome; ARY= acrosome ray zone; N=nucleus; O=operculum; P =
perforatorial chamber; Sz= subopercular zone; Tr = thickened ring.
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Figure 13. Spermatozoa of Achelous tumidulus. A.) longitudinal section of a spermatozoon showing
the voluminous acrosome vesicle encircled by the wide nucleus with granular chromatin. B.) Detail of
the large acrosome vesicle with a flat operculum and a broadly pyriform perforatorial chamber with a
rounded apex. Detail of the operculum with a flat subopercular zone (*) C.) At the thickened ring region,
the perforatorial chamber becomes wide with rather accentuated curvature anteriorly (black arrow). D.)
Cross section of the acrosome vesicle showing the wide perforatorial chamber with perforatorial tubules
and the narrow ARY. The pattern of four concentric layers is maintained (1, 2, 3, 4). AC= acrosome;
ARY= acrosome ray zone; N=nucleus; O=operculum; P = perforatorial chamber; Sz= subopercular
zone; Tr = thickened ring.
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Figure 14. Spermatozoa of Cronius ruber. A.) General appearance of a spermatozoon with a thin
nucleus and marked lateral arms. The acrosome vesicle is wider than long. B.) Detail of the capitate
perforatorial chamber and a protruding, rounded operculum. Note that the arched subopercular zone that
extend anteriorly on the perforatorial chamber. C.) Anterior to the thickened ring, the perforatorial
chamber wall forms an accentuated curve, and can be observed that the tubules in the apex of the
perforatorial chamber are concentrated in the periphery. Detail of the accentuated curvature (arrow)
anterior to the thickened ring and the extended ARY. D.) Appearance of a spermatozoon in cross section,
with a thin ARY (zone 2) as part of the four concentric zones (1, 2, 3, 4). AC= acrosome; Ar= radial
arms; ARY= acrosome ray zone; N=nucleus; O=operculum; P = perforatorial chamber; Sz=
subopercular zone; Tr = thickened ring.
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Figure 15. Spermatozoa of Charybdis hellerii. A.) Longitudinal section of a spermatozoon showing
the protruding and markedly pointed operculum. The perforatorial chamber has the shape of an arrow,
with a rather angled region near the thickened ring (arrow). Note the thin ARY around the perforatorial
chamber. B.) Detail of the narrow and pointed operculum and perforatorial chamber. Note that the
subacrosomal structure forms two triangular subzones without an acessory opercular ring. C.) Large
increase in the diameter of the perforatorial chamber at the thickened ring showing the strongly angled
portion of the chamber (white arrow). D.) Concentric zones of the acrosome in cross section (1, 2, 3, 4).
AC= acrosome; Ar= radial arms; ARY= acrosome ray zone; Ls= lamellar structure; N=nucleus;
O=operculum; P = perforatorial chamber; Sz= subopercular zone; Tr = thickened ring.




Figure 16. Spermatozoa of Ovalipes trimaculatus. A.) Note the acrosome vesicle longer than wider
with a short operculum and the nucleus with fibrous chromatin. The narrowly oblong perforatorial
chamber with a wide, rounded apex and slightly, eletrondense and curved thickened ring. Apparently,
the acrosome vesicle presents five concentric layers, being the last one more eletrondense. B.) The
subopercular zone is flat and approximately rounded and possesses an acessory opercular ring in “letter
C” format (*). C.) Detail of the narrowly thickened ring (arrow) and the morphology of the perforatorial
chamber base. D.) Transverse section of the spermatozoon showing the acrosome vesicle is composed
of five concentric layers (1, 2, 3, 4, 5). In the perforatorial chamber, tubules with unequal diameters can
be seen. AC= acrosome; Ar= radial arms; ARY and 2= acrosome ray zone (*); Ls= lamellar structure;
M= Mitochondrion; N=nucleus; O=operculum; P= perforatorial chamber; Sz= subopercular zone; Tr =
thickened ring.
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Figure 17. Maximum likelihood (ML) phylograms of Portunoidea based on analyses of 50 species alignment of concatenated 16S rRNA and CO1. Support

values appear below relevant branches with ML bootstrap values >50% (based on 1000 replicates). Pink: Geryonidae family; Blue: Carcinidae family; Not
highlighted: Portunidae.
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Figure 18. Mapping of the morphological Character 1 (Spermatophore type) traced onto the topology obtained by ML analyses of the combined molecular data
(16S and COl). Character states: (0) thick and compact pellicle or spermatophore wall; (1) feeble thin undulated wall, (2) mucous spermatophores and lacks a
distinct spermatophore wall.
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Figure 19. Mapping of the morphological Character 2 (Perforatorial chamber morphology) traced onto the topology obtained by ML analyses of the combined
molecular data (16S and COIl). Character states: Ellipsoid (0); Pyriform (1) fusiform (2).
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Figure 20. Mapping of the morphological Character 3 “(ARY morphology)” traced onto the topology obtained by ML analyses of the combined molecular data
(16S and COI). Character states: thick, rounded and medially enlarged (0); narrow and enlarged anteriorly (1); narrow and slightly enlarged medially (2).
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Table 1 — Specific ultrastructural traits used for the species of Portunidae in the present study.

- - Callinectes - Callinectes - Callinectes  Arenaeus Achelous Achelous  Porfunus Povtunus
Callinectes Callinectes Callinectes . Callinectes L . g - ; ;
Characters dange™  ornafustl m’ax;::ielrmus larvatus ™ Sﬂfﬂm ——" mﬁlﬂmag cnb.i::rrm .spmiﬂ;a.rms .spmiitlupm !Imuguius pehgjwus mtube?j'ulm
Spermatophore A* A* A* A* A® A* A* A* B* A* A%
ﬁ;ﬁ%‘ih 1.0 12 12 1.0 12 12 1.0 10 0.8 7 1.0 1.0
protruding  protruding  protruding profruding  protruding  protruding protruding
Operculum triangular  triangular round flat round round triangular  triangular flat round flat round triangular flat round
Acessory apparently a
opercular ring present present present present present present present present present Present® ]
Lateral
subopercular  triangular  triangular arched triangular arched arched arched triangular flat triangular ?
zone
Perforatorinm rounded rounded rounded roundad angled angled angled cllipsaid VLY broadly narrowly narrowly
ellipsoid ellipsoid ellipsoid ellipsoid ellipzoid ellipsoid  ellipzoid P pyriform ellipzoid ellipsoid
Perforatorium  desply desply  shallowly  shallowly finely finely finely  shallowly  depressed sh‘;lﬂl;fl _ “"’“1;_1 _
Apex deltoid  deltoid  deltoid  deltoid trullate trullate  trullaste  deltoid ovoid eltord shﬂlﬂdeh o
Perfnl::':::num NAITOW NATOW wide wide NAITOW NATOW NAITOW NAITOW wide NAIToW NATOW
Perforatorium
after thickened curved curved curved curved angled angled angled curved curved curved curved
ring
Acrosomeray 4 A A A A A A A A A A
zone
Chromatin granular granular granular gramular fibrous fibrous gramular fibrous granular fibrous fibrous
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Ovalipes

Cromius  Charybdis  Podophtalmus Caphyra Seylla - Ovalipes Ohvalipes Chaceon Carcinus - - -
Characters ruber ™ helleyi™ vigil ¥ rotundifrons ¥ serrata™ &m‘lﬁm molleri™  ocellatus fenner™ maenas”’ Xaiva sp
Spermatophore B* C* ? ? A% AF AF AF A% AF ?
]i;rﬂ‘f;:;ih 0.9 1.0 0.9 1.0 12 1.0 10 10 1.0 0.5 0.9
. . . . . . . : . flat
protruding  protruding protruding protruding protroding protruding pretreding . protmding . protruding :
Operculum round triangular round triangular triangular triangular triangular triangular protruding round round round pErforaled
Acessory arenthy Apparenthy a
opercular Tine present present ? ? a;fesmﬁ‘} present present present present Eﬁsem*- ]
Lateral
subopercular arched triangular arched triangular triangular arched triangular triangular arched trizngular arched
zone
fsiform narrowly narrowly
. fusiform fuziform P : a narrowly narrowly namowly - Narrowty _
Perforatorinm I;:I:Ead;dsj (arrow- (spades- narrowly fusiform  fusiform? ellipsoid ellipsoid ellipsoid prriform fusiform ellipsoid
P shaped) shaped)
Perforatorium - nanowly  very fmely e AL hallowlydeltoid  deltoid?  shallowly  shallowly  challowly  depressedovoid  shallowly ¥ SPalowly
Apex ale o ciom ovold owvold ovold ovold ove
Perfn;:::rlum wide BAITOW wide wide DATTOW DATTOW DATTOW DATTOW wide wide wide
Perforatorinm
after thickened curved angled curved curved curved curved curved curved curved curved curved
ring
"‘;z‘;i““‘: pind c B c B c c c c ? c c
Chromatin gramular granular granular granular fibrous fibrous gramular fibrous granular granular granular

*1Present work; *2Jameison & Tudge (2000); **Hinsch (1986); ** Li (1995); *> Jamieson (1989), Jamieson & Tudge (1990), Stewart et al (2010); *Wang et. al. (1997);

*7 Pearson and Walker (1975), Reger et al (1984); *®Brown (1966); *9 Hinsh (1988). ! not used in the molecular reconstruction. ? not described, neither seen or clearly

seen in the micrograph. In the species, that we put that the characters is "apparently" absent or present it is due to the difficult of clarity for observation in the

micrographs (literature), even though the author did not mention it. Spermatophores: A*(rounded format, usually with the same size and shows thick and compact

pellicle or spermatophore wall with a smooth external surface); B* (elliptical format with different sizes and a feeble thin ondulated wall); C* (mucous spermatophores
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and lack a distinct spermatophore wall (highly irregular surface). ARY: A (Thick, rounded and medially enlarged); B (narrow and enlarged anteriorly); C (narrow

and slightly enlarged medially).
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Discussion

In the present study, we are trying to trace the evolution of spermatozoa characters in
Portunoidea. We are assuming that the underlying phylogeny in which we map the
spermatozoal morphological characters, obtained in previous steps, has already been tested
(although incompletely or not described). Furthermore, we are limited to using only a few
portunoids species because the morphological characters of the spermatozoa have only been
described for a few representatives. In fact, we are presenting new data on the morphology of
the spermatozoa for 14 out of the 24 species included in the morphological, and 50 in
phylogenetic analysis. However, the analysis of ancestral states is central to solving questions
on the evolution of spermatozoa of portunoids as apomorphies or convergent evolution. Finding
the ancestral state of a character will in time help us to explain how a character evolved in
response to some evolutionary pressure. Although many of the 10 spermatozoa and
spermatophore characters analyzed show a morphology that can be associated to a specific
genus, character state reconstruction for most characters showed a clear pattern of evolution.
Of these 10 characters analyzed, three of them provided support for relationships in
Portunoidea: spermatophore ultrastructure, acrosome ray zone (ARY) and perforatorial
chamber morphology.

Nevertheless, some topological incongruence was recovered between Maximum-
likelihood (ML) analyses of this concatenated data set. This conflict was associated with deeper
nodes in Portunoidea and involved the relative placement of a well-supported “Cronius” sensu
lato clade. This conflict may be an artifact of the low taxon sampling available in this phylogeny
of Thalamitinae representatives. In this work, Portunoidea superfamily was a monophyletic
group, and the same results are point in Mantelatto et al. (2009), Spiridonov et al. (2014) and
Evans (2018). In the phylogeny proposed here, Portunidae appears as polyphyletic, probably
due to the same inconsistency mentioned above for Portunoidea, similar to the one proposed by
Evans (2018), which indicates that subfamilies may not represent reciprocally monophyletic
clades. Despite being a single marker ML analyses, the generally recovered were resolved
topologies and displayed significant well supported in majority clades. Ancestral character
reconstruction was performed to explore evolutionary changes across representatives of thirteen
genera of Portunoidea in an attempt to identify spermatozoal synapomorphies that might be
defining some of the clades. Special effort was made to identify characters separating the

Carcinidae, Geryonidae and Portunidae families’ sensu Evans (2018), beyond mainly
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Callinectes from Arenaeus, Portunus from Achelous, and two internal clades previously
observed in Callinectes, moreover other portunids genera.

In general, all species analysed share some distinct characteristics in the spermatophore
morphology, that was useful to group species providing adequate support for taxonomic or
relationship analyses, similar to that occurs in different groups of Brachyura, as Majoidea
(Tudge et al., 2014; Assugeni et al., 2017). The morphology of the Portunoidea spermatophores
demonstrated to be a phylogenetic signal capable of grouping the genera into more closely
related clades. In this way, it was possible to relate the morphology of the spermatophores with
their reproductive sperm transfer strategy. In all sperm plug formers, Portunoidea species of the
genera Callinectes, Arenaeus, Portunus, Scylla, Ovalipes, Chaceon, and Carcinus (Ryan, 1967;
Pearson & Walker, 1975; Hinsch, 1986; 1988; Li, 1995; Zara et al., 2012; Nascimento & Zara
et al., 2014; Watanabe et al., 2020) the spermatophores are rounded, generally of similar sizes,
with a thick and compact spermatophore wall or pellicle. Thus, we propose that the
spermatophore morphology of these species is linked to the type of spermatophore dehiscence
since this process occurs more slowly. This is in accordance to the fact of the presence of
spermatophores intact (with a wall) in the sperm plugged seminal receptacle of females, and
the dehiscence is synchronous with the dissolution of the sperm plug during the ovarian
development (Zara et al., 2014; Assugeni et al., 2021). Furthermore, this idea can be extended
to the Platyxanthidae Homalaspis plana (H. Milne Edwards, 1834) also a Heterotremata related
to the Portunoidea (Karasawa & Schweitzer, 2008), which also form a sperm plug and presents
the same morphology of spermatophore with a rigid wall (Pardo et al., 2019).

In contrast, when the spermatophores of Achelous and Cronius was observed, we noted
that they have an elliptical shape, with an undulated, thin and delicate spermatophore wall.
Thus, the difference in the ultrastructure of the spermatophores of Achelous and Portunus
confirms, once again, the phylogenetic separation of these two genera, since they were once
considered to belong to the same genus. In Achelous and Cronius, the occurrence of sperm plug
has not been demonstrated so far, therefore, the spermatophores are related to the absence or
presence of sperm plug. When we analyzed the phylogeny proposed in this work and the most
recent for Portunoidea (Evans, 2018), a clade containing Achelous species can be noticed. In
this way, this type of spermatophore seems to be an Achelous synapomorphy while a homoplasy
to other Portunidae as Cronius. Even more, the elliptical spermatophores, with an undulated,

thin and delicate wall has been observed only in members of Portunidae.
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The species of Charybdis (Thalamitinae) has a more diverse spermatophore
morphology among the Portunoidea, which are mucous, formed by a mass of secretions, and
absence of a distinct spermatophore wall or pellicle. Moreover, these coenospermic
spermatophores have a highly irregular surface, varying in size, shape, and number of
spermatozoa even with some cleistospermic spermatophores found in the vas deferens
(Watanabe et al., 2022). These last authors proposed that Charybdis is not sperm plug formers
according to the very low gonadosomatic index, male reproductive system morfopholgy and
ultrastructure and spermatophore dehiscence process. The absence of a typical wall in the
spermatophore may be an evidence of sperm plug absence that needs to be checked in future
works when describing Portunoidea male reproductive system. In general, the difference
between the spermatophore of Ch. helleri, Cronius and the Portuninae of the genus Achelous is
merely the absence of a thin and feeble wall, generally more electron-dense, not compact, which
is very different from the spermatophores of the sperm plug forming species. Thus, the
similarity of Achelous and Cronius spermatophores may be a homoplasy in Portunidae, based
on the species studied here. Furthermore, these spermatophores morphology (Cronius and
Achelous) required to be studied from the point of view of its formation in the male reproductive
system, considering the aspects of dehiscence and presence or absence of sperm plug, as is
already evidenced in both Portunidae and Inachoididae (Zara et al., 2012; Nascimento & Zara
etal., 2014; Zara et al., 2014; Watanabe et al., 2020; Antunes et al., 2018). So, once the absence
of sperm plug formation in Achelous, Cronius and Charybdis within Portunoidea is confirmed,
the type of spermatophore can be considered an indicative trait related to the sperm plug
production, which is essential for understanding the absence of sperm competition in
Portunoidea (Zara et al., 2012; Nascimento & Zara, 2013; Zara et al., 2014; Watanabe et al.,
2020, 2022; Assugeni et al., 2021).

The ultrastructure of spermatozoa of Portunoidea has a typical morphology of
Eubrachyura crabs, as the presence of radial arms, typical Heterotremata thickened ring
strongly electron-dense operculum and spherical and slightly flattened shape of the acrosome
vesicle. Those characteristics are considered plesiomorphic in this context (Jamieson & Tudge,
2000; Tudge et al., 2014). For the Portunoidea analyzed in this study, we observed that the
nucleus has granular to fibrous chromatin and lateral arms. Additionally, they display a not
perforated operculum, which varies in morphology and thickness, and just below this structure,
there is the formation of the subopercular zone as described for other decapods (Jamieson &
Tudge, 1994; Jamieson, 2000).
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The morphological characters of the spermatozoa that can be used to group species were
the morphology of the perforatorial chamber and ARY. The presence of an ellipsoid
perforatorial chamber is a general feature found for Portunidae. In this way, we noticed that
each more closely related genera and group presented specificities in relation to this one
structure, that provide an adequate separating of species in genera. As well as, in the literature,
the morphology of the perforatorial chamber was a key tool for the recovery of ancestral
character and relationships for Dromiidae, Mithracidae, Calappidae, Aethridae and Menippidae
(Assugeni et al., 2017; Garcia Bento et al., 2018; Camargo et al., 2020).

Even more, the ultrastructure of the spermatozoa of our phylogenetic analysis recovered
two lineages within the genus Callinectes, similar to previously published phylogenies (Robles
etal., 2006): the “danae” and the “bocourti” groups. The “danae - group contains: C. ornatus,
C. danae, C. exasperatus, C. bellicosus and C. larvatus, while the “bocourti - group clusters:
C. sapidus, C. bocourti, C. affinis and C. rahbunae. The spermatozoal ultrastructural data
strongly corroborate the findings based on molecular data obtained to lineages within
Callinectes. Furthermore, ultrastructure of the perforatorial chamber and its apex in the
subopercular zone shows that C. exasperatus shares some spermatozoal characters
(perforatorial chamber: rounded ellipsoid) with C. larvatus, C. danae, C. ornatus and C.
bellicosus. Similar spermatozoal traits (perforatorial chamber: angled ellipsoid) were also
found for C. bocourti, C. sapidus, C. rathbunae, C. affinis.

In our analysis, the spermatozoal character (operculum morphology) are decisive to
separate Callinectes to Arenaeus. The operculum morphology is protruding rounded in
Callinectes and in Arenaeus is flat round. Thus, confirming the sharing of characters, and are
in accordance with the placement of these two clades as a sister group, as was well evidenced
in Robles et al. (2006), Mantelatto et al. (2009), Spiridonov (2014) and Evans (2018). However,
a flat and round, but slight-centrally protruding operculum separates Arenaeus from Callinectes
and from all other members of Portunidae. This spermatozoal character is discrete and we have
been conservative in our morphological analysis.

For the genus Portunus, through the micrographs published in the literature for P.
pelagicus (Stewart et al., 2010) and P. trituberculatus (Li, 1995) we classified the morphology
of the perforatorial chamber as narrowly ellipsoid. Thus, the synapomorphy of Callinectes,
Arenaeus and Portunus can be considered the perforatorial chamber with ellipsoid morphology.
The ARY is thick and enlarged medially, as well as the general morphology of the acrosome,

which has a similar ratio length/width in three genera. Furthermore, the opercular surface
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appears smooth in all these genera, at least for the species analyzed here and in micrographs
from the literature (Jamieson, 1989; Li, 1995; Stewart, 2010). Thus, also corroborating the
phylogeny proposed by Spiridonov (2014) and Evans (2018). In addition, it was possible to
observe the presence of subopercular ring in all these genera closely related above, with for
exception of Portunus, which was not identified in the micrographs, despite being apparently
present (Jamieson, 1989; Li, 1995; Stewart, 2010).

The perforatorial chamber morphology also validates the designation of Achelous as an
independent lineage from Portunus. In the Achelous is noticed the pyriform type and in the
sperm plug formers Portunus are narrowly ellipsoid. In this work, in the three species of the
genus Achelous it is noted that the perforatorial chamber has a general morphology that is
broadly pyriform type, but in A. spinimanus has a very broadly pyriform format, which
corroborates the separation of this species in a different clade from A. spinicarpus and A.
tumidulus as showed in the phylogenetic hypothesis of this work and in Evans (2018). In this
way, the species A. spinicarpus and A. tumidulus are more closely related, as shown in the
phylogeny of this work and in the literature (Evans, 2018). Moreover, A. spinimanus differs
from the other Achelous also by the morphology of the operculum, which is protruding round;
while in the other two species of the genus, it is of an flat round type. In addition, the ARY,
which in this A. spinimanus has a dilatation in the anterior and posterior region, while in A.
spinicarpus and A. tumidulus this dilation occurs only in the anterior region. Furthermore, there
is another feature that separates the Achelous clade: the morphology of the acrosome that is so
wider and rounded than all other Portunoidea members. In addition, the ultrastructure of the
spermatozoa also corroborates the phylogeny that proposes the change of Cronius tumidulus to
Achelous tumidulus (Mantelatto et al., 2009). The spermatozoa ultrastructure is conclusive and
perfectly fits the characters that distinguish the genus Achelous from other Portunoidea and
even more to Cronius. The phylogeny proposed here corroborates the other ones already
proposed (Karasawa et al., 2008; Mantelatto et al., 2009; Nguyen, 2013; Schubart & Reuschel,
2009; Spiridonov et al., 2014) and has high support in the separation of “Achelous” from
“Portunus”. Once, by the spermatozoa ultrastructure is possible to separate very well two
distinct groups. There are exceptions as Portunus (Achelous) floridanus Rathbun, 1930 and
Portunus (Achelous) anceps (de Saussure, 1857) that were inserted Achelous group, but with
medium support, being difficult to corroborate or not with this classification, since there is no
ultrastructure of the spermatozoa of these species for comparisons and the spermatozoa

ultrastructure os this species can be a decisive tool for elucidation their position in future works.
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In the Thalamitinae studied here, the character that groups these animals is the
perforatorial chamber morphology that has a general fusiform format, which in Cronius is
fusiform (spades-shaped), while in Charybdis is narrowly fusiform (arrow-shaped). In addition,
the differences observed are in relation to the ARY, which in Cronius is similar to the genus
Achelous, while in Charybdis, despite being very thin, remembers the morphology observed in
Portunus and Arenaeus. Furthermore, the length/width ratio of the acrosomal vesicle of Cronius
is similar to Achelous, while Charybdis is more similar to the species of the genus Callinectes,
Arenaeus and Portunus. However, both the morphology of the perforatorial chamber of
Caphyra and of Podophtalmus remembers the fusiform type that is characteristic of the
Thalamitinae described in this work. In this way, the morphology of the perforatorial chamber
and the acrosomal ratio of Podophtalmus is very similar to Cronius (spad-shaped), however the
morphology of ARY and the acrosomal ratio are more reminiscent of the genus Charybis and
the clade of Callinectes, Portunus and Arenaeus. In turn, the ARY of the genus Caphyra are
similar the Cronius and Achelous species studied here. In our molecular phylogeny, these
species are apparently classified into Thalamitinae, but with not a clear resolution, probably
due to the low number of representatives of this group. This ancestral character recovery does
not seem to be the most correct. Therefore, we are considering the second most ancestral clade
for this classification. The species of the genus Podophtalmus are classified as Podophtalminae,
but in the vast majority of phylogenetic hypotheses already presented in the literature; this does
not have a well-resolved classification (Mantelatto et al., 2009; Spiridonov et al., 2014; Evans
et al., 2018). In some cases, this species appears close to the Thalamitinae, but presenting a
mixture of characters between the Portuninae and Thalamitinae. In this way, the unique
characteristic in common to the Thalamitinae is the morphology of the perforatorial chamber,
which is fusiform type. According to Stephenson (1972), Thalamitinae was inserted in
Portuninae where it remained until Apel & Spiridonov (1998) reestablished the subfamily and
provided a morphological hypothesis of the group. Although Thalamitinae is now represented
as a subfamily of portunids with great diversity of representatives and species (the major in
species number among Portunidae) (Spiridonov, et al., 2014; Spiridonov, 2017; Evans, 2018),
so many authors continue questioning the validity of this group (Davie et al., 2015). This
hypothesis is attributable to the genus Cronius (sensu Mantelatto et al., 2009) which has an
intermediate body morphology that varies from Portunus (Portuninae) to the genera Charybdis
(Thalamitinae) (Garth & Stephenson, 1966; Spiridonov et al., 2014). Some researchers (Evans,

2018) have suggested that Thalamitinae may be derived within Portuninae. Furthermore, when
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we observe the ultrastructure of spermatozoa of these three species, we can affirm that Cronius
shares more characters with Charybdis (morphology of acrosomal vesicle and acrosome zone)
than Portunus, as had already been proposed by Garth & Stephenson (1966). Thus, our data are
more close to the phylogeny of Mantelatto et al. (2009) and Evans (2018) who proposed a clade
composed of the genera Cronius + Laleonectes + Charybids + other Thalamitinae,
characterizing Thalamitinae as polyphyletic. However, despite the low support for this work,
the spermatozoa ultrastructure seem in accordance to that Cronius, Thalamita and Charybids
remain in the subfamily Thalamitinae, as proposed by molecular studies (Mantelatto et al. 2009;
Evans 2018; Spiridonov et al., 2020).

The spermatozoa ultrastructure Scylla (Necronectinae) recovery from the literature
(Wang et al., 1997) only provides a few and traits we note that they share the same morphology
as the perforatorial chamber with Thalamitinae and Podophtalminae, which is the fusiform type,
as well as the dilation of the ARY in the central region. Unfortunately, other characters of
spermatozoa could not be visualized. So, we highlight the importance of perfectly longitudinal
sections showing the thickened ring until the apex of the perforatorial chamber and the
operculum are mandatory to describe all Eubrachyura spermatozoa. Therefore, the
morphological characters used in this work should be considered the gold standard for the
description of spermatophores and spermatozoa ultrastructure. Since, many of these characters
recovered here can be seen in micrographs published in the literature, however, they were
sometimes, not mentioned by the authors. Therefore, we suggest the use of Table 1 as a
systematic guide for a complete description of the spermatozoa ultrastructure of all species of
decapod crustaceans.

The characteristic that differentiates Carcinidae from others Portunidae is the acrosome
composed of five concentric layers, being in Xaiva sp., the outer layer is a little more difficult
to be observed, without physical magnification on the the images of Jamieson & Tudge (2000).
All other characteristics found in the spermatozoa of Carcinus and Xaiva are shared with the
Portunidae family (Pearson & Walker, 1975; Reger et al., 1984; Jamieson & Tudge, 2000),
which explains the proximity of these families, given the small number of species with
spermatozoa described for Carcinidae. At least two perforatorial chamber morphologies were
found for Carcinidae (fusiform and ellipsoid) that occur in Carcinus and Xaiva sp., respectively.
In both, the operculum is practically flat with a delicate central triangular protrusion, being in
Carcinus observed only in the work of Reger et al. (1984). The morphology of the ARY in

Carcinus resembles that of Charybids, but in the Xaiva, the ARY dilation seems to occur only
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in the anterior region. Jamieson & Tudge (2000) proposed that the operculum of Xaiva sp. can
be perforated, if so, it is a homoplasy with Corystidae and Majoidea and an apomorphy in
relation to the other Portunoidea already described.

The spermatozoa of members of the Geryonidae also have five concentric layers in all
species studied in this work or from the literature. The general morphology of the perforatorial
chamber is ellipsoid with a slightly protruding triangular operculum and the ARY (second
layer) is thin but slightly dilated in the middle region, reminiscent of which was described for
Charybdis, but not as dilated as Callinectes as observed in Brown (1966), Arenaeus and
Portunus (Li, 1995; Stewart, 2010). Thus, with few ultrastructure spermatozoa described for
these two families (Carcinidae and Geryonidae), the only characteristic shared between them is
the five concentric layers, while the Portunidae studied, presents four concentric layers. Thus,
this is the probable synapomorphy of Portunidae, based on the eighteen species of Portunidae
described, including from literature. In the present work, the family Geryonidae is polyphyletic,
with Ovalipes inserted in this family, different from what was proposed by Spiridonov (2014),
where the family Ovalipidae had been proposed. In this way, our data are closer to the Evans
(2018) hypothesis, who suggests Ovalipes as polyphyletic forming a group with Chaceon and
Geryon that appears as separate groups (distinct clades), as well as in Evans (2018). Here, the
representatives of Geryonidae are species of the genera Ovalipes and Chaceon, which, due to
the ultrastructure of the spermatozoa, are the correctly groupe, since the species of the genus
Ovalipes have small differences between them, but this genus have a characteristic perforatorial
chamber morphology, operculum and acessory opercular ring. However, despite a similar
general spermatozoa morphology with Chaceon, which has a pyriform perforatorial chamber
and protruding round operculum, while Ovalipes has a narrowly ellipsoid perforatorial chamber
and a triangular protruding operculum.

In conlusion, we provide, for the first time, a comparative description of the
ultrastructure of the spermatophores and spermatozoa of some Portunoidea species revealing
that morphological characters of the spermatozoa are informative and could be used in the
taxonomic and phylogenetic studies. Differently to describe for other decapods the
spermatophores proved to be a signal character to separate the main clades within Portunoidea.
The type of spermatophore that is ancestral and contains a thick and compact wall occurs only
in the sperm plug formers species, which is also related to slower dehiscence (Callinectes,
Arenaeus, Portunus, Ovalipes, Chaceon and Carcinus). The results obtained with ultrastructure

are in accordance with the molecular data. The mainly characters that differentiated Carcinidae
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and Geryonidae from Portunidae is the presence of five concentric acrosomal layers in the
acrosomal vesicle. The main informative characters of Portunidae spermatozoa are the
perforatorial chamber morphology and the ARY. These characters identify for the Callinectes
the “danae” lineage displaing more characters in common than with those of the “bocourti”
lineage following the molecular support. In addition, the spermatozoa of Achelous have a
typical morphology and the new designation of the genus Achelous based on molecular
phylogeny is aligned with the spermatozoa ultrastructure. Finally, our molecular phylogeny
partially corroborates the results already proposed for the Portunoidea by Evans (2018) but
corroborates integrally with Portunidae phylogeny of Mantelatto et al. (2009). Despite, some
inconsistencies, probably due to the low number of representatives of Thalamitinae in Brazil,
our work showed highlights how the spermatozoa ultrastructure is powerful and decisive tool
to improve the knowledge regarding phylogenetic analyses. Thus, the Portunidae common
ancestor could have a coenospermic spermatophore with a thick wall or pellicle and the
spermatozoa probably had four concentric layers in the acrosome vesicle with an ellipsoid or
fusiform perforatorial chamber and an ARY enlarged medially, once we could not perfectly

solve the Cronius position in our phylogeny.
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Table 2. Taxon sampling, GenBank accession numbers and composition of sequence data used for

phylogenetic analyses

Taxon

Carcinus maenas
Portumnus latipes
Sirpus zariquieyi
Liocarcinus depurator
Thia scutellata

Ovalipes stephensoni
Ovalipes trimaculatus
Ovalipes ocellatus

Chaceon granulatus
Chaceon notialis
Geryon longipes

Scylla olivacea
Scylla paramamosain
Scylla serrata

Scylla tranquebarica

Podophthalmus vigil
Podophthalmus nacreus

Arenaeus cribrarius
Arenaeus mexicanus
Callinectes danae
Callinectes ornatus
Callinectes exasperatus
Callinectes bellicosus
Callinectes larvatus
Callinectes sapidus
Callinectes rathbunae
Callinectes bocourti
Callinectes affinis
Achelous spinicarpus
Achelous spinimanus
Achelous tumidulus

Family/subfamily

Carcinidae

Carcininae
Platyonichinae
Pirimelinae
Polybiinae
Thiinae

Geryonidae

Ovalipinae
Ovalipinae
Ovalipinae

Geryoninae
Geryoninae
Geryoninae

Portunidae

Necronectinae
Necronectinae
Necronectinae
Necronectinae

Podophthalminae
Podophthalminae

Portuninae
Portuninae
Portuninae
Portuninae
Portuninae
Portuninae
Portuninae
Portuninae
Portuninae
Portuninae
Portuninae
Portuninae
Portuninae
Portuninae

COl

FJ581597.1
NA
NA
FJ174948.1
NA

DQ388050
JN315648.1
KU905767.1

NA
KC676760.1
JQ305902.1

KX959994.1
NA
KM528136.1
NA

KT365735
JX398078

JX123444.1
JX123450.1
KY940216.1
KY940161.1
MG462545.1
MG462556.1
MN184148.1
MG462256.1
MG462524.1
JX123451.1
NA
KX060221.1
JX123456.1
KT365691.1

16S

FM208763.1
NA
FM20784
FM208767.1
FM208782

NA
FM208773.1
FJ716615.1

FM208775.1
KC676757.1
FM208776.1

KY033332.1
FJ827761
KY033319.1
FJ827759

KT365553
JX398093

DQ407667.1
IX123473.1

DQ407680.1
AJ298186.1

DQ407682.1
DQ407670.1
DQ407678.1
IX123477.1

DQ407673.1
KY940144.1
DQ407675.1
KX060431.1
MG515574.1
KT365589.1
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Portunus pelagicus
Portunus trituberculatus
Portunus anceps
Portunus sayi

Caphyra tridens
Caphyra rotundifrons
Charybdis feriata
Charybdis helleri
Charybdis japbnica
Cronius edwarsii
Cronius ruber
Thalamita stephensoni
Thalamita sima
Thalamita crenata
Thalamita danae

Sylviocarcinus pictus
Valdivia serrata

Notes: NA= missing data

Portuninae
Portuninae
Portuninae
Portuninae

Thalamitinae
Thalamitinae
Thalamitinae
Thalamitinae
Thalamitinae
Thalamitinae
Thalamitinae
Thalamitinae
Thalamitinae
Thalamitinae
Thalamitinae

Outgroup

KT158620.1
GU321230.1
KT365736
KT3657607

T365701
KT365698.1
KT365712.1
AY351872.1
EUS586120.1
NA
KT365725.1
KT365778.1
OL876957.1
KT365763.1
KT365764.1

KF688092.1
KUS578962.1

KU296927.1
GU321228.1
KT365604
KT365745

KT365532
KT365530.1
KT365538.1
DQ407665.1
HM237595.1
FJ152147.1
FJ152146.1
KT365581.1
FJ152166.1
FJ152164.1
FJ152165.1

KF688053.1
KF688052.1
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Capitulo 2

Producéo e transferéncia do fluido seminal em Achelous, Cronius, Arenaeus
e Ovalipes (Brachyura, Portunoidea)

Resumo

Os membros da superfamilia Portunoidea passaram por diversas alteracdes em seus
arranjos filéticos nos ultimos anos. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo
realizar a descri¢do histologica e comparativa do sistema reprodutor masculino de Achelous
spinicarpus, Achelous spinimanus, Cronius ruber, Arenaeus cribrarius e Ovalipes trimaculatus
a partir do mapeamento de caracteres morfologicos para contar a historia evolutiva do sistema
reprodutor em Portunoidea. O sistema reprodutor masculino de todas as espécies estudadas
apresentou o padrdo usual de Brachyura. A regido proximal do vaso deferente anterior (AVDp)
recebe a massa de espermatozoides vindos do testiculo e na regido distal (AVDp) nota-se 0s
espermatozoides empacotados em espermatoforos coenospérmicos. A regido média do vaso
deferente (MVD) mostra limen mais amplo, repleto de espermaté6foros, imersos em secrecgéo.
A regido posterior do vaso deferente (PVD), nos quatro géneros estudados, apresenta somente
secrecdo em seu limen, sem a presenca de espermatozoides ou espermatdforos. Representantes
de Arenaeus possuem caracteristicas tipicas dos formadores de plug-espermético, com a
presenca de bolsas laterais e grande volume de fluido seminal. Assim, a auséncia destas bolsas
laterais somado ao pequeno volume do vaso deferente em Achelous, Cronius e Ovalipes
indicam uma diferenca na producéo de fluido seminal o que pode ter reflexo na transferéncia
deste para as fémeas, levando a formacédo de pacotes espermaticos e consequente competicao
espermatica. O mapeamento das caracteristicas do sistema reprodutor indicam que o testiculo
lobular e auséncia de espermatoforos/espermatozoides na PVD € uma caracteristica
compartilhada por todos os Portunoidea, sendo assim a sinapomorfia para a superfamilia com
base em todas as espécies estudadas. O vaso deferente volumoso, com bolsas laterais bem
desenvolvidas é a sinapomorfia encontrada em todos os Portunidae formadores de plug-
espermatatico: Callinectes, Arenaeus e Portunus, os quais apresentam GSI acima de 3%. A
auséncia destas bolsas ¢ a sinapomorfia para as espécies de Achelous. Contudo, a presenca dela,
pouco desenvolvida é um carater homoplasico uma vez que foram detectadas em Charybdis,
mas estdo ausentes em Cronius. O baixo volume de secre¢do produzida € uma caracteristica
compartilhada pelas espécies ndo formadoras de plug-esperméatico GSI<1 e pode ser observada
nos poucos Thalamitinae estudados, bem como em Achelous. Esta caracteristica pode estar ser
indicativo de formacao de pacotes espermaticos nestas especies.

Palavras-chave: espermatéforos, espermatozoides, secrecdo, sistema reprodutor masculino,
vaso deferente
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Introducéo

O sistema reprodutor masculino em Brachyura, geralmente tem a forma da letra “H” e ¢é
composto por um par de testiculos, um par de vasa deferentia e 0os gonopodos, que sdo 0s 0rgaos
copulatorios (Krol et al., 1992). Nos Eubrachyura, os testiculos localizam-se na regido antero-
dorsal da carapaca cefalotoracica, acima do hepatopéancreas e sdo conectados por uma comissura
na regido posterior do estdmago, abaixo do coracdo (Cronin, 1947; Johnson, 1980; Simeo et al.,
2009, 2010; Stewart et al., 2010). Nos testiculos ocorre o processo de espermatogénese e
espermiogénese, o qual termina na producdo dos espermatozoides que sdo liberados nos dutos
seminiferos (Zara et al., 2012; Nascimento & Zara, 2013). De acordo com Nagao & Munehara
(2003), o testiculo de Brachyura pode ser classificado, morfologicamente, em dois tipos: o lobular
e o tubular. O lobular é composto por numerosos l6bulos ou cistos seminiferos, conectados por
um duto seminifero central. Cada lobulo apresenta células no mesmo estagio da espermatogénese.
Esta morfologia é descrita para Majoidea, Xanthoidea e Grapsoidea (Simeo et al., 2010). Enquanto
0 tipo tubular, que é mais comumente descrito na maioria dos grupos de Brachyura, consiste de
um tabulo unico e convoluto com células germinativas em diferentes estagios sequenciais de
espermatogénese, formando zonas de maturacao, com os espermatozoides sendo liberados da zona
de evacuacdo para o tubulo seminifero (Nagao & Munehara, 2003; Simeé et al., 2010). Os
espermatozoides séo transportados para o vaso deferente, onde sdo empacotados no interior dos
espermatdforos (Zara et al., 2012; Klaus et al., 2013; Tiseo et al., 2014).

O vaso deferente é dividido em trés regides: anterior (AVD), na qual ocorre a formacéo
dos espermatoforos, méedia (MVD) e a posterior (PVD), onde ocorre a produ¢do da maior parte do
fluido seminal (Johnson, 1980; Krol et al., 1992; Mclay & Becker, 2015). Os locais de producao
e armazenamento dos espermatdforos e fluido seminal difere entre grupos de Brachyura (Adiyodi
& Anilkumar, 1988; Benhalima & Moriyasu, 2000; Jivoff et al., 2007; Klaus et al., 2013).
Associadas ao vaso deferente, principalmente na MVD e/ou PVD, podem ocorrer estruturas
anexas chamadas de bolsas laterais, glandulas acessorias, diverticulos ou cecos (Johnson, 1980;
Simeo et al., 2009; Sal Moyano et al., 2009; Zara et al., 2012; Tiseo et al., 2014). Em Portunidae,
as bolsas laterais auxiliam no aumento do volume de fluido seminal produzido. Este aumento do
volume de secrecdo tem importante fungdo na transferéncia dos espermatdforos e na formagéo do
plug-espermatico (Jivoff, et al., 2007; Zara et al., 2012; Nascimento & Zara 2013; Assugeni et al.,
2021). Por sua vez em Majoidea, estas expansdes do vaso deferente recebem o nome de
diverticulos, cecos ou glandulas acessorias podendo ocorrer na MVD e PVD como em
Inachoididae (Diesel, 1989; Antunes et al., 2018); Oregoniidae (Beninguer et al., 1988; Sainte-
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Marie & Sainte-Marie, 1998), Majidae (Simeé et al., 2009) e sendo aparentemente ausente em
Epialtidae (Hinsch & Walker, 1974; Sal Moyano et al., 2009). A funcdo destas glandulas que
ocorrem entre a MVD e a PVD € pouco conhecida, mas parece atuar na transferéncia espermatica
e na formacdo de pacotes espermaticos, participando assim na competicdo espermatica, como
proposto para Inachoididade e Oregoniidae (Diesel, 1989, 1991; Sainte-Marie & Sainte-Marie,
1998; Moriyasu & Benhalima, 2000; Antunes 2016, 2018). Em Grapsoidea e Ocypodoidea essas
glandulas podem ocorrer em ambas regides do vaso deferente ou apenas na PVD (Hartnoll, 1969;
Beninger et al., 1988; Garcia e Silva, 2006; Castilho et al., 2008; Sime¢ et al., 2009; Nicolau et
al., 2012). Tal secrecdo parece ser complementar ao fluido seminal, tendo outra caracteristica
quimica, auxiliando na transferéncia espermética em Pachygrapsus (Tiseo et al., 2014).

Atualmente, a superfamilia Portunoidea é dividida em trés familias sendo Portunidae,
Carcinidae e Geryonidae (Evans, 2018). Além disso, este ultimo autor reclassificou as espécies do
género Ovalipes em Geryonidae, mantendo a subfamilia Ovalipinae proposta anteriormente como
Ovalipidae (Spiridonov et al., 2014). Em relagcdo aos Thalamitinae que apresentam muitas
controvérsias em sua classificacdo, Evans (2018) manteve os aimais da espécie C. ruber nesta
subfamilia, corroborando o que ja havia sido proposto anteriormente por Mantelatto et al. (2009).
Uma outra proposta filogenética recente trata-se da mudanca dos animais do género Achelous
anteriormente classificados como Portuninae para uma subfamilia recentemente proposta:
Achelouinae Spiridonov, 2020 (Spiridonov, 2020; Koch et al., 2022).

Apesar de existirem diversos trabalhos envolvendo a distribuicdo, populacao, filogenia e
maturacao sexual de espécies de Portunoidea ( Tavares et al., 2017; Sousa et al., 2017; De Carli et
al., 2014; Mantelatto et al., 2018), os trabalhos que descrevem a morfologia do sistema reprodutor
ainda sdo escassos frente ao grande nimero de representantes deste grupo, que possuem grande
importancia ecoldgica e econémica no Brasil (Mantelatto & Christofoletti, 2001), incluindo as
espécies de Achelous De Haan, 1833, Arenaeus Dana, 1851, Cronius Stimpson, 1860 e Ovalipes
Rathbun, 1898 que fazem parte da fauna acompanhante da pesca camaroneira (Boschi, 1997;
Fracasso, 2002; Mantelatto et al., 2009; Boos et al., 2010). Sendo assim, o presente trabalho teve
por objetivo a descri¢cdo anatdmica e histoldgica do sistema reprodutor masculino de Achelous
spinicarpus Stimpson, 1871, Achelous spinimanus (Latreille, 1819), Arenaeus cribrarius
(Lamarck, 1818), Cronius ruber (Lamarck, 1818) e do Geryonidae Ovalipes trimaculatus (De
Haan, 1833) para uma comparagdo com outras espécies de Portunoidea descritas, as quais sao
tradicionalmente produtoras de plug-esperméatico, com um enfoque evolutivo a partir do

mapeamento de caracteres morfologicos integrados a filogenia molecular de Evans (2018).
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Material e métodos

Machos de Ar. cribrarius foram coletados na baia/estuario de Santos-S&o Vicente, estado
de S&o Paulo, Brasil, a partir de um barco de pesca de camardo equipado com uma rede de
arrasto semi-baldo entre marco de 2007 e maio de 2008. Machos de A. spinimanus, A. tumidulus
e O. trimaculatus foram coletados com auxilio de barco de pesca camaroneira equipado com
redes otter-trawl. Os Cr. ruber foram coletados por mergulho livre e autbnomo, no periodo
noturno, na praia do Félix e do Lamberto. As quatro ultimas espécies foram coletadas no
municipio de Ubatuba, Estado de Sdo Paulo, Brasil. A espécie A. spinicarpus foi coletada
durante expedicéo pela costa de Sdo Sebastido e Cananéia do Navio de Pesquisa Soloncy Moura
(MMA/ICMBI0-CEPSUL) em 2015. A identificagdo dos animais foi realizada com base nas
descricdes de Melo (1996). Foram obtidos no minimo cinco exemplares de cada espécie, exceto
para O. trimaculatus (N=1) e A. tumidulus (N = 3), sendo todos mensurados quanto ao tamanho
da carapaca (em sua maior largura, desprezando-se os espinhos) utilizando-se paquimetro
analégico (0,05 mm). Para a anélise morfolégica do sistema reprodutor masculino, 0s animais
foram anestesiados por resfriamento (-20°C, por 5 minutos) e dissecados. As espécies A.
spinicarpus (N=8), C. ruber (N = 7) e Ar. cribrarius (N = 35) por serem mais abundantes, foram
pesados e tiveram seu sistema reprodutor completo (testiculo e vasos) dissecado e pesados em
balanca analitica. O indice gonadossomatico (GSI) foi obtido pela divisdo do peso do sistema
reprodutor pelo peso do animal, o qual foi multiplicado por 100. O sistema reprodutor
masculino das seis espécies foi fixados em paraformaldeido 4% em tampéo fosfato de sodio
(0,2M, pH 7,4), por no minimo 24hs. Para analise macroscopica do sistema reprodutor
masculino foram analisados no estereomicroscopio Leica® e fotografados, imersos em solucdo
fixadora. No caso da espécie Ar. cribrarius, as micrografias da anatomia do sistema reprodutor
foram realizadas com amostras preservadas em alcool, o que justifica tal amarelamento.
Posteriormente, as amostras foram lavadas no mesmo tampdo, desidratadas em série alcodlica
(50-95%), embebidas e incluidas em resina glicol-metacrilato Leica®, segundo rotina indicada
pelo fabricante. Apds a polimerizacéo, os blocos histologicos foram cortados em micrétomo
rotativo. Os cortes com espessura de 5 a 7um foram recolhidos em laminas e corados com
Hematoxilina & Eosina para descricdo geral, de acordo com Junqueira & Junqueira (1983).
Para a anélise histoquimica foram utilizadas as técnicas de Xylidine ponceau (Melo e Vidal,
1980) para proteinas totais, PAS para polissacarideos neutros e azul de Alcian para

polissacarideos acidos segundo descrito por Jungueira & Junqueira (1983).
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Analise filogenética

A hipdtese filogenética considerada neste trabalho foi a proposta por Evans (2018). Desta
maneira foi elaborado um diagrama representativo dos dados moleculares obtidos (filograma)
pelo autor por Maximum likelihood (ML).

Posteriormente, foi construida uma matriz contendo os dados do sistema reprodutor
masculino. Para esta matriz considerar o diagrama proposto neste trabalho baseado na filogenia
acima. Nesta matriz, os caracteres foram selecionados através da morfologia do sistema
reprodutor masculino, com a finalidade de indicar caracteres sinal para separar grupos
intimamente relacionados. Para designar o estado do caractere, foram atribuidos nimeros, como
segue: Carater 1 “Bolsas laterais”: Ausente (0); Presente (1). Carater 2 “PVD sem
espermatoforos”: Sim (0); N&o (1). Carater 3 “Secrecdo granular”: Presente (0); Ausente (1),

nas espécies com dados insuficientes, o status atribuido foi o simbolo “?”.

Resultados

GSI e Anatomia do sistema reprodutor masculino

Macroscopicamente, nas espécies de A. spinimanus, A spinicarpus, A. tumidulus, Cr.
ruber e Ar. cribrarius, o sistema reprodutor masculino mostra-se como um érgao bilateral com
a forma da letra “H” (Fig. 1A, B e C). Este é composto pelo par de testiculos, e os tubulos, que
compdem o par de vasos deferentes (Fig. 1A, B e C). O vaso deferente é dividido em regido
anterior (AVD), média (MVD) e posterior (PVD) (Fig. 1A, B e C). Em A. spinimanus 0 vaso
deferente é pouco volumoso com GSI de 1,5+0,2 (Fig.2). Em todas as espécies de Achelous
aqui estudados, a AVD é um tubo convoluto, liso e leitoso. A MVD € um tabulo liso, mais
translucido, com material levemente leitoso no Iimen, com a mesma espessura que a AVD na
sua por¢éo proximal, tornando-se mais delgado em suas por¢6es mais distais, a qual termina na
PVD. A PVD segue a mesma morfologia da MVD distal, porém com menor espessura € mais
secrecdo luminal esbranquicada (Fig. 1A). Em C. ruber, o sistema reprodutor masculino
também é bastante delgado e pouco volumoso, com GSI de 0,5+0,3 (Fig.2). No vaso deferente,
a AVD apresenta-se convoluta com espessura maior em relacao as outras regides do vaso, com
aspecto esbranquicado e leitoso. A MVD tem a porcdo proximal com a mesma espessura da
AVD e torna-se discretamente mais delgada em direcdo a PVD, porém com a mesma coloragéo
da AVD. A PVD néo apresenta diferenca macroscopica, exceto por ser mais translicida devido
ao aspecto do fluido seminal (Fig. 1B). Ndo foram detectados bolsas laterais, cecos, diverticulos

ou mesmo glandulas acessorias (Fig. 1A e B). O sistema reprodutor de Ar. cribrarius ¢é bastante
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volumoso com GSI de 3,3+0,5 (Fig.2), sendo macroscopicamente notado 0 mesmo aspecto
volumoso em O. trimaculatus, porém este ndo foi documentado por se tratar de um Unico
individuo. A AVD em Ar. cribrarius € bastante delgada, muito enovelada e mais esbranquicada
que as outras regides do vaso. A MVD é um tabulo espesso, convoluto com muitas e volumosas
bolsas laterais ou outpockets (sensu Johnson, 1980), que sofre um estreitamento em direcéo a
PVD. Esta tltima regido que também apresenta aspecto menos enovelado, sendo espessa e com

bolsas laterais tornando-se bastante afilada distalmente, no duto ejaculatorio (Fig. 1C).

Histologia e histoquimica
Testiculo
Os testiculos das cinco espécies estudadas apresentam a mesma morfologia classificada
como do tipo lobular (acino). Este tipo de testiculo é composto por numerosos I6bulos envoltos
por fina camada de tecido conjuntivo e conectados por um duto seminifero central e no interior
encotramos espermatdcitos primarios no mesmo estagio de maturacdo (Fig. 3A) Em cortes
transversais nota-se espermatides iniciais com nucleos em formato de “C” (Fig. 3B- D). O duto

coletor libera os espermatozoides imersos em secrecdo para o duto seminifero. (Fig. 3E).

Vaso deferente

Em todas as espécies analisadas, o vaso deferente apresenta histologicamente trés regides
distintas: anterior (AVD), média (média) e posterior (PVD). A AVD foi dividida em duas
porcdes: a proximal (AVDp) e distal (AVDd). A porcdo proximal recebe os espermatozoides
maduros provenientes do testiculo, 0s quais encontram-se como uma grande massa espermatica
ocupando todo o lumen (Fig. 4A-D). Na regido distal os espermatozoides encontram-se
agrupados em pequenas massas esféricas delimitadas por uma parede que sdo compactados por
secre¢do basofila, constituindo assim a estrutura do espermatoforo coenospérmico (Fig. 4E-H).
Entre a secrecdo basodfila observa-se secrecdo acidofila, que é adicionada a periferia da massa
espermatica formando os espermatoforos, o que é mais marcante em Ar. cribrarius (Fig. 4G).
A AVD apresenta epitélio colunar simples com nucleos variando de arredondados a elipticos,
envolto por delgada camada muscular e tecido conjuntivo (Fig. 4A-H). A AVDd apresenta
espermatoforos ja formados em seu lumen (Fig. 4E-H).

A MVD mantém a distribuicdo de tecido conjuntivo, muscular e epitelial (cubico a
pavimentoso simples) com caracteristicas secretoras, citoplasma acidofilo e ndcleos irregulares.

Nesta regido do vaso deferente é possivel distinguir as caracteristicas morfolégicas dos

82



espermatdforos de cada espécie, sendo os de A. spinicarpus, A. spinimanus, A. tumidulus e Cr.
ruber muito irregulares em termos de forma e nimero de espermatozoides com a parede
ondulada e uma pelicula fragil irregular muito fina (Fig. 41-J). Nestas espécies, o principal ponto
de armazenamento dos espermatoforos € AVDd ao invés da MVD, como visto na anatomia
(Fig. 1A e B) e comprovado pela histologia (Fig. 4E, F, | e J). Para as espécies Ar. cribrarius e
O. trimaculatus os espermatéforos sdo arredondados, geralmente de tamanho similar e
apresentam parede espessa (“pellicle”) compacta (Fig. 4K-L). Os espermat6foros de ambos 0s
géneros estdo imerso em fluido seminal comporto por matriz homogénea acidofila contendo
muitos granulos os quais sdo acidofilos em Ar. cribrarius e basofilos em O. trimaculatus (Fig.
4K e L). A principal diferenga histologica entre a AVD e a MVD para estas Ultimas duas
espécies, foi 0 aumento do didametro luminal do vaso, com consequente aumento de secrecao
espacando os espermatoforos nesta regido, além do consequente achatamento do epitélio (Fig.
4K e L). Nestas duas ultimas espécies, a MVD é o principal ponto de armazenamento dos
espermatéforos.

A Ultima regido do vaso deferente, a PVD mostra epitélio colunar simples mais espesso
em relacdo a MVD (Fig. 4M-Q). Esta regido foi dividida em duas porcdes nas especies de
Achelous spp., a proximal (PVDp) e distal (PVDd), devido a diferente caracteristica das
secrecdes nestas duas porcdes. No limen de todas as cinco espécies aqui estudadas, ndo foi
observado espermatozoides ou espermatéforos no limem da PVD, a qual encontra-se
preenchida exclusivamente por secre¢do acidofila (Fig. 4M-Q). Nas espécies de A. spinimanus,
A. spinicarpus e A. tumidulus, a PVDp apresenta matriz fluida com a presenca de secre¢édo
fibrosa mais acidofila (Fig. 4M), enquanto na PVVDd, observa-se a modificacdo desta secrecéo
para grandes granulos de aspecto coagulado (Fig. 4N). Em Ar. cribrarius e O. trimaculatus
nota-se matriz fluida com presenca de pouco material coagulado (Fig. 4P-Q). A Unica espécie
que apresentou bolsas laterais foi Ar. cribrarius na regido da MVD e PVD (Fig. 4G, K e P),
enquanto para todas as outras espécies estudadas ndo foram observadas bolsas laterais ou

glandulas acessorias em nenhuma das regides do vaso deferente (Fig. 4A-Q).

Histoquimica do fluido seminal

Por meio da histoquimica, pode-se constatar que a AVDp apresenta secre¢do reativa
para proteinas em Achelous spp., C. ruber e Ar. cribrarius (Fig. 5A-C), enquanto em Ovalipes
na regido da AVDp esta secrecdo é fortemente positiva (Fig. 5D). Na AVDd nota-se a presenca

de secrecédo fortemente reativa para proteinas em todas as espécies estudadas, a qual auxilia na
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separagdo das massas espermaticas em espermatdforos (Fig. 5E-H). Os espermatéforos na
AVDd sédo caracterizados pela presenca de parede proteica, com reacdo fortemente positiva
para proteinas (Fig. 5E-H). Em Achelous e Cronius as secrec¢des encontradas na MVD mostram
reacao fortemente positiva para proteinas (Fig. 51-J), em Arenaeus e Ovalipes a secre¢do matriz
é fluida positiva para proteinas com granulos de reagdo fortemente positiva (Fig. 5K-L). Nas
espécies de Achelous, a PVD apresenta secrecdo com reacdo positiva para proteinas e foi
dividida em duas regides com caracteristicas histoquimicas distintas (Fig. 5SM-N). Na PVDp
(Fig. 5M), esta secrecdo matriz é fluida com aspecto fibroso e mais reativo para proteinas,
enquanto na PVDd (Fig. 5N) esta secre¢éo torna-se um aglomerado de grandes granulos, sendo
0S maiores reativos para proteinas e os menores fortemente positivos. Em Cronius, as
caracteristicas histoquimicas sdo iguais a PVDp de Achelous (Fig. 50). Em Ar. cribrarius, a
secre¢do € positiva com a presenca de coagulos fortemente positivos para proteinas (Fig. 5P).
Em O. trimaculatus, a secre¢do é fluida, com aspecto fibroso, sendo esses fortemente positivos
(Fig. 5Q).

A AVDp apresenta secrecdo fracamente positiva para polissacarideos neutros em
Achelous spp., Cronius e Arenaeus (Fig. 6A-C), enquanto em Ovalipes (Fig. 6D), esta secrecdo
é positiva. Na AVDd ocorre um aumento na quantidade de secrecdo, porém com as mesmas
caracteristicas histoquimicas da regido anterior (Fig. 6E, F, H), com excec¢do para Arenaeus,
em que a secrecao se torna fortemente positiva (Fig. 6G). Na MVD de todas as espécies, as
caracteristicas histoquimicas sdo mantidas (Fig. 61-K), com exce¢do de O. trimaculatus, em
gue a secrecao granular é positiva para polissacarideos neutros, sendo que os granulos luminais
de Ar. cribrarius sao fortemente positivos (Fig 6K e L). Os espermatéforos destas duas tltimas
espécies sao intensamente reativos ao PAS (Fig. 6L). A PVDp de Achelous spp. mostra secrecao
fortemente positiva para polissacarideos neutros (Fig. 6M), e na PVDd os granulos tornam-se
fracamente positivos, aumentam em quantidade e a secrecdo torna-se positiva (Fig. 6N). Na
PVD de C. ruber, a secrecdo apresenta reacdo fracamente positiva, sendo o aspecto fibroso
desta secrecdo positivos para PAS (Fig. 60). NA PVD de Ar. cribrarius e O. trimaculatus, a
secrecao desta regido € positiva e apresenta granulos fortemente corados (Figs. 6P e Q).

O fluido seminal de Achelous spp., C. ruber e O. trimaculatus apresentaram reacdo para
polissacarideos acidos e esta se mantém por todas as regides do vaso deferente (Fig. 7A-Q), a
excecdo ocorre na espécie Ar. cribrarius, a qual apresenta secrecdo positiva para
polissacarideos acidos na AVDp, AVDd e na MVD (Fig. 7K) e fracamente positiva na PVD
(Fig. 7P).
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Figuras



igura 1. Sistema reprodutor masculino. A). Vista macroscopica do sistema reprodutor masculino do
género Achelous spinimanus, no qual pode-se observar o padrdo encontrado para as espécies B). Vista
macroscopica do sistema reprodutor masculino de Cronius ruber. C). Vista macroscdpica do sistema
reprodutor de Arenaeus cribrarius. Nas trés imagens nota-se o sistema reprodutor masculino em formato
de letra H com os testiculos (T) e os vasos deferentes divididos em regido anterior (AVD), média (MVD)
e posterior (PVD). Nesta Ultima espécie pode-se notar as bolsas laterais como saliéncias da superficie
do vaso deferente.

86



1.8

1,6

1,4

GSI

1,2

=]
[}

o
]

asl

C 4,00

3,50

3,00

Gl

2,50

2,00

1,50

i (5 5] i[5 |

\«9 : :
/N

Q93-96

55-59

6B-71

F1-74

T4-77

D599

69-72

Class size

Class size

77-80 80-83
Class size

99-102

(5| —— S |

T2-75

102-105

F5-78

—p— (55 e—— 5]

B3-B6

B6-89

B9-92

5,20

5,00

4,80

4,60

4,40

4,20

4,00

1,9
1,85
1,8

1,75

HS

Hsl

HSI

Figura 2. indice gonadossomatico (GSI) e indice hepatossomatico (HSI). Variacdo média de GSI e
HSI de machos de Achelous spinimanus (a) Cronius ruber (b) e Arenaeus cribrarius (c).
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Figura 3. Testiculo. A). O testiculo tipo lobular de Portunoidea. Cada l6bulo esta envolto por fina
camada de tecido conjuntivo, células acessorias possuem nucleos variando de achatados a arredondados
e conectados por um duto seminifero central. No interior nota-se os espermatocitos primarios no mesmo
estagio de maturagéo. B-D). Espermatides iniciais com nucleos em formato de “C” ocupando os l6bulos
E). Ao terminarem a espermiogénese, 0s espermatozoides sdo evacuados para o duto seminifero. AC=
células acessorias; CT= tecido conjuntivo; CD= Duto coletor; IST Espermatides iniciais; SD= Duto
semiifero; SPCIl= espermatdcitos primarios; SZ= espermatozoides; T=testiculo.
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Figura 4. Vasos deferentes. A, B, C, D). Por¢éo proximal do vaso deferente anterior formada por tecido
conjuntivo e uma camada muscular onde estid acentado o epitélio colunar simples com nucleos
arredondados-elipticos. Massa homogénea de espermatozoides maduros preenchendo o limen. E, F, G,
H). Regido distal do vaso deferente anterior com os espermatoforos montados. 1, J, K, L). Na regido
média do vaso deferente nota-se epitélio pavimentoso e a camada de tecido muscular é espessa. Os
espermatdforos estdo imersos em secrecdo acidofila, a qual em K e L, também é composta por granulos
basofilos. M, N, O, P, Q.) A regido posterior do vaso deferente (PVD) possui epitélio colunar com
nucleos irregulares e camada de tecido muscular, envoltos por tecido conjuntivo, no limen deste vaso
encontra-se um grande volume de secrecdo. Em Achelous, a PVD foi dividida em proximal (M) e distal
(N) devido aos diferentes tipos de secrecdo. A seta preta evidencia a secre¢do tipo Il que se encontra
imersa na matriz. Figura A, E, I, M, N: Achelous. Figura B, F, J, O: Cronius ruber. Figura C, G, K, P:
Arenaeus cribrarius. Figura D, H, L, Q: Ovalipes trimaculatus. AVDd= por¢&o distal da regiéo anterior
do vaso deferente; AVDp= porg¢do proximal da regido anterior do vaso deferente; MVD=regido média
do vaso deferente; OT=bolsas laterais; PVD=regido posterior do vaso deferente; PVDd= porcéo distal
da regido posterior do vaso deferente; PVDp= por¢édo proximal da regido posterior do vaso deferente;
SF= espermatdforos; SZ: espermatozoides.
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Figura 5. Histoquimica dos vasos deferentes (proteinas). A, B, C, D). AVDp com secre¢do positiva
para proteinas com excecao de Arenaeus cribrarius. E, F, G, H). Regido distal do vaso deferente anterior
com reacdo fortemente positiva para proteinas em todas as espécies. 1). MVD com reagao positiva para
proteinas; J). Secrecdo da MVD fortemente positiva para proteinas; K). MVD com secre¢do granular e
fortemente positiva para proteinas; L). Secrecdo com grandes granulos fortemente positivos para
proteinas. M, N, O). As secrecBes da matriz apresentam reacdo fortemente positiva para proteinas,
enquanto a secrecao tipo Il (seta) apresenta reacdo fortemente positiva. P, Q.) A PVD possui epitélio
colunar pseudoestratificado com nucleos irregulares e camada de tecido muscular, envoltos por tecido
conjuntivo, no limen deste vaso encontra-se um grande volume de secre¢do. Em Achelous a PVD foi
dividida em proximal (M) e distal (N) devido aos diferentes tipos de secrecdo. A seta preta evidencia a
secrec¢do tipo Il que encontra-se imersa na matriz. Figura A, E, I, M, N: Achelous. Figura B, F, J, O:
Cronius ruber. Figura C, G, K, P: Arenaeus cribrarius. Figura D, H, L, Q: Ovalipes trimaculatus.
AVDp= porg¢do proximal da regido anterior do vaso deferente; AVDd= porg¢&o distal da regido anterior
do vaso deferente; MVD=regido média do vaso deferente; PVVD=regido posterior do vaso deferente;
PVDd= porcdo distal da regido posterior do vaso deferente; PVDp= por¢do proximal da regido posterior
do vaso deferente; SF= espermatdforos; SZ: espermatozoides.
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Figura 6. Histoquimica dos vasos deferentes (polissacarideos neutros). A, B, C, D). AVDp com
secrecdo fracamente positiva para PAS com excecdo de Ovalipes trimaculatus que apresenta reacao
fortemente positiva. E, F, G, H). AVDd com reacdo positiva para polissacarideos neutros em todas as
espécies. | e J). MVD com reacdo positiva para proteinas; K). Secre¢do da MVD fortemente positiva
para PAS; L). MVD com secre¢do granular e fracamente positiva polissacarideos neutros; M, N). As
secrecOes da matriz da PVD apresentam reacdo fortemente positiva para polissacarideos neutros,
enguanto a secrec¢do tipo Il (seta) apresentam fraca reacdo. O). Secrecdo da matriz fracamente positiva
para polissacarideos neutros e a secre¢do tipo Il positiva (seta). P, Q.) Secrecdo granular fortemente
positiva pra polissacarideos neutrosa e, a matriz se mostra positiva. Figura A, E, I, M, N: Achelous spp.
Figura B, F, J, O: Cronius ruber. Figura C, G, K, P: Arenaeus cribrarius. Figura D, H, L, Q: Ovalipes
trimaculatus. AVDp= porcéo proximal da regido anterior do vaso deferente; AVDd= porcdo distal da
regido anterior do vaso deferente; MVD=regido média do vaso deferente; PVD=regido posterior do vaso
deferente; PVDd= porcdo distal da regido posterior do vaso deferente; PVDp= porcdo proximal da
regido posterior do vaso deferente; SF= espermatdforos; SZ: espermatozoides.
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Figura 7. Histoquimica dos vasos deferentes (polissacarideos acidos). A, B, C, D). AVDp com
secrecao fracamente positiva azul de Alcian com excecdo de Arenaeus cribrarius que apresenta reagcdo
fortemente positiva. E, F, G, H). AVDd com secrecdo fracamente positiva azul de Alcian com exce¢do
de Arenaeus cribrarius que apresenta reacdo fortemente positiva ao redor dos espermat6foros. 1 e J).
MVD fracamente positiva para polissacarideos &cidos; K). Secrecdo da MVD positiva para Alcian; L).
MVD com secrecdo granular sem reacdo para polissacarideos acidos; M, N, O). As secre¢des da PVD
ndo apresentam reacdo alcianofilica. P). Secrecdo fracamente positiva para polissacarideos acidos. Q.)
Secregdo sem reacdo para polissacarideos acidos. Figura A, E, I, M, N: Achelous spp. Figura B, F, J, O:
Cronius ruber. Figura C, G, K, P: Arenaeus cribrarius. Figura D, H, L, Q: Ovalipes trimaculatus.
AVDp= porg¢do proximal da regido anterior do vaso deferente; AVDd= por¢éo distal da regido anterior
do vaso deferente; MVD=regido média do vaso deferente; PVD=regido posterior do vaso deferente;
PVDd= porcéo distal da regido posterior do vaso deferente; PVVDp= por¢éo proximal da regido posterior
do vaso deferente; SF= espermatoforos; SZ: espermatozoides.
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Figura 8. Diagrama de mapeamento do cardter morfoldgico 1 (Bolsas laterais) tracado com base no filograma de Evans (2018). Estados de carater: Ausente
(blue); Presente (pink); not described (black).
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Figura 9. Diagrama de mapeamento do carater morfoldgico 2 (Espermatéforos na PVD) tragado com base no filograma de Evans (2018). Estados de carater:
Presente (Blue); Ausente (Pink); Not described (Black).

94



Charyhids feriata
Charybids helleri

Cronius ruber

Thalamita stephensoni
Thalamita sima

Thalamita crenata
— Thalamita danae
_: Scylla olivacea

Scylla traguebarica

Scylla serrata

Achelous spinimanus
Achelous gibesii
Achelous spinicarpus
Achelous tumidulus

Achelous depressifrons
— go unus cﬂe ous) floridanus
ortunus {Achelous) anceps
ortunus trituberculatus
—_— p——— Porfunus sayi
ortunus pelagicus

pr— A renaeus cribrarius

repaeus mexicanus
T allinectes sapidus

| I allinectes rathbunae
Eaﬁinectes bogourti
allin
=L

ectes agﬁus

ectes bellicosus
allinectes larvatus
Callinectes danae
Callinectes ornatus

allinectes exasperatus

Sirpus zariquieyi
I_|_|_= Portumnus latipes
Carcinus maerias
1 Liocarcinus depurator
Thia scutellata

Geryon longipes

|
Ovalipes trimaculatus
I_|_= Svahpes stephensonii
valipes ocellatus

Sylviocarcinus pictus

e Valdiivia serrata

Figura 10. Diagrama de mapeamento do carater morfologico 3 (Secre¢do granular na MVD) tragado com base no filograma de Evans (2018). Estados de caréter:
Presenca (Pink); Auséncia (Blue), Not described (Black)
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Discusséo

Este estudo revelou que as espécies A. spinimanus e Cr. ruber apresentam um padréo
diferente da maioria dos Portunidae em relacéo a producéo de fluido seminal e espermatoforos.
O GSI destes animais possui um valor médio de 1,5% e 0,5% respectivamente. O resultado
encontrado para Cr. ruber se assemelha com o descrito para o também Thalamitinae Ch. helleri
que apresenta GSI médio de 0,4% (Watanabe et al., 2022). Em relagéo a A. spinimanus, o valor
encontrado ndo se assemelha a nenhum outro Portunoidea. Uma vez que, o padrdo descrito até
0 momento para os Portuninae formadores de plug-espermatico revela um alto GSI, no qual a
média fica acima de 3%. Tal resultado foi verificado em Ar. cribrarius neste trabalho que
mostrou GSI acima de 3% e é também um formador de plug-espermatico, bem como Calinectes
danae Smith 1869, Callinectes bocourti A. Milne-Edwards 1879, Callinectes ornatus Ordway,
1863 e Portunus pelagicus Linnaeus 1758 (Bawab e El-Sherief, 1988; Zara et al., 2012;
Nascimento e Zara, 2013; Watanabe et al., 2020). O baixo GSI encontrado nos Thalamitinae
Cr. ruber e Ch. helleri, e também no Portuninae Achelous spinimanus apontam para um padréo
diferente de producdo de fluido seminal e armazenamento que podem desempenhar um papel
fundamental durante a transferéncia para a fémea receptaculo seminal. Neste estudo ndo
analisamos diferentes estagio de desenvolvimento dos machos, mesmo para A. spinimanus
utilizamos apenas machos maduros. Assim, 0os machos tiveram GSI e HSI muito semelhantes
independente de sua classe de tamanho, 0 que mostra que mesmo 0s machos menores séo
morfologicamente e fisiologicamente capazes de copular. Este resultado também foi
encontrado para os Thalamitinae do género Thalamita e Charybdis helleri, o que pode
ocasionar um aumento na competicdo pelas fémeas para copular (Norman, 1996; Norman et
al., 1997, 1999; Watanabe et al., 2022).

As espécies de A. spinicarpus, A. spinimanus, A. tumidulus, Cr. Ruber, Ar. cribrarius e
O. trimaculatus apresentam o sistema reprodutor masculino dividido em testiculo e vaso
deferente, com a forma da letra “H” seguindo o que foi descrito para Portunidae (Zara et al.,
2014; Watanabe et al., 2020), além disso, segue o0 padrdo de organizacdo anatomica descrito
para outros Eubrachyura (Fasten, 1918; Ryan, 1967; Johnson, 1980; Moriyasu & Benhalima,
1998; Simeo et al., 2009; Stewart et al., 2010; Antunes et al., 2018). Os testiculos das seis
especies estudadas foi classificado como do tipo lobular (Nagao & Munehara, 2003; Sime¢ et
al., 2009) e este é o padréo tipico registrado entre os Portunidae (Zara et al., 2012; Nascimento
& Zara, 2013, Watanabe et al., 2020) e também para a maioria dos outros caranguejos
braquitros (Johnson, 1980; Batoy et al., 1989; Diesel, 1989; Moriyasu e Benhalima,1998;

96



Castilho et al., 2008; Erkan et al., 2009; Santos et al., 2009, Sime0 et al., 2009). Assim, como
proposto por Nagao & Munehara (2003), as células germinativas possuem um padrdo de
maturacdo caracteristico do tipo lobular de testiculo uma vez que, apresenta regionalizacdes
aleatdrias, contendo células do mesmo estagio de desenvolvimento em cada tubulo. Dentro dos
I6bulos testiculares onde a espermatogénese ainda ndo estd avancada, as células acessorias sao
semelhantes as observadas em Callinectes (Johnson, 1980) e Portunus (Ryan, 1967; Batoy et
al., 1989; Stewart et al., 2010) com nucleos arredondados. No final da espermiogénese nas
espéecies deste trabalho, apenas espermatozoides maduros séo liberados para os dutos
seminiferos, assim como em outras espécies de Portunidae (Zara et al., 2012; Nascimento &
Zara, 2013, Watanabe et al., 2020) e em Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788) (Antunes et
al., 2018) sendo, o contrario do observado nos testiculos tubulares de Chionoecetes opilio (O.
Fabricius, 1788) e Eriphia verrucosa (Forskal, 1775), no qual as espermatides maduras ainda
sdo observadas no limen dos testiculos (Sainte-Marie e Sante-Marie, 1998; Erkan et al., 2009).
Desta maneira, o testiculo do tipo lobular € um carater comum compartilhado por todos os
Portunoidea estudados.

Os vasos deferentes séo divididos em regido anterior (AVD), média (MVD) e posterior
(PVD) seguindo o padréo descrito para Brachyura (Diesel, 1989; Krol et al., 1992; Sainte-Marie
& Sainte-Marie, 1998; Benhalima & Moriyasu, 2000; Sime¢ et al., 2009; Sal Moyano et al.,
2009; Zara et al., 2012; Antunes et al., 2018; Watanabe et al., 2020). A AVD apresenta epitélio
colunar simples com nucleos irregulares envolto por camada muscular e tecido conjuntivo. Esta
mesma organizacdo tecidual foi descrita para outros membros de Portunidae, como exemplo
para espécies do género Callinectes e Charybdis, e para Ocypodoidea e Majoidea (Castilho et
al., 2008; Simed et al., 2009; Sal Moyano et al., 2009; Zara et al., 2012; Nascimento & Zara,
2013, Antunes et al., 2018; Watanabe et al., 2020, 2022). A AVD das espécies estudadas é
dividida em duas porcdes: a proximal (AVDp) e a distal (AVDd). Esta divisdo é baseada na
formacgé@o dos espermatoforos coenospérmicos. A divisdo da AVD em duas porcoes ja foi
descrita para outros Portunidae, Grapsoidea e Majoidea (Cronin, 1947; Ryan, 1967a; Santos et
al., 2009; Nicolau et al., 2012; Zara et al., 2012; Nascimento & Zara, 2013; Antunes et al.,
2018; Watanabe et al., 2020). A AVD é a regido onde ocorre a formagao dos espermatoforos.
No caso da maioria dos Portunoidea, este processo se inicia na por¢do proximal e termina na
porc¢do distal, assim como descrito para todas as espécies do género Callinectes, Arenaeus,
Portunus, Carcinus maenas (Linnaeus, 1758), Ovalipes ocellatus (Herbst, 1799) e Geryon
fenneri Manning & Holthuis, 1984 (Spalding, 1942; Hinsch, 1986, 1988; Zara et al., 2012,
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Nascimento & Zara et al., 2013; Zara et al., 2014; Watanabe et al., 2020), Majoidea (Sal
Moyano et al., 2009; Antunes et al., 2018) e Grapsoidea (Garcia & Silva, 2006; Tiseo et al.,
2014). Entretanto, assim como descrito por Watanabe et al. (2022) para o Thalamitinae Ch.
hellerii, em Achelous spp e Cr. ruber a AVDd com amplo limen é o principal sitio de
armazenamento de espermatdforos maduros, ao contrario do que foi observado em todos 0s
outros Portunidae, Geryonidae e Carcinidae, até o0 momento, incluindo os aqui estudados Ar.
cribrarius e O. trimaculatus. As secrecfes luminais da AVD desempenham um papel central
na formacéo do espermatdforo e na polimerizacéo do plug-espermatico (Watanabe et al., 2020;
Assugeni et al., 2021), o que parece ser 0 caso de Ar. cribrarius e O. trimaculatus. Porém, tais
secrecOes ndo parecem ter esta funcdo em Achelous e Cr. ruber, sendo estas mais parecidas a
Ch. hellerii, o qual ndo parece ser produtor de plug-espermatico (Watanabe et al., 2022).

Nas cinco espécies estudadas a formacdo do espermatéforo mostra o0 mesmo padréo,
porém com caracteristicas histoquimicas distintas. Assim, dois tipos de secre¢6es luminais séo
encontrados no AVD. A secrecdo matriz (tipo 1) baséfila aumenta a densidade espermaética e
forma pequenas cristas entre a massa de espermatozoides e a secrecdo acidofila (tipo Il) que
aparece predominantemente na AVDd, separa 0s espermatozoides em massas (formando as
paredes dos espermat6foros), o que se confirma pelas particularidades histoquimicas dos
espermatdforos. Estes mesmos tipos de secrecdo com a mesma funcionalidade foram descritos
para outros Portunoidea, como Callinectes, Charybdis e para o Carcinidae, Car. maenas
(Nascimento & Zara, 2013; Ravi et al., 2014; Ryan, 1967; Spalding, 1942; Waiho et al., 2017,
Zara et al., 2012, Watanabe et al., 2020, 2022). Nas espécies de Achelous e de Cronius a
secrecao tipo | (matriz) da AVDp, a qual separa os espermatozoides em massas, € acidofila e
glicoproteica com a reacdo fracamente positiva para polissacarideos acidos. Em Ovalipes, a
diferenca se da pela presenca de uma secre¢do basofila e glicoproteica com reagdo fracamente
positiva para polissacarideos acidos, que separa 0s espermatozoides em massas, similar ao
observado para Ch. helleri (A. Milne-Edwards, 1867) (Watanabe et al., 2022). Porém, em
Arenaeus o padrdo histoquimico de formacdo dos espermatoforos € o0 mesmo descrito para
Callinectes, o qual nota-se que a secrecdo que envolve a massa de espermatozoides da AVDp
é acidofila, fortemente reativa para polissacarideos acidos, polissacarideos neutros e proteinas
(Zara et al., 2012; Nascimento & Zara et al., 2013; Watanabe et al., 2020). As mesmas
caracteristicas histoquimicas de secrecdo sdo mantidas na AVDd com exce¢do de Arenaeus
uma vez que, ocorre a adi¢do de proteinas e polissacarideos acidos, os quais sdo misturados a

secrecdo da AVDp, sendo este novo composto presente também na parede do espermatoforo.
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Além disso, conforme descrito para a maioria dos membros de Brachyura, as secre¢oes
baséfilas e aciddfilas na AVDp sdo uma caracteristica comum relatada para formacdo de
espermatoforos (Spalding, 1942; Uma e Subramoniam, 1979; Johnson, 1980; Sainte-Marie,
1999; Simeo et al., 2009; Stewart et al., 2010). Na AVDd das cinco espécies aqui estudadas,
massas espermaticas j& envoltas pela parede do espermatdforo continuam a receber
glicoproteinas, sempre separadas por polissacarideos neutros, como relatado para outras
espeécies de braquidros (Johnson, 1980; Garcia e Silva, 2006; Erkan et al., 2009). Anilkumar &
Subramoniam (1999) sugeriram que a parede do espermatoforo é composta por proteinas
ligadas a glicosaminoglicanos, enquanto Garcia & Silva (2006) sugeriram que a parede é
composta de polissacarideos neutros. Em nosso estudo, a secre¢ao apresentou polissacarideos
neutros e proteinas, com reacdo fortemente positiva para polissacarideos acidos em Arenaeus,
assim como foi observado em Callinectes (Nascimento & Zara, 2013; Zara et al., 2012;
Watanabe et al., 2020). Esse padrdo, ou seja, duas substancias com diferentes compostos
secretados na AVD para formar os espermatoforos, parece ser a forma mais geral e padrdo de
Eubrachyura, uma vez que tem sido observado em muitas espécies (Adiyodi & Anilkumar,
1988; Cronin, 1947; Johnson, 1980; Nascimento & Zara, 2013; Ravi et al., 2014; Ryan, 1967;
Sainte-Marie & Sainte-Marie, 1999; Sime0 et al., 2009; Stewart et al., 2010; Tiseo et al., 2014;
Zara et al., 2012). Assim, propomos que a secre¢do positiva para polissacarideos acidos que
ocorre nas espécies formadoras de plug-espermatico deste trabalho e de outras ja descritas na
literatura, pode atuar também na catalizacdo deste, uma vez que ja existe a comprovacao de que
a secrecdo da AVD também participa na formacdo do plug-espermatico (Zara et al., 2012;
Nascimento & Zara, 2013; Assugeni et al., 2021). Além disso, nas espécies que possuem a
secrecdo da AVD com fraca reacdo para os polissacarideos acidos, como Achelous e Cronius,
este parece atuar juntamente com os polissacarideos neutros, na compactacdo das massas
espermaticas para formacdo dos espermatoforos. Em Charybdis, a secrecdo possui reacao
positiva para polissacarideos acidos ao longo de todo o vaso deferente, assim este deve atuar
tanto na compactagédo dos espermatoforos, como na manutencao destes no receptaculo seminal
(Watanabe et al., 2022). As substancias basoéfilas e acidéfilas da AVDp sdo uma caracteristica
comum relatada para a produgdo de espermatoforos tanto para Portunidae (Spalding, 1942;
Uma e Subramoniam, 1979; Johnson, 1980; Stewart et al., 2010) quanto para Majoidea (Sainte-
Marie & Sainte-Marie, 1999; Sime¢ et al., 2009).

A MVD de todas espécies aqui estudadas apresenta epitélio secretor colunar simples

com nucleos irregulares e basais, e com menor espessura que as outras regides do vaso
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deferente, devido ao grande volume de secre¢do e espermatozoides que fazem com que o
epitélio fique mais achatado. A medida que o fluido seminal aumenta na MVD, os
espermatoforos estdo mais distantes uns dos outros. Esta mesma morfologia foi descrita para
especies do género Callinectes (Zara et al., 2012; Nascimento & Zara et al., 2013; Watanabe et
al., 2020), para Majoidea (Sal Moyano et al., 2009; Sime0 et al., 2009), e Ocypodidae (Castilho
et al., 2008). No lumen da MVD, encontram-se espermatdéforos imersos em fluido seminal
acidofilo. Em Achelous e Cronius, a secre¢do da MVD ¢ intensamente reativa para proteinas e
reativa para polissacarideos neutros e para os &cidos, similar ao que foi observado nos
Charybdis (Zara et al., 2012; Nascimento & Zara et al., 2013; Watanabe et al., 2020, 2022). Em
Ar. cribrarius, os espermatdforos estdo imersos em secrecdo granular baséfila com pequenos
granulos acidofilos, com reacdo fortemente positiva para proteinas, polissacarideos neutros e
acidos. Este mesmo padrdo foi observado para O. trimaculatus, no qual a MVD apresenta
granulos imersos em secrecdo aciddfila em meio aos espermatoforos. Em Portunoidea, tais
granulos estdo relacionados a formacéao de plug-espermatico, uma vez que ocorre na MVD de
todas as espécies descritas até o0 momento e que se utilizam desta estratégia: Callinectes,
Arenaeus, Portunus, Chaceon fenneri e Car. maenas e Ovalipes (Spalding, 1942; Hinsch et al.,
1986, 1988; Stewart et al., 2010; Zara et al., 2012; Nascimento & Zara, 2013; Zara et al., 2014;
Watanabe et al., 2020; Assugeni et al., 2021). Tal caracteristica de secre¢do ndo foi observada
nos Portunidae do género Achelous e Cronius (deste trabalho) e nem nas espécies do género
Charybdis descritas na literatura (Wong & Swell, 2015; Watanabe et al., 2022). Esta secrecdo
granular parece ser sinapomorfia dos grupos de Portunoidea que realizam a formacdo de plug-
espermatico e a auséncia desta secrecdo a apomorfia dos grupos que ndo a possuem (Achelous,
Cronius e Charybdis). Estes granulos possuem reacdo fortemente positiva para proteinas e
polissacarideos neutros, sem reacdo para o polissacarideos acidos. Na MVD, os espermatéforos
estdo completamente formados e permanecem armazenados até a transferéncia para o
receptaculo seminal feminino. A finalizagdo da formacdo de espermatdéforos na AVD e o
armazenamento principalmente na MVD ocorre em todas as espécies estudadas neste trabalho
e em outras como as do género Callinectes, Charybids, Ovalipes, Geryon, e também Cancridae
e Majoidea, assim, nestas a PVD mostra apenas secregdo com resquicios ou auséncia de
espermatozoides ou espermatdéforos. Desta maneira, este tipo de transferéncia espermatica na
qual a MVD é a principal regido de armazenamento de espermatdforos, parece ser padréo para
as espécies que produzem plug-espermatico ou pacotes espermaticos em Brachyura (Beninger
et al., 1988; Diesel, 1989; Sainte-Marie & Sainte-Marie, 1998; Sainte-Marie et al., 2000;
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Benhalima & Moriyasu, 2000; Sal Moyano et al., 2010; Antunes et al., 2016, 2018; Oliveira &
Zara, 2018). Nas espécies que produzem pacotes espermaticos, a secre¢do da PVD separa o
fluido seminal mais antigo do mais recente, assim, formando dois ou mais estratos
espermaticos. Desta maneira, 0 que estrato que fertilizara os ovocitos dependera do tipo de
receptaculo seminal (abertura do oviduto) (Antunes et al., 2016; Antunes et al., 2018; Diesel,
1989, 1991). Até o momento, as espécies ja descritas na literatura e que produzem pacotes
espermaticos possuem glandulas acessérias associadas ao vaso, cuja secre¢do se mistura com
as secrecdes da PVD criando um gel que agrupa o fluido seminal em pacotes dentro do
receptaculo seminal (Antunes et al., 2016, 2018). Geralmente, em espécies que ndo possuem
pacotes espermaticos ou plug-espermatico, os espermat6foros sdo encontrados ao longo de todo
0 vaso deferente, incluindo a PVD (Sant’Anna et al., 2007; Castilho et al., 2008; Assugeni &
Zara, 2022).

A espécie Ar. cribrarius, que também é formadora de plug-espermatico, possui sistema
reprodutor masculino muito simular ao descrito para Callinectes (Zara et al., 2012; Nascimento
& Zara, 2013; Watanabe et al., 2020). Desta maneira, acreditava-se que as bolsas laterais
ocorriam nos vasos deferentes de todos os Portunidae; no entanto, estas bolsas parecem ser mais
caracteristicas, numerosas e maiores em todas as espécies que produzem plug-espermatico
como Arenaeus, Callinectes e Portunus e no Carcinidae Car. maenas (Spalding, 1942; Ryan,
19673, b; Johnson, 1980; Hinsch, 1988; Zara et al., 2012; Nascimento e Zara, 2013; Ravi et al.,
2014; Watanabe et al., 2020). Além disso, as espécies de Charybdis descritas na literatura, até
0 momento, apresentam tais bolsas laterais, porém em menor tamanho e quantidade, além disso,
é creditado que estes animais ndo sdo formadores formadores de plug-espermético (Wong &
Sewell, 2015; Watanabe et al., 2022). Ademais, as bolsas laterais estdo ausentes nos formadores
de plug-espermatico Scylla olivacea (Herbst, 1796) e Scylla serrata (Forskal, 1775) (Uma &
Subramoniam, 1984; Waiho et al., 2017) e também nas espécies do género Ovalipes, tanto na
espeécie estudada neste trabalho, como em O. ocellatus ja publicado na literatura (Hinsch, 1986).
Estes animais que sdo pertencentes a familia Geryonidae possuem o sistema reprodutor
masculino muito similar ao descrito para Chaceon, também formador de plug-espermatico
(Hinsch, 1988), porém, em Ovalipes trimaculatus nota-se auséncia de tais bolsas. Sendo assim,
a auséncia destas a apomorfia deste género e de Scylla. Desta maneira, pode-se considerar
ainda, a presenca de bolsas laterais e auséncia de espermatdforos na PVD uma sinapomorfia
compartilhada por alguns Portunoidea, recentemente rearranjados nesta familia (Evans, 2018),

independentemente de produzir plug-espermatico ou nao.

101



O epitélio da PVD torna-se mais espesso nesta regido, em relacdo a MVD,
provavelmente devido a presenca de apenas secrecdo, sem a presenga de espermatdforos, além
disso, apresenta epitélio cubico simples com ndcleos irregulares. Esta mesma organizacao
tecidual também foi verificada em outros Portunidae (Zara et al., 2012; Nascimento & Zara,
2013; Watanabe et al., 2020, 2022), Majoidea, (Hinsch & Walker, 1974; Sime¢ et al., 2009; Sal
Moyano et al., 2009), e Eriphiidae (Erkan et al., 2009). A PVD volumosa e sem espermatdforos
€ uma caracteristica ancestral e comum aos Portunoidea descritos na literatura até 0 momento,
sendo que estes realizam a formacdo de plug-espermatico (Spalding, 1942; Ryan, 1967a, b;
Johnson, 1980; Hinsch, 1988; Zara et al., 2012; Nascimento e Zara, 2013; Ravi et al., 2014,
Watanabe et al., 2020). Em contraposic¢do, a PVD menos volumosa e sem espermaotoforos
pode ser também indicativa da formacdo de pacotes espermaticos, que seriam descritos pela
primeira vez neste grupo. A secrecdo em todas as espécies estudadas possui caracteristica
aciddfila, assim como descrito para Callinectes, Portunus e Scylla. Na regido proximal nota-se
que a matriz é aciddfila, glicoproteica com reacdo fortemente positiva para polissacarideos
neutros e nao reativa para polissacarideos acidos, além de apresentar grandes granulos com
aspecto coagulado. Ja a regido distal da PVD apresenta secrecdo matriz acidofila, com aspecto
fibrilar, glicoproteica com reacdo positiva para polissacarideos neutros, sendo a parte fibrilar
desta secrecdo com reacdo fortemente positiva para proteinas. Estas secrecdes ndo possuem
reacdo para polissacarideos &cidos. A PVD de Cronius, Ar. cribrarius e O. trimaculatus
apresenta secrecao com as mesmas caracteristicas fibrilares da PVVDd de Achelous. Este mesmo
tipo de secrec¢do foi descrito para Callinectes, Charybids, Car. maenas, O. ocellatus e também
Chaceon fenneri (Hinsch 1986, 1988; Wong & Sewell, 2005; Watanabe et al., 2022). As
caracteristicas histoquimicas desta secrecdo sdo as mesmas descritas para Callinectes (Zara et
al., 2012; Nascimento & Zara, 2013; Watanabe et al., 2020), sendo a secrecdo acidofila, a matriz
com reacgdo positiva para proteinas e polissacarideos neutros, enquanto a mais fibrilar mostra
reacdo fortemente positiva. A PVD de Ovalipes mostra secrecdo similar ao descrito para Ch.
helleri com algumas regides amorfas (sem reacdo para nenhuma coloragdo), porém com matriz
aciddfila, fortemente reativa para proteinas e polissacarideos neutros e sem reacdo para
polissacarideos acidos. Assim, pode-se considerar esse tipo de secre¢do de aspecto fibrilar que
ocorre na PVD da maioria dos Portunoidea a sinapomorfia do grupo.

Em concluséo, a morfologia do sistema reprodutor masculino segue o padrdo geral
proposto para Brachyura. O principal sitio de armanezenamento dos espermatéforos nas

espécies aqui estudadas é na AVDp. A caracteristica ancestral trata-se da formacao de plug-
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espermatico, sendo este um carater plesiomorfico a auséncia deste, pode levar a formagéo de
pacotes espermaticos e ocorre de maneira homoplasica em Thalamitinae e Achelous, sendo este
aspecto uma sinapomorfia para o género Achelous. Ademais, a PVD apresenta somente
secrecdo, com auséncia de espermatoforos ou espermatozoides, o que parece ser a sinapomorfia
dos Brachyura formadores de plug-espermético ou pacote espermatico. A secrecdo granular na
MVD parece ser uma caracteristica exclusiva dos animais formadores de plug-espermatico.
Além disso, pela primeira vez foi proposto a divisdo da PVD em duas regides: proximal e distal
para 0 género Achelous. Os Arenaeus possuem caracterizacdo tipica dos Portunoidea
formadores de plug-espermatico, com a presenca de bolsas laterais. Assim, a auséncia destas
estruturas (bolsas laterais) em Achelous, Cronius e Ovalipes indica que este € um carater
homoplésico entre géneros de Portunoidea uma sinapomorfia para os Portuninae A. spinimanus,

A. spinicarpus e A. tumidulus.
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Capitulo 3

Do plug-esperméatico a ovulacédo: modificacbes morfologicas e

ultraestruturais do receptaculo seminal no siri azul Callinectes danae

Artigo publicado na Zoologische Anzeiger (Apéndice 1)

Resumo

Durante a transferéncia espermatica em Callinectes ocorre a producdo de um plug, o
qual evita a transferéncia de material adicional de outros machos. Neste trabalho examinamos
a morfologia, histoquimica e ultraestrutura do receptaculo seminal (RS) de Calinectes danae
em fémeas juvenis e adultas durante o desenvolvimento ovariano. Além disso, descrevemos
desde a formacédo histoquimica do plug-espermatico até a fertilizacdo no interior do RS.
Adicionalmente, analisamos o volume de ejaculado recebido pelas fémeas durante a copula. O
RS seminal seguiu o padrdo descrito para Portunidae, sendo inicialmente do tipo dorsal. O plug-
espermatico é formado pela deposi¢cdo ordenada do fluido seminal do vaso deferente anterior
misturada ao da regido média, influenciando na secrecao da regido posterior, produzindo assim
estratos quimicamente distintos. Ao mesmo tempo que ocorre a dissolucdo do plug, ocorre a
deiscéncia dos espermatoforos, em sincronia com o desenvolvimento ovariano. O plug é
dissolvido por meio de secrecdo holocrina de células com vesiculas eletrondensas e
eletronltcidas da camada densa. O plug esta totalmente dissolvido em fémeas com estagio
ovariano intermediario. A camada densa se dobra, criando a cAmara lateral. O oviduto dorsal,
continuo a camada densa passa a uma posi¢ao ventro-lateral, porém em oposicéo a vagina. Os
ovocitos em fémeas maduras, durante a ovulacao, passam por este canal e a fertilizacdo ocorre
praticamente sobre a vagina. O macho ejacula todo o material esperméatico em uma Unica
copula, levando a deplecdo total do esperma. Assim, o plug-espermético é derivado
exclusivamente do macho, por interagdo dos compostos das regides do vaso deferente, inclusive
da regido anterior, nunca antes descrita, levando a deplecéo total de esperma. A fémea dissolve
o0 plug, levando a uma modificagdo morfologica crucial para fertilizacao e liberacdo dos ovos.
Assim, fica claro a co-evolugéo dos sistemas reprodutores masculino e feminino, onde 0 macho
investe todo seu potencial reprodutivo para formar o plug e a fémea ao contrario, para dissolve-

lo.
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Introducéo

A familia Portunidae inclui os siris azuis dentre os quais Callinectes danae Smith, 1869
é uma das especies mais facilmente coletadas, considerada como bom modelo para estudo entre
os Portunidae brasileiros (Zara et al., 2012). Esta espécie ocorre no Atlantico Ocidental, desde
Golfo do México, Antilhas, Colémbia, Venezuela e Brasil (Melo, 1996), ocorrendo em
estudrios até o mar em profundidades de até 75m, com alta toler&ncia a variagdes de salinidade
(Williams, 1984). Callinectes danae faz parte da fauna acompanhante da pesca camaroneira e
é importante para a pesca artesanal, sendo considerado um recurso econémico ainda pouco
explorado para a alimentacdo no Brasil (Mantelatto e Fransozo, 1999; Severino-Rodrigues et
al., 2001; Zara et al.,2012). Segundo Pita et al. (1985), C. danae é o0 mais abundante portunideo
brasileiro capturado em bacias com influxo moderado a grande de 4gua doce, como o complexo
estuarino de Santos-S&do Vicente, Estado de Sdo Paulo e o quinto Brachyura mais abundante
em Ubatuba, Estado de Sao Paulo, (Costa e Negreiros-Fransozo, 1998; Branco e Masunari,
2000).

Nas fémeas de Brachyura, material seminal proveniente do macho é estocado em uma
porcdo modificada do ducto genital, o receptaculo seminal (RS) ou em uma invaginacdo do
exoesqueleto, sem ligacdo com o oviduto/ovario, a espermateca (Guinot & Quenette, 2005;
McLay & Loépez-Greco, 2011; Garcia-Bento et al., 2018). Os podotrematas possuem
espermateca que é considerada uma sinapomorfia do grupo, diferente caranguejos Eubrachyura,
0s quais possuem RS, que tem conexdo com o oviduto e a vagina. A vagina abre-se mais
medialmente no sexto esternito toracico, distante da coxa como nos podotremata (Guinot &
Tavares, 2001; McLay & Lépez-Greco, 2011). O RS é uma estrutura de origem mista, ecto-
mesodérmica, com a funcdo de armazenar os espermat6foros e/ou espermatozoides apos a
copula (Hartnoll, 1968; McLay & Lopez-Greco, 2011; Zara, et al., 2014; Antunes et al., 2016).
A porcdo mesodérmica do RS conecta-se ao ovario por meio do oviduto, sendo denominada
esta de regido dorsal. A regido ventral, tem origem ectodérmica, recoberta por cuticula, sendo
continua a vagina, a qual se abre na abertura genital ou vulva (Hartnoll, 1968; McLay & Lépez-
Greco, 2011; Zara, et al., 2014). Em Callinectes danae, a vagina é do tipo arredondada com 0s
gonoporos assimetricamente ovoides (Hatnoll, 1968; Willians, 2007). Diesel (1991) classificou
0 RS de acordo com a abertura do oviduto em dois tipos: dorsal e ventral. No tipo dorsal a
abertura do oviduto encontra-se numa posic¢ao relativamente dorsal ao RS estando assim oposta
a abertura da vagina. O tipo ventral tem como caracteristica apresentar o oviduto e a vagina

préximos um ao outro, sendo portanto, o oviduto posicionado ventralmente, abrindo pouco
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antes, na regido dorsal, proxima a camada cuticula ventral. Um terceiro tipo de RS foi proposto,
o0 intermediario, demonstrando que a abertura do oviduto no receptaculo seminal encontra-se
entre os extremos dorso-ventral (McLay & Lopez-Greco, 2011; Gonzales - Pisani et al., 2012;
Guinot et al., 2013). Assim, a presenca de conexdes intermediarias, além de outras morfologias,
como o oviduto se abrindo na vagina como observado em Dorippidae sinalizam para uma
diversidade morfoldgica de pontos de abertura do oviduto (hayer, et al., 2016; vehof et al.,
2017). Neste trabalho utilizaremos classificacao tipo ventral e tipo dorsal tendo em vista a
literatura tradicional para Portunidae (Ryan, 1967; Jonhson, 1980; Zara et al., 2014). Uma outra
estrutura acessorio de armazenamento de espermatozoides € a bursa (Jensen et al., 1996; Jensen
& Bentzen, 2012). Nas espécies que apresentam esta estrutura, o oviduto abre-se em um canal
cuticular especifico entre o receptaculo seminal e a bursa o que parece estar restrito a espécies
pertencentes as familias Cancridae Latreille, 1802 e Dorippidae MacLeay, 1838 (Jensen et al.,
1996; Jensen & Bentzen, 2012; Vehof et al., 2017). Em Portunidae o padrdo do receptaculo
seminal é majoritariamente dorsal, como ocorre em Arenaeus cribarius (Lamarck, 1818),
Callinectes sapidus Rathbun, 1896 e Portunus pelagicus (Linnaeus, 1758) sendo que para
Portunus hawaiiensis (Stephenson, 1968) in Ryan (1967) como Portunus sanguinolentus, o RS
foi descrito como intermediario (Johnson 1980; Bawab & EI-Sherief 1988; Diesel, 1991;
McLay e Lépez Greco, 2011; Zara et al., 2014).

Spiridonov et al. (2014) realizou estudo morfoldgico e molecular com a superfamilia
Portunoidea levando a mudancas substanciais na classificacdo das familias, sendo Ovalipes
antes em Geryonidae Colossi, 1923, elevado a nova familia Ovalipidae Spiridonov, Neretina &
Schepetov, 2014. As espécies Carcinus maenas (Linnaeus, 1758) e Portumnus latipes
(Pennant, 1777) foram retirados de Portunidae Rafinesque, 1815 e inseridos na reavivada
Carcinidae MacLeay, 1838, sendo o mesmo realizado com o género Liocarcynus Stimpson,
1871 que agora esta inserido em Polybiidae Ortmann, 1893. Em particular para as familias
Portunidae, Carcinidae e Cancridae Latreille, 1802, o fluido seminal dos machos forma o plug-
espermatico no interior do RS (Hartnoll 1969; Hinsch 1988; Spalding, 1942). O plug impede
ou dificulta a introdugdo dos gonopodos ndo permitindo a transferéncia de material genético de
outros machos (Hartnoll 1969, Hines et al., 2003; Wolcott et al., 2005; Zara et al., 2012, 2014).
Durante o desenvolvimento ovariano, o plug-espermatico desaparece do RS, o qual se torna
menor e flacido no Carcinidae Car. maenas, Ovalipidae Ovalipes ocellatus (Herbst, 1799),
Portunidae Portunus pelagicus P. hawaiiensis, A. cribrarius, Callinectes ornatus Ordway 1863
C. sapidus e C. danae (Spalding, 1942; Ryan, 1967; Johnson, 1980; Hinsch, 1986; Bawab and
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El-Sherief,1988; Costa and Negreiros-Fransozo, 1998; Mantelatto and Fransozo; Hines et al.,
2003; Wolcott et al., 2005). Porém as alteracbes morfoldgicas no RS com relagdo ao
desenvolvimento ovariano, as quais parecem ser um padrdo para Portunidae formadores de
plug-espermatico, foram somente estudadas na histologia e ultra-estrutura para A. cribrarius
(Zara et al, 2014) Por sua vez, nos Portunidae (Thalamitinae) Charybdis smithii MacLeay,
1838, Thalamita prymna (Herbst, 1803), Thalamita sima H. Milne Edwards, 1834 e Thalamita
picta Stimpson, 1858 ndo foi detectada a evidéncia de plug no RS por meio de anélises
macroscopicas (Balasubramanian & Suseelan, 1998; Norman, 1996; Norman et al., 1997,
1999). Em vaérias espécies de majoids ocorre a presenca de estratos ou pacotes espermaticos e
a posicao do oviduto pode ser crucial para a competicdo espermatica, onde o Gltimo macho tera
preferéncia para a fertilizacdo dos ovdcitos, uma vez que o RS é majoritariamente do tipo
ventral (Diesel, 1989, 1991; Sainte-Marie & Sainte-Marie, 1998, Sainte-Marie et al., 2000; Sal
Moyano et al., 2009; Antunes et al., 2016, 2018). Porém, para as espécies que apresentam plug-
espermatico, esta condi¢do de competicdo espermatica pode ser reduzida ou ausente (Parker,
1970).

Neste trabalho caracterizamos as alteracdes do RS desde a formacdo do plug-
espermatico e como este encontra-se organizado até a fertilizacdo em C. danae, por meio da

histologia, histoquimica e ultraestrutura.

Material e métodos

Os animais foram coletados de marco de 2007 a fevereiro de 2008 no complexo
Estuério/baia de Santos-S&o Vicente, Estado de S&o Paulo, Brasil, com auxilio de barco de
pesca equipado com rede otter-trawl semi-bal&o, amostrados nos mesmos pontos utilizados por
Sant’ Anna et al. (2012). Adicionalmente, casais com fémeas em estagio pré-copulatorio foram
coletadas com armadilhas ring net com iscas na desembocadura do Rio Branco (Rio Boturoca)
no Rio Santana (23°55'59.4"S 46°27'11.0"W) entre novembro de 2018 a fevereiro de 2019.
Todos os animais foram transportadas vivos em caixa de plastico com agua do local de coleta
aerada para o laboratdrio. A espécie foi identificada de acordo com Melo (1996) e diferenciada
guanto ao estagio de desenvolvimento, juvenil (JUV) ou adulto (AD) por meio da morfologia
e aderéncia do abdémen ao esterno (Zara et al., 2013). Todos os individuos tiveram a largura
da carapaca cefalotoracica (CW) medida, excluindo-se os espinhos laterais, utilizando

paquimetro analdgico (0,05 mm).
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Para analise macroscépica do sistema reprodutor, os animais foram anestesiados por
choque térmico e em seguida dissecados. Casais (N=6) com fémeas JUV em abraco preé-
copulatorio (Pinheiro and Fransozo, 1999) foram mantidas em aquarios aerados com filtracéo
externa, salinidade de 25, temperatura da sala (24°C) e foto periodo (12L;12D) controlados.
Cada aquario de 36x36x64cm teve como substrato areia e conchas, alem de rochas vivas, sendo
alimentados com pedacos de camardo peneideo duas vezes ao dia (adaptado de Antunes et al.,
2016). O estagio ovariano em fémeas adultas foi classificado macroscopicamente de acordo
com a coloracdo e volume relativo ao hepatopancreas. Os estdgios ovarianos foram
classificados em: rudimentar (RUD), em desenvolvimento (DEV), intermediario (INT), maduro
(MAT) e ovigera (OV) (Costa e Negreiros-Fransozo, 1998; Zara et al., 2014). Neste estudo,
apenas 0s receptaculos seminais de fémeas ovigeras com ovarios rudimentares, i. €. em pré-
vitelogénese ou vitelogénese enddgena (Mollemberg et al., 2017), foram utilizadas, seguindo
0s mesmos critérios adotados para A. cribrarius (Zara et al., 2014).

Para andlise histoldgica apos a fixagdo, os RS foram desidratados em séries crescentes
de alcool (40-100%), imersos em xilol por 2h e em seguida embebidos em parafina (56°C).
Apbs a polimerizacdo e seccionamento, os cortes histoldgicos foram coletados em laminas,
desparafinados em xilol, reidratados e corados com Hematoxilina & Eosina para descri¢cao
morfolégica de acordo com Junqueira & Junqueira (1983). Para a analise histoquimica, 0s
cortes foram corados com a técnica do Xylidine ponceau (Melo e Vidal, 1980) para proteinas,
PAS para polissacarideos neutros, azul de Alcian, para os polissacarideos acidos e a técnica
conjugada PAS/azul de Alcian para determinar a preponderancia de um tipo de polissacarideo
em detrimento de outro, segundo protocolo proposto por Junqueira & Junqueira (1983).

Para determinar o volume de fluido seminal transferido durante a copula e formacéo do
plug-espermatico, bem como a deplecdo do vaso deferente nos machos, foi realizado um
experimento baseado em Jivoff (1997) e Wolcott et al. (2005). Casais (n=6) de C. danae
(machos CW:70,8-86,1mm) (fémeas CW:63,7-73,7mm) em abraco pré-copulatorio foram
separados e 0s machos anestesiados por choque térmico. Foi realizada a abla¢do do gonépodo
esquerdo, em seguida utilizou-se iodo para evitar infecgdes, e posteriormente 0s animais foram
devolvidos para os aquarios. Os machos prontamente retomaram ao abraco pré-copulatorio.
Apds a muda da puberdade e copula, os animais em estagio de guarda pos-copulatoria foram
separados, anestesiados por choque térmico e dissecados. Ambos vasa deferentia e RS esquerdo
e direito foram retirados e pesados separadamente em balanca analitica (0,001g). Para fins de

calculo, foi subtraido o peso do vaso deferente que ndo transferiu o material (esquerdo, sem o
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gonodpodo) em relacdo ao do valor referente ao peso do vaso deferente que transferiu o material
seminal (lado direito, com gondpodo intacto). Para as fémeas os célculo foi exatamente o
oposto, contabilizado o peso do RS que recebeu o ejaculado (esquerdo) excluindo o peso da
estrutura vazia que nao recebeu o material espermatico (direito), resultando assim no peso total
de ejaculado transferido. Para isto realizamos o teste de normalidade de dados Shapiro-Wilk
(p>0.05) e de homocedasticidade (p > 0.05). Para comparagao das variaveis foi realizado o teste

T pareado no Software Origin Pro8.

Resultados

Anatomia

O RS em fémeas juvenis caracteriza-se pela morfologia auricular, com aspecto flacido
e colapsado das paredes laterais do 6rgdo. A regido dorso-anterior do RS apresenta uma dobra
natural direcionada para a margem externa da cavidade cefalotoracica. O ovario abre-se, por
meio do oviduto em posicdo dorsal, oposta a vagina. Porém devido a disposi¢do antero-
posterior do RS, o oviduto encontra-se no 1/3 dorso-posterior ao corpo (Fig. 1A). Em fémeas
RUD, em abrago pos-copulatério, o RS sofre ampla distensdo devido a presenca do plug-
espermatico. Anatomicamente, o 6rgdo passa a um formato riniforme com ampla distenséo da
porcdo do 1/3 anterior. O oviduto continua dorsal em oposicao a vagina (Fig. 1B). Em fémeas
DEV apo6s 14 dias do término do abraco pés-copulatério, a estrutura do RS comeca a sofrer
modificagdo pela reducdo do volume do 2/3 posteriores (caudais). O RS ainda encontra-se
volumoso, devido ao plug-espermatico em dissolucdo. O oviduto continua dorsal, em oposicao
avagina, porém sua posicao relativa encontra-se mais deslocada lateralmente, pela modificacao
da regido dorsal associadas a remocao do plug-espermatico da por¢do 2/3 posterior (Fig. 1C).
Nas fémeas com estdgios ovarianos variando de INT, MAT e OV nota-se que o volume do RS
reduziu drasticamente. O receptaculo, o qual fica totalmente inserido na regido ventral da
cavidade cephalotoracica, mostra-se com o lobo anterior como principal camara, quase
excéntrico ao oviduto. Os 2/3 posteriores encontram-se bastante modificados e continuos com
0 oviduto dorsal, o qual encontra-se em oposi¢ao a vagina, porem como um canal quase lateral.
O material seminal esbranquicado encontra-se no interior da camara formada pela porcéo
anterior (Fig.1D).
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Histologia e histoquimica

Ao microscopio de luz nota-se que o RS em fémeas JUV de C. danae mostra a por¢do
dorsal anterior destacada e dobrada mas continua com o restante dos 2/3 posteriores. O RS
mostra duas regides distintas: a dorsal, onde abre-se o oviduto e a ventral continua com a vagina
(Fig.2A). A regido dorsal do RS é composta por trés camadas distintas: camada conjuntiva
(connective layer) externa, camada colagena intermediaria e camada densa, mais interna a qual
é um epitélio estratificado (Fig. 2B). A camada conjuntiva mostra amplos espagos hemais, com
hemacitos (Fig. 2C). A camada colagena tem menos espacos hemais e muitas fibras (Fig. 2B).
Em fémeas JUV o RS mostra a camada densa com epitélio estratificado muito espesso
composto de pequenas células com nucleos variando de arredondado a elipticos (Fig. 2B). A
regido basal da camada densa, junto ao tecido conjuntivo apresenta células em divisdo (Fig.2B).
As células mais apicais da camada densa apresentam nucleo extremamente compacto e com
citoplasma basofilo, com algumas células em descamacéo (Fig. 2B)

A insercdo do oviduto ocorre na margem posterior dorsal da regido de origem
mesodérmica, caracterizado pela presenca de um tampao de células com nucleos arredondados
(Fig. 2D). A insercdo do oviduto no RS ocorre exatamente na regido oposta a vagina, sendo
assim, classificado como receptéculo do tipo dorsal (Fig. 2A e 2D). Na transicdo entre a regido
dorsal e ventral notam-se dobras, as quais progridem para o interior do limen (Fig. 2A e E).
Esta transicdo é marcada por células altas, com aspecto vacuolizado e a camada cuticular
progressivamente torna-se mais espessa em direcdo a regido ventral (Fig. 2E). O epitélio da
regido ventral é colunar com nucleos elipticos mediano-basais recobertos por espessa camada
de cuticula (Fig. 2E e F). Semelhante ao epitélio dorsal, o epitélio ventral também encontra-se
assentado sobre a camada conjuntiva (Fig. 2F). A vagina é composta por epitélio simples
recoberto por cuticula mais espessa que da regido ventral (Fig. 2F). O RS apresenta secre¢do
luminal basofila e com aspecto fibrilar (Fig.2A e G). Esta secrecao é fracamente positiva para
proteinas, polissacarideos neutros e &cidos (Fig. 2H-K).

Em fémeas RUD ap0s o término do abrago pos-copulatério, o RS encontra-se totalmente
distendido pela presengca do plug-esperméatico. O plug apresenta trés tipos de secrecdo
organizados em dois estratos. O estrato 1 ocupa uma parte dos 2/3 da porgéo posterior do
receptaculo, enquanto a estrato 2 ocupa toda a porcdo anterior e uma parte da posterior,
compreendendo cerca de 50% do volume do RS. O estrato | apresenta a secre¢éo tipo | acidofila
enquanto o estrato 1l, basofilo possui duas secregdes: tipo Il e Ill. A secrecdo tipo Il €

fortemente aciddfila e esta em contato com o epitélio dorsal, principalmente da porcéo anterior.
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Os espermatoforos encontram-se especialmente imersos nesta secrecdo (Fig. 3A e B). A
secrecdo tipo | € intensamente reativa para proteinas e positiva para polissacarideos neutros,
sendo negativa para os acidos (Fig. 3 C-E). A secrecdo tipo Il, mais central ao estrato 2 na
porcdo anterior dorsal, é fortemente positiva para proteinas, porém com reacao ligeiramente
menos intensa que na secrecdo | (Fig. 3C). Por sua vez, o oposto da reacdo para proteinas é
observada para polissacarideos neutros, sendo a secrec¢do tipo Il mais positiva que a tipo I (Fig.
3D). A secrecdo tipo Il € positiva para polissacarideos acidos (Fig. 3E). A secrecdo |, periférica
no estrato 1, é glicoproteica, porém ligeiramente menos intensa que a secrecdo Il (Fig. 3C e D).
Esta secrecdo tipo | € fortemente reativa para polissacarideos, principalmente quando
comparada com a Il (Fig. 3E). Esta intensa reatividade da secrecdo tipo | é confirmada pela
técnica conjugada do PAS/azul de Alcian, mostrando preponderancia de polissacarideos acidos,
enguanto a tipo 11 é mais reativa para neutros (Fig. 3F e G). Entre os dois estratos, junto a regiao
dorsal, ocorre uma &rea lucida, sem reacéo para nenhum dos corantes testados (Fig. 3 A, C-F).
O epitélio da camada densa mostra muitas camadas celulares e, nos estratos apicais, muitas
células em descamacéo, configurando a secrecdo holdcrina. O citoplasma das Ultimas camadas
celulares e nas células em descamacdo € acidofilo, intensamente marcado para proteinas e
polissacarideos neutros. A camada densa, epitelial, estd assentada sobre a camada colégena,
com as fibras marcadas para proteinas e polissacarideos neutros (Fig. 3H-L). A camada mais
interna da parede do espermat6foro, mais espessa possui composicao glicoproteica com reagao
para polissacarideos acidos na camada mais interna (Fig. 3L-O).

O estagio DEV mantém as mesmas caracteristicas de RUD, porém o plug-espermatico
tem menor volume, com amplos espagos lucidos entre a camada densa e plug, e 0s
espermatdforos encontram-se presente. No estagio INT, os espermatdforos estdo deslocados
para a regido ventral do receptaculo seminal (Fig. 4A e B). A regido dorsal esta continua ao
oviduto (Fig. 4A). As células da transicdo entre a regido dorsal e ventral, transformam-se em
um epitélio modificado derivado das células da camada dorsal mesodérmica. Assim, 0
receptaculo mostra duas areas de transi¢do, uma entre a regido ventral recoberta por cuticula
(ectodérmica) e outra entre o epitélio modificado e as células da camada densa da regido dorsal,
em descamacao (Fig. 4B-D). O epitélio modificado dorsal € simples, colunar e alto, com células
apresentando mais de um ndcleo e longas microvilosidades semelhantes a cilios ao microscépio
de luz. O citoplasma encontra-se positivo para proteinas e polissacarideos neutros, sendo as
microvilosidades fortemente positivas para ambos os compostos (Fig. 4E and F). Este epitélio

fica dobrado sobre a regido ventral do RS, formando o teto do RS. Esta dobra faz parte da antiga
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porcao anterior dorsal nas fémeas RUD e o RS transforma-se em uma camara excéntrica ao
eixo regido dorsal e oviduto em relagéo a vagina (Fig. 4A). A camada densa dorsal, permanece
continua com o oviduto, e o epitélio dorsal estratificado, ligado ao oviduto, possui menor
numero de células em descamacéo, as quais mostram-se bastante vacuolizadas, com reacéo
menos intensa para glicoproteinas (Fig. 4 G-1). Este material das células em descamagdo
auxiliam na migracdo dos espermat6foros sem parede, portanto massas compactas de
espermatozoides os quais fundem-se uns aos outros formando massas maiores na regido ventral
do RS (Fig. 4A e B).

Em fémeas MAT e OV, o receptaculo apresenta somente espermatozoides livres no
interior do RS, o qual mostra-se como uma camara excéntrica ao eixo oviduto em oposi¢ao
vagina. Assim, o RS é classificado como tipo dorsal, porém a maior parte do receptaculo forma
uma camara excéntrica ou lateral ao oviduto-vagina. (Fig. 5A). Duas fémeas foram coletadas
durante o processo de ovulacdo devido ao estresse de transporte para o laboratorio. Nestas
fémeas, os ovocitos caminham pelo canal do oviduto e antiga camada densa da regido dorsal
do RS (Fig. 5A e B). No interior deste canal nota-se a presenca de espermatozoides livres (Fig.
5B). O epitélio estratificado da camada densa apresenta poucas células em descamacéo,
assentadas sobre a camada colagena e conjuntiva, as quais se mantém espessas (Fig. 5A e C).
Os ovacitos, entram na camara lateral do RS, recoberta pelo epitélio dorsal modificado, e nesta
passagem, observa-se muitos espermatozoides livres entre o oviduto e a camara do RS (Fig.
5C-E). Uma forte musculatura esta associada ao tecido conjuntivo na base da ligacéo do oviduto
a camara do RS (Fig. 5A). No interior da cAmara, 0s espermatozoides livres estdo armazenados
e muitos deles sdo observados em contato com as longas microvilosidades semelhantes a cilios
(Fig. 5E). Os ovdcitos entram em contato com os espermatozoides livres, os quais formam uma
nuvem sobre o corio (Fig. 5F). A regido ventral do RS mantem a mesma caracteristica dos
estagios anteriores, sendo um epitélio simples variando de clbico a pavimentoso, recoberto por
cuticula sobre a camada colagena. O epitélio ventral esta associado a muitos feixes de fibras
musculares paralelos ao epitélio e um forte feixe perpendicular sdo encontrados (Fig. 5G). Esta
descricdo é a mesma para a vagina, a qual termina na vulva. A secrecdo do RS entre 0s

espermatozoides é glicoproteica com a presenca de polissacarideos neutros e &cidos (Fig. 5H-

J).
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Utraestrutura

Durante o ciclo ovariano, o RS de fémeas de C. danae com ovarios (RUD), apresentam-
se volumosas devido ao grande volume de liquido seminal do macho, introduzido durante a
copula. Em fémeas RUD recém copuladas ocorre a reducdo em espessura da parede do RS,
devido a pressdo exercida pelo plug-espermatico (Fig. 6A). Assim ambas as camadas densa e
coldgena encontram-se delgadas (Fig. 6A). A camada colagena, mais externa, apresenta 0s
fibroblastos achatados devido a configuracdo dos seus nucleos. Por entre estes, notam-se varios
pacotes de fibras colagenas, com a maioria das fibras alinhadas em uma sé direcéo, devido a
pressao exercida pelo fluido seminal (Fig. 6C e B). A porcdo mais externa da camada colagena
é ligeiramente distinta do restante, apesar de claramente estirada devido ao liquido seminal.
Nesta porcdo, observam-se alguns amplos espacos hemais, com a presenca de hemacitos e
vasos sanguineos (Fig. 6D). A camada densa com epitélio estratificado, mostra nicleos centrais
que variam de alongados a arredondados, com heterocromatina geralmente periférica e nucléolo
evidente (Fig. 6E). Nas células das camadas mais externas e em descamagco, o citoplasma esta
preenchido por RER e apresenta dois tipos de vesiculas tipo | eletrondensas e tipo Il
eletronlicidas (Fig. 6E e F). No citoplasma encontram-se vesiculas com membranas
concéntricas e material eletrondenso semelhante a lisossomos (Fig. 6G e H). No lumen, os
espermatozéides encontram-se no interior dos espermatdéforos alojados dorsalmente. A
secrecao luminal é formada por trés tipos de secrecdo: (1) eletrondenso e finamente granular;

(2) homogéneo e menos eletrondenso e (3) fibroso, misturado aos outros dois tipos (Fig. 61-J).

O RS de fémeas com o ovario no estagio em desenvolvimento (ED) e intermediario
(INT) apresentaram as mesmas caracteristicas ultraestruturais. Quando comparada ao estagio
RUD, a camada colagena encontra-se mais espessa, com feixes de fibras colagenas de mesma
eletrondensidade, dispostos em diferentes sentidos. Os fibroblastos, ainda achatados,
apresentam muitas ramificagdes citoplasmaticas (Fig. 7A). A camada colagena é marcada pela
presenca de vasos sanguineos calibrosos (Fig. 7B). Junto a estes vasos e no interior dos espacgos
hemais, € comum a presenca de células com inclusdes de reserva ou células RI, com fungéo de
producéo e estocagem de hemocianina. Tais células séo caracterizadas por uma Unica e grande
vesicula eletrondensa, a qual ocupa boa parte do citoplasma (Fig. 7B e C). A camada densa
torna-se bastante espessa e estende-se até o oviduto. As células desta camada tornam-se mais
frouxas e com muitos espacos hemais preenchido com hemolinfa e algumas parecem soltas na
luz do oviduto. O citoplasma esta preenchido por reticulo endoplasmatico rugoso (RER),
apresentam nucleos centrais irregulares, com heterocromatina perférica e nucléolo central (Fig
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7D). As células da regido dorsal do RS, mostram o epitélio modificado, intimamente unidas por
complexos juncionais. O citoplasma apresenta ndcleos basais, com pouca heterocromatina,
discreto RER e muitas mitocéndrias (Fig. 7E). Tais organelas sdo particularmente abundantes
no polo apical, onde séo encontradas projecoes filiformes repletas de microtabulos (Fig. 7F).
Abaixo do epitélio modificado dorsal, o lumén do RS armazena espermat6foros circundados
apenas por secrecdo fibrosa e delgada (Fig. 7G). A regido ventral, em oposi¢do ao epitélio
modificado, possui células pequenas, com envoltdrio nuclear bastante irregular, recoberto com
cuticula. Justaposto ao epitélio, varios feixes de fibras colagenas e espacos hemais podem ser

observados no tecido conjuntivo (Fig. 7H e I).

A camada densa, continua com o oviduto mantem o mesmo aspecto das células descritas
no estagio INT. O RS é marcada pela presenca da camara lateral, cuja o teto, na regido dorsal
mostra o epitélio modificado. As células séo bastante semelhantes aos estagio INT (Fig. 8A e
B). A principal caracteristica destas células é a presenca de grande quantidade de mitocondrias
no pélo apical, além de projecdes filiformes e longas, projetadas para o lGmen da camara, aqui
descritas como microvilosidades. Tais estruturas mostram diferentes angulos de inclinago em
relacdo a superficie do epitélio transverso (Fig. 8B-D). Estas projecdes sdo ancoradas no
citoplasma por meio de corpos eletrondensos, relembrando um corpusculo basal ciliar, porém
sem presenca de trincas de microttbulos (Fig. 8D-F). Tal elemento de citoesqueleto preenche
toda a extensdo da projecao filiforme (Fig. 8G). Em corte transversal, pode-se identificar
elementos de citoesqueleto com 24 nm e 5 nm que parecem ser actina e microtubulos com
pouca ordem entre elementos periféricos e centrais, ndo organizados em axonema (Fig. 8H e I).
Os espermatozoides encontram-se livres na camara lateral imersos em secrecdo eletrondensa
(Fig. 8B, C e J). A regido ventral continua marcada pela camada cuticular, bastante espessa
nestes estagios (Fig. 8L), sendo as células que compdem esta camada, ricas em mitocéndrias

sob a cuticula (Fig. 8K).

Experimento de cépula

O peso médio dos vasa deferentia com ablagdo do gonopodo | (lado esquerdo) foi de
1,50+0,06g, enquanto que o vaso funcional (gonopodo direito) foi 0,42 £0,04g (t = -44.31;
p<0.05), com o volume de 1,08+0,06g transferido para a fémea. O RS que recebeu o plug-
espermatico teve peso médio de 1,64+0,25g enquanto que o RS que néo recebeu material
devido a ablacdo do gonodpodo I, teve peso médio de 0,52+0,11g (t = -17.66; p<0.05). O peso

médio do plug-espermaético, ou seja a diferenca entre o volume do RS cheio e vazio foi de
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1,12+0.07g. Assim, nédo existe diferenca entre o volume transferido e o recebido pela fémea na
forma de plug-espermatico (t = -1,16; p> 0.05). Portanto, o macho transfere 100% do fluido
seminal presente no vaso deferente para o RS da fémea. Nota-se ainda uma diferenca de 3% de
volume de material adicional, produzindo incremento de peso, calculado pela subtracdo do
volume recebido em relagdo ao volume transferido. O tamanho dos machos ndo influenciou na
quantidade de fluido seminal transferido para fémea, bem como fémeas de diferentes tamanhos
armazenaram a quantidade total de fluido seminal transferido pelo macho independente do seu

tamanho.
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Figura 1. Alteragdes morfologicas macroscopicas do receptaculo seminal (RS) de Callinectes
danae ao longo do desenvolvimento ovariano. (A) RS em forma de auricular de fémeas JUV em
abrago pré-copulatorio; a regido dorso-anterior do RS é naturalmente dobrada (ponta de seta preta) e o
ovario se conecta ao oviduto que se abre dorsalmente, oposto a vagina. (B) O RS das fémeas RUD em
abrago po6s-copulatorio é alargado, devido a presenca de um plug-espermatico em forma de rim, e
distendido no terco anterior. (C) Em DEV livre Nas fémeas, o volume SR do terco anterior comeca a
diminuir a medida que o plug-espermaético se dissolve. Embora o oviduto dorsal ainda esteja em
oposicao a vagina. (D) em INT, MAT e OV livre Nas fémeas o volume do RS é drasticamente
reduzido e as dobras da regido dorsal formam a cAmara principal do RS, excéntrica ao oviduto dorsal.
O liquido seminal esbranquigado dentro da cAmara localiza-se na regido anterior do SR (ponta de seta
branca). DEV: em desenvolvimento; RD: regido dorsal; INT: intermediario; MAT: maduro; O: ovario;
OD: oviduto; OV: ovigero; RU: rudimentar; RS: receptaculo seminal; VG: vagina.
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Figura 2. Receptaculo seminal fémea juvenil de Callinectes danae. (A) Sob microscopia de luz, o RS
nessas fémeas tem duas regides diferentes: a regido dorsal onde o oviduto se abre e a regido ventral
conectada a vagina. (B) A regido dorsal possui trés camadas: uma camada externa conjuntiva (1), uma
camada intermediaria de colageno (2) e uma camada interna densa (3), com epitélio estratificado. O
epitélio estratificado é muito espesso e as células sdo pequenas com nucleo arredondado a eliptico. As
células mais apicais do epitélio estratificado apresentam nucleo extremamente achatado e citoplasma
basofilico; algumas das células estdo sofrendo descamacdo. (C) Detalhe da camada conjuntiva com
amplos espacos hemais preenchidos com hemacitos (ponta de seta branca). (D) Nas fémeas JUV, o
oviduto esta inserido na margem posterior posterior da regido mesodérmica e é caracterizado pela
presenca de tampéo celular (seta branca) com nucleo arredondado. (E) Detalhe da transi¢éo entre as
regides dorsal e ventral com pregas que se estendem até a luz do RS. Essa transi¢do é caracterizada por
células longas de aspecto vacuolizado e a camada cuticular torna-se progressivamente mais espessa em
direcdo a regido ventral (seta preta). A regido ventral apresenta epitélio colunar com nucleo eliptico
mediano-basal recoberto por espessa camada cuticular. (F) A vagina é composta por um epitélio simples
recoberto por uma cuticula mais espessa que a regido ventral. (G) Secre¢do luminal basofilica de aspecto
fibrilar. (H) Secrecdo luminal fracamente positiva para proteinas. (I) Secre¢do do SR fracamente
positivo para polissacarideos neutros. (J) Secre¢do luminal fracamente positiva para polissacarideos
acidos. DL: camada densa; RD: regido dorsal; C: cuticula; TC: tecido conjuntivo. L: lamen. MDE:
epitélio dorsal modificado; O: ovério; OD: oviduto; S: secrecdo; VEP: epitélio ventral, RV: regido
ventral; VG: vagina
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Figura 3. Receptaculo seminal em fémeas RUD de C. danae. (A) RS completamente distendido pela
presenca do plug-espermaético. O plug apresenta trés tipos de secre¢des organizados em dois estratos. O
estrato | ocupa uma porcdo de 2/3 da porcédo posterior do receptaculo, enquanto o estrato 11 ocupa toda
a porgdo anterior e uma pequena porcao da regido posterior. A secrec¢do tipo I acidofilica, enquanto a do
estrato 11, o basofilo possui duas secregdes: tipo Il e 1. (B) A secregdo do tipo 111 é fortemente aciddfila
e esta em contato com o epitélio dorsal. Os espermat6foros estdo especialmente imersos nessa secre¢ao.
(C) A secrecdo do tipo | é intensamente reativa para proteinas, a secrecdo do tipo Il é reativa e a do tipo
I11 é menos reativa para proteinas. (D) A secrecéo | € positiva para polissacarideos neutros, a secre¢do
tipo Il é intensamente reativa e a secrecdo tipo 111 é reativa para esses polissacarideos neutros. (E) A
secrecao | é negativa para polissacarideos acidos, enquanto a secre¢do do tipo Il é positiva e a do tipo
I11 é intensamente reativa. (F e G) A intensa reatividade da secrecado do tipo 111 é confirmada pela técnica
do conjugado PAS/Alcian blue, mostrando preponderancia de polissacarideos &cidos, enquanto o tipo
I é mais reativo para neutros. Em todas as Ultimas imagens ha uma area lucida préxima a regido dorsal
entre os dois estratos que ndo reagiu a nenhuma das técnicas de coloracao (seta preta). (H) O epitélio da
camada densa possui numerosas camadas de células e muitas células descamativas nos estratos apicais,
compreendendo uma secrecdo holocrina (seta branca). (I e J) O citoplasma das duas Gltimas camadas
celulares e das células descamativas é acidéfilo e muito reativo para proteinas. (K) Células descamativas
da camada densa intensamente reativas a polissacarideos neutros. (L) A camada externa dos
espermatoforos € intensamente reativa para proteinas, enquanto a camada interna é reativa. (M) Camada
externa do espermato6foro intensamente reativa ao PAS (polissacarideos neutros) e a camada interna é
reativa. (N) Camada externa do espermatéforo intensamente reativa para polissacarideos acidos,
enquanto a camada interna é apenas reativa. (O) Predominancia dos polissacarideos acidos na camada
externa do espermatoforo e predominéancia dos neutros na camada interna.

125



100um

10um
10um
P, SRS 100um 100um

Figura 4. Receptaculo seminal de fémeas INT. (A) O RS com plug-espermatico menos volumoso e
com amplos espacos lucidos entre o epitélio estratificado de camada densa e o plug-espermatico. Ha
espermatozoides livres no RS dessas fémeas e a regido dorsal do RS esta ligada ao oviduto. (B) Nas
fémeas INT, os espermatdforos sdo deslocados para a regido ventral do RS. As células na transigao entre
as regides dorsal e ventral tornaram-se um epitélio modificado originado de células da camada
mesodérmica dorsal. (C) Detalhe do epitélio modificado que é colunar simples com células longas,
possuindo mais de um ndcleo e microvilosidades longas que lembram cilios (seta branca). (D) Detalhe
da transicdo entre a regido dorsal e ventral. Essas dobras progridem para o limen e s&o recobertas por
cuticula espessa (seta preta). (E e F) O citoplasma dessas células é positivo para proteinas e
polissacarideos neutros e as microvilosidades sdo fortemente positivas para ambos. (G, H e I) Detalhe
da camada densa, continua ao oviduto com células de descamagdo muito vacuolizadas (ponta de seta
preta) e menos reativas a glicoproteinas e polissacarideos neutros. DL: camada densa; MEP: epitélio
modificado; VEP: epitélio ventral; SZ: espermatozdides.
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Figura 5. Receptaculo seminal de fémeas MAT e OV. (A) O RS contém apenas espermatozoides
livres, esta estrutura mostra-se como uma camara excéntrica ao eixo do oviduto em oposicdo a vagina.
O RS é classificado como do tipo dorsal, a maior parte dele forma uma camara lateral ou excéntrica ao
oviduto. O epitélio estratificado da camada densa apresenta poucas células de descamagdo sobre o
coldgeno e as camadas conectivas, que permanecem mais espessas (seta preta). Uma forte camada
muscular esta associada ao tecido conjuntivo na base da conexao entre o oviduto e a camara SR. (B)
Detalhe dos odcitos atravessam o oviduto e atingem a camada densa da regido dorsal do RS. (C e D) Os
odcitos entram na camara lateral do RS que é recoberta pelo epitélio dorsal modificado; muitos
espermatozoides livres sdo vistos entre o oviduto e a camara SR. (E) Os espermatozoides livres sdo
armazenados dentro da camara e muitos deles estdo em contato com microvilosidades longas
semelhantes a cilios (seta preta). (F) Espermatozoides livres circundam os ovocitos, formando uma
estrutura turva sobre o corio (seta preta). (G) A regido ventral apresenta o epitélio simples variando de
cubico a estratificado e é recoberto por uma cuticula (seta preta). A regido ventral conectou-se a varios
feixes de fibras musculares em paralelo e perpendicular ao epitélio. (H, I, J) A secregdo entre 0s
espermatozoides dentro do RS € glicoproteica com polissacarideos neutros e 4&cidos. As
microvilosidades sao reativas para polissacarideos neutros e acidos. C: cuticula; CL: camada conectiva;
DL: camada densa; RD: regido dorsal; MC: musculatura; MCI: musculatura paralela; MCII:
musculatura perpendicular; MEP: epitélio modificado; N: nicleo; OD: oviduto; OO: odcito; SZ:
espermatozoides; VG: vagina; VR: regido ventral.
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Figura 6. Ultraestrutura do receptaculo seminal de fémeas RUD. (A) A parede do RS torna-se mais
fina devido a pressdo exercida pelo plug-espermatico. Tanto a camada densa estratificada quanto a de
coldgeno sédo delgadas. (B e C) A camada externa de colageno tem fibroblastos achatados devido a
configuracdo do ndcleo. Entre os fibroblastos existem vérios feixes de fibras coldgenas, a maioria das
fibras alinhadas na mesma direcdo (seta branca e preta) devido a pressao exercida pelo liquido seminal.
(D) Além de ser achatada pelo fluido seminal, a camada externa de colageno é ligeiramente diferente
das demais camadas: existem alguns espagos hemais amplos com hemacitos e vasos sanguineos. (E) As
células do epitélio estratificado tém um nucleo central alongado a arredondado, heterocromatina muitas
vezes periférica (seta branca) e um nicleo evidente. (F) O citoplasma das células de descamacdo das
camadas mais externas é preenchido com reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e vesiculas eletrodensa
tipo I e eletrolucida tipo I1. (G) O citoplasma possui vesiculas com membranas concéntricas e materiais
eletrodensos que lembram lisossomos. (H) Detalhe do material eletrodenso. (I) No lumen, os
espermatozoides sdo armazenados dentro dos espermatoforos. (J) A secrecdo luminal possui dois tipos
de secrecdo: 1) uma secrecdo de secrecdo eletrodensa e fibrosa; 2) uma secre¢do menos eletrodensa e
homogénea. BV: vasos sanguineos; CL: camada conectiva; COL: camada de colageno; DL: camada
densa; FS: secrecdo fibrosa; H: hemdcitos; HS: espagos hemais; L: limen; LY lisossomos; N: nlcleo;
SP: espermatdforo; SW: Parede do espermat6foro; SZ: espermatozoide
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Figura 7. Ultraestrutura do receptaculo seminal de fémeas DEV e INT. (A) As
caracteristicas ultraestruturais do receptaculo seminal das fémeas ED e INT sdo as mesmas. A camada
de colageno é mais espessa, com feixes de fibras de colageno de mesma densidade eletrénica, dispostos
em direcGes diferentes. Os fibroblastos engordados apresentam diversas ramificacdes citoplasmaticas
(seta preta). (B) A camada de coldgeno tem vasos sanguineos largos e vérias células de inclusdo de
reserva (células RI) sdo vistas nos espacos hemais proximos aos vasos sanguineos. (C) Detalhe de uma
Unica grande vesicula elétron-densa que ocupa a maior parte do citoplasma. (D) A camada densa é muito
mais espessa e se estende até o oviduto. Esta camada tem células soltas e varios espagos hemais
preenchidos com hemolinfa. O citoplasma tem muitos RER, um ndcleo central irregular com
heterocromatina periférica e um nicleo central. (E) O citoplasma dessas células apresenta nicleo basal
com poucas heterocromatinas, RER e muitas mitocondrias. (F) Detalhe do polo apical com tantas
mitocdndrias e muitas projecoes filiformes preenchidas com microvilosidades. (G) O limen SR contém
espermatozoides livres. (H) A regido ventral em contraste com o epitélio modificado apresenta pequenas
células com membrana nuclear altamente irregular, recoberta por uma cuticula. (I) Detalhe da regido
ventral coberta por uma cuticula mais espessa e no limen uma secrecao fibrosa. BV: vasos sanguineos;
C: cuticula; CL: camada conectiva; COL: camada de colageno; DL: camada densa; FS: secrecao fibrosa;
HS: espagos hemais; M: mitocondrias; MC: musculatura; MV: microvilosidades; NU: nucléolo; OD:
oviduto; SZ: espermatozoides.

129



Figura 8. Ultraestrutura do RS de fémeas MAT e OV. (A) O RS possui uma camara lateral,
0 teto da porcéo dorsal desta cAmara apresenta um epitélio modificado. (B e C) A principal caracteristica
dessas células é a presenca de muitas mitocondrias no polo apical e projecdes longas e filiformes, em
direcdo ao ltmen da camara. (D) Detalhe dessas projecdes apresentam angulos diferentes em relacao a
superficie do epitélio. (E) Nota ancorada ao citoplasma por estruturas eletrodensas que se assemelham
a um corpo basal, mas ndo possuem os microtubulos triplos. (F e G) Este elemento do citoesqueleto
preenche toda a extensdo das microvilosidades (seta preta). (H) Em corte transversal, é possivel
identificar elementos do citoesqueleto de 5 nm e 24 nm que parecem ser actina e microtibulos
desorganizados entre os elementos periféricos e centrais (seta preta). (I) Detalhe desses elementos do
citoesqueleto ndo organizados em um axonema (seta preta e branca). (J) Os espermatozoides estéo livres
na camara lateral. (K e L) A regido ventral do RS apresenta uma espessa camada cuticular com células
ricas em mitocondrias. BB: corpo basal; M: mitocondrias; MEP: epitélio modificado; N: nucleo; RER:
reticulo endoplasmatico rugoso; SZ: espermatozoides.

130



Discusséo

O RS de C. danae foi classificado como dorsal, seguindo o padréo previamente descrito
para outros para Portunidae como Callinectes bocourti A. Milne-Edwards, 1879, C. ornatus,
C. sapidus, A. cribrarius, Portunus pelagicus e também para outros Portunoidea Ovalipes
catharus (White e Doubleday, 1843), Liocarcinus depurator (Linnaeus, 1758) e Car. maenas
(Spalding, 1942; Hartnoll, 1968; Bawab & EI Sherief, 1988; Diesel, 1991; McLay e Lopéz
Greco, 2011; Zara et al., 2014). Assim, a oposi¢éo entre o oviduto e a vagina é mantida durante
todo ciclo ovariano, o que caracteriza o tipo dorsal (McLay & Lopez Greco, 2011). Por meio
da gross anatomy, pode-se confundir a classificacdo do tipo de RS, pois com o desenvolvimento
ovariano e desaparecimento do plug-espermatico ocorre alteracdo da camada densa que fica
continua ao oviduto o qual desemboca lateralmente a cdmara onde estdo armazenadas as células
germinativas, porém em oposicao a vagina, assim como o close relative A. cribrarius (Zara et
al., 2014). Desta maneira, a descri¢ao de Souza et al. (2016) para C. bocourti com o RS do tipo
ventral trata-se de um engano anatémico e histoldgico, confirmando assim, por meio de C.
danae, as observacdes prévias de McLay & Lopez Greco (2011). O oviduto é composto por um
tipo de tampdo celular em forma de fenda, idéntico ao descrito para C. sapidus e P. hawaiiensis
(Ryan, 1967; Johnson, 1980). Desta maneira, 0 oviduto relembra o que foi descrito para
Stenorhynchus seticornis (Herbst,1788), porém sem vesiculas lipidicas, sendo também
semelhante a Eriocheir sinensis H. Milne Edwards, 1853 com tecido celular nesta passagem
(Lee &Yamazaki, 1990; Antunes et al., 2016). Este tampdo parece funcionar de maneira
semelhante ao proposto para os Pinnotheridae, o qual se abre no momento da ovulacdo, muito
provavelmente por mecanismo hol6crino (Becker et al., 2011). Apesar de ndo ter sido
observado neste trabalho, mas como RS é uma especializagdo do oviduto (McLay & Lopes
Greco, 2011), o mecanismo holdcrino deve ser também o padrdo para C. danae. Suportando
esta proposicdo, todas as células da camada densa, as quais tornam-se continuas ao oviduto nos
estagios finais da maturagcdo ovariana, sofrem descamacdo ou secrecdo holdcrina, acentuada
principalmente nos estagios INT e MAT. Contudo, Hayer et al. (2016) demonstrou que as
células que formam o canal do oviduto no caranguejo Dorippe sinica Shen, 1980 liberam seus
produtos por secrecao apocrina. Porém, neste Eubrachyura basal, o oviduto se abre diretamente
na vagina, sendo bastante distinto de C. danae.

Em fémeas JUV em abrago pré-copulatorio, o RS esta totalmente formado, com a
camada densa apresentando muitos estratos celulares. O ovario encontra-se com ovicitos em

pré-vitelogénese ou vitelogénese endogena (Zara et al., 2013). Logo apds a copula, as fémeas
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em estagio ovariano RUD mostram o RS completamente preenchido por espermat6foros
imersos na periferia do plug-espermatico, em contato com a camada densa, semelhante ao
observado para a maioria dos Portunidae (Ryan, 1967; Johnson, 1980; Bawab & EIl-Sherif,
1988; Zara et al.,2014). O plug-espermatico encontrado em Portunoidea é considerado interno,
sendo diferente do caranguejo Metacarcinus edwarsii (Bell, 1835) e Metacarcinus magister
(Dana, 1852). Nestas espécies, o plug é considerado do tipo externo, o qual obstrui apenas o
canal vaginal e uma parte pode ser visualizada através da vulva (Hartnoll, 1969; Jensen et al.,
1996; Pardo et al., 2014). Em C. danae, o plug-espermatico leva ao achatamento das varias
células do epitélio estratificado dorsal da camada densa. Além disso, a participacdo da camada
coldgena e conjuntiva € crucial para a manutencdo da integridade do 6rgdo, o que pode ser
percebido pela estruturacdo paralela das fibras do tecido conjuntivo tanto ao microscopio de
luz quanto ao eletrénico de transmissdo. Como reflexo da grande dilatacdo sofrida pelo 6rgéo,
tanto o tecido conjuntivo quanto o epitelial do RS trabalham de maneira semelhante ao epitélio
de transicédo dos vertebrados (Spalding, 1942).

Em Portunidae, Carcinidae, Ovalipidae e Cancridae o plug-espermatico ¢ formado
pelas secre¢des seminais transferidas pelo macho para 0 RS no momento da cépula (Spalding
1942; Edwards, 1966; Ryan, 1967; Hinsch, 1986; Jivoff, 1997a, b; Zara et al., 2012;
Nascimento e Zara, 2013, Zara et al., 2014). Em Portunoidea o plug-espermatico é
caracterizado pela presenca de estratos distintos sendo dois e Ca maenas e trés em P.
hawaiiensis (Spalding, 1942; Ryan, 1967). O plug em C. danae claramente apresenta
estratificacdo, a qual € congruente com as diferentes secre¢fes produzidas nas diferentes regides
anterior (AVD), média (MVD) e posterior (PVD) do vaso deferente dos machos. Em C. danae,
0 primeiro estrato € composto por secrecao do tipo I, glicoproteica e é acumulado na metade
dorso-posterior do RS. Esta secrecdo tem exatamente a mesma composicdo quimica da PVD
descrita para C. danae e C. ornatus (Zara et al., 2012; Nascimento & Zara, 2013). Por sua vez,
o estrato Il, o qual preenche toda a metade antero-dorsal do RS, é glicoproteico com
polissacarideos &cidos. Este estrato possui dois tipos de secre¢do, a tipo Il, na medula, é
glicoproteica com menor intensidade de reacdo para polissacarideos acidos. A secrecdo tipo 11,
na cortex, mostra 0s mMesmos componentes, porém mais fortemente positiva para
polissacarideos anidnicos. Esta secre¢do encontra-se junto a camada densa e nela estdo 0s
espermatoforos intactos. As secrecdes provenientes da AVD, principalmente a porcéo
posterior, onde os espermat6foros sdo formados e separados uns dos outros, é rica em

polissacarideos acidos, enquanto as secre¢es da MVD constituem um composto glicoproteico
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e granular, sem componentes anionicos (Zara et al., 2012; Nascimento & Zara, 2013). A AVD
é descrita simplesmente como uma regido para a montagem dos espermatoforos em Portunoidea
(Spalding 1942; Ryan 1967; Zara et al., 2012; Nascimento & Zara, 2013; Ravi et al., 2014;
Waiho et al., 2017). Tradicionalmente é descrito que somente as secre¢des da MVD e PVD
participam da formacdo do plug (Ryan, 1967; Johnson, 1980). Assim, fica claro que o estrato
Il é produzido pela mistura da secrecdo da AVD com a MVD, o que parece catalisar 0 processo
de formacdo do plug-espermatico, sendo entdo esta secre¢do produzida na AVD do sistema
reprodutor masculino, vital para que ocorra a polimerizacdo do Wax-like plug in Callinectes
and probably to all other close relative sperm plug Portunoidea.

Nossos resultados mostram pela primeira vez em Callinectes, que os machos de C.
danae transferem todo o fluido seminal armazenado no vaso deferente e, por isso, o plug-
espermatico apresenta 0 mesmo volume correspondente. Na verdade, o0 RS tem 3% a mais de
material adicional do que o observado no vaso deferente, o que julgamos, sem uma analise
biogquimica mais aprofundada, que possa ser resultante da entrada de &gua durante a
transferéncia espermatica. Esta proposta tem por base a evidéncia de uma area sem nenhuma
coloracdo, observada na mesma posicdo do RS para todas as fémeas analisadas, a qual é
bastante semelhante ao reportado para o formador de pacotes espermaticos Ch. opilio (Sainte-
Marie et al., 2000). Segundo estes autores, a agua suavizaria a interagdo dos compostos
seminais masculinos e femininos, o que pode contribuir para a formacdo dos pacotes neste
animal, onde o ultimo macho tem vantagem na fertilizacdo dos ovocitos (Diesel, 1991; Sainte-
Marie et al., 2000). Esta funcdo ndo pode ser atribuida para C. danae, onde a competicdo
espermatica ndo deve ocorrer pela presenca do plug ou é reduzida como sugerido por Parker
(1970) e Jivoff (1997b). A participacdo de agua na transferéncia espermatica de caranguejos
tem sido amplamente relatada e discutida (Beninguer et al., 1988; Sainte-Marie et al., 2000;
Becker et al., 2011). Beninguer et al. (1988) propGe que existe a necessidade de dgua para a
diluicdo do fluido seminal a ser transferido para 0 RS, sendo esta inserida durante a atuacéo dos
gonopodos I e Il. Por outro lado, a atuacdo dos musculos da vagina também podem permitir a
entrada de agua (Hartnoll, 1968). Desta maneira, 0 plug-espermatico interno atua de maneira
distinta do plug externo de M. magister, onde a agua nao entra no RS (described as spermatheca)
in Jensen et al. (1996).

Outro aspecto interessante observado foi os machos delivered todo o material seminal
para a formag&o do plug-espermatico, tornando-se totalmente depleted of sperm. Esta entrega

de todo material seminal esta relacionada com o tipo de comportamento de cépula em
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Callinectes, o qual é amplamente estudado (para revisdo ver Jivoff et al., 2007). Em C. danae,
0s machos entregam todo o seu ejaculado, ndo economizando para uma copula subsequente,
como também observado para o formador de pacote espermatico, M. edwarsii (Pardo et al.,
2015, 2018). A guarda pos-copulatoria em Callinectes é associada com a protecdo da fémea
contra predadores, uma vez que esta encontra-se em soft-shelled molting condition e, também
para evitar o acasalamento com outros machos (Jivoff, 1997a). Jivoff (1997b) discute a
importancia da guarda pré-copulatoria para o reabastecimento de ejaculado no caso de copulas
sucessiva. Desta maneira, com a transferéncia de 100% do ejaculado para o RS em C. danae,
evidenciamos que a guarda pos-copulatéria também é vantajosa para 0s machos, uma vez que
este periodo vai ser importante para recarregar o vaso deferente. Assim, nossos resultados séo
complementares as evidéncias de reducéo do volume de fluido seminal transferido para fémeas
em experimentos com copulas sucessivas (Jivoff, 1997b; Wolcott et al., 2005). Além disso,
nossos resultados comprovam o que foi sugerido para C. sapidus, em que 0s machos também
se beneficiam do abrago post-copulatério, ndo somente pelo aumento do risco de competicéo
espermatica o que ¢ influenciado pela razéo sexual (Jivoff, 1997a, b, Jivoff et al., 2007).

O desaparecimento do plug-espermatico em C. danae esta associado com a descamacao
das células do epitélio estratificado da camada densa dorsal, como observado em A. cribrarius
(Zara et al., 2014). Esta camada apresenta varios estratos celulares nas fémeas JUV, o que
parece antecipar a rapida atividade para a dissolucdo do plug apds a muda da puberdade e
copula. Claramente, as secrecOes glicoproteicas acumuladas em vesiculas eletrondensas e
eletron-lacidas em C. danae devem atuar como enzimas liberadas por mecanismo holdcrino,
levando a dissolucdo do plug-espermatico. No portunideo Scylla serrata (Forskal, 1775) a
dissolucdo do plug-espermatico ocorre por meio da acdo de enzimas, devido a deteccdo de
atividade proteolitica, sendo uma provavel serino-protease (Jayasancar & Subramonian, 1997).
Secrecdo holdcrina na regido dorsal do RS é reportada para muitos caranguejos como 0S
filogeneticamente relacionados Portunidae, Carcinidae, Cancridae (Spalding, 1942; Ryan,
1967; Zara et al., 2014; Souza et al., 2016) ou mais distantes, como majideos (Hartnoll, 1968;
Beninger et al., 1988; Gonzalez Gurriaran et al., 1998; Sainte-Marie & Sainte-Marie, 1998;
Gonzélez-Pisani & Lépez Greco, 2007; Sal Moyano et al., 2009; Gonzalez-Pisani, 2012),
Leucosiidae (Hayer et al., 2015) e Eriphidae (Souza et al., 2016). Desta maneira, a presenca de
epitélio estratificado com celulas em descamacdo ndo € caracteristica exclusiva para a
dissolugéo de plug-espermatico, uma vez que o mecanismo holocrino ocorre em espécies sem

plug e/ou formadoras de pacotes espermaticos (Sant’Anna et al., 2007; Hayer et al., 2015;
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Antunes et al., 2018). Em Portunidae, Carcinidae e Cancridae o desaparecimento do plug-
espermatico é coincidente com o desenvolvimento ovariano e estd associado, também com a
ampliacdo de espaco na cavidade cefalotoracica (Spalding, 1942; Ryan, 1967; Hines, 1982,
Bawab & El-Sherif, 1988; Jensen et al., 1996; Wolcott et al., 2005; Zara et al., 2014). A duracao
do plug é variavel entre as espécies, sendo trés semanas em C. sapidus e um més em A.
cribrarius (Johnson, 1980; Pinheiro e Fransozo, 2002; Wolcott et al., 2005).

Adicionalmente, ao mesmo tempo que ocorre a dissolucdo do plug-espermatico, 0s
espermatoforos sdo encaminhados para a regido mais ventral do RS, particularmente
acumulados junto na margem do epitélio modificado, sendo bastante semelhante a outros
Portunidae e Carcinidae (Spalding, 1942; Ryan, 1967; Zara et al.,2014). Ao mesmo tempo em
que o plug é dissolvido por compostos da camada densa, a parede (ou pellicle) dos
espermatoforos parecem ser desorganizadas, o que acreditamos ser promovida pela acdo dos
mesmos componentes que dissolvem o plug-espermaético. Zara et al. (2012) e Nascimento &
Zara (2013) ndo detectaram polissacarideos acidos na composi¢do da parede do espermatéforo.
Porém, neste trabalho, observa-se a presenca de polissacarideos aniénicos como uma delgada
camada mais externa na parede do espermatoforo. A camada mais interna da parede, mais
espessa, possui a composicao glicoproteica anteriormente descrita para C. danae e C. ornatus.
Desta maneira, Zara et al. (2012) e Nascimento & Zara (2013) ndo detectaram esta camada
externa por avaliarem a parede na AVD posterior, onde ocorre a formagdo dos espermat6foros
no vaso deferente. Nesta porcao, as secre¢oes do tipo I, ricas em polissacarideos acidos, afastam
o0s espermatoforos uns dos outros e, portanto, mascaram a visualizacdo desta delgada camada
espermatofdrica externa. Assim, em futuros trabalhos com sistema reprodutor masculino,
recomenda-se a observacdo dos espermatoforos acumulados na MVD ou prepara¢cdes com
espermatoforos retirados do vaso deferente e centrifugadas em tampéao, para posterior analise
histoquimica. Em S. serrata, a parede do espermat6foro tem exatamente a mesma caracteristica
histoquimica e foi detectado que esta composi¢édo ¢é quitina, ou seja polissacarideos acidos (N-
acetilglicosamina), ocorrendo exclusivamente na camada mais externa (Uma & Subramonian,
1979). A atividade de enzimas detectadas no plug-espermatico S. serrata também poderia
participar da liberagdo dos espermatozoides dos espermatdforos, por meio da agdo de enzima
caseolitaca (caseinolytic) e gelatinoliticas (gelatinolytic) como encontrado nos plugs
copulatorios de roedores (Wilson et al., 1993; Jayasankar & Subramonia, 1997). Desta maneira,
nos parece bastante plausivel que a mesma enzima que atua na degradagdo do estrato Il

glicoproteico com polissacarideos 4acidos, também deva atuar na deiscéncia dos
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espermatdforos, por degradacdo da parede, como levantado para A. cribrarius (Zara et al.,
2014). Em resumo, acreditamos que a dissolugdo do plug e deiscéncia séo eventos congruentes.

Ao mesmo tempo em que ocorre a dissolucdo do plug-espermatico, 0 RS modifica
progressivamente a sua morfologia pela reducao da regido dorsal. Esta regido torna-se cada vez
mais continua a abertura do oviduto, a0 mesmo tempo que o 1/3 antero-dorsal modifica-se
progressivamente em uma camara lateral, excéntrica, principalmente nos estagios INT e MAD.
Em fémeas MAD a antiga regido dorsal estd continua ao oviduto, desembocando na periferia
dorsal da cdmara excéntrica, quase totalmente em oposic¢éo a vagina, mantendo-se assim como
um RS do tipo dorsal. Modificagdes morfologicas ao mesmo tempo que RS dissolve o plug
também foram mencionadas para P. hawaiiensis (Ryan, 1967). Em A. cribrarius, esta descrito
a continuidade do oviduto e da camada densa, porém houve pouco detalhamento,
principalmente da camara lateral excéntrica e da oposicao do oviduto em relacdo a vagina (Zara
et al., 2014). Em Car. maenas também ocorrem modificacdes morfoldgicas do receptaculo ao
longo do desaparecimento do plug-espermatico (Spalding, 1942), porém estas ndo sdo tdo
acentuadas como em C. danae e A. cribrarius. A histologia mostra que o teto da camara lateral
do RS é formado por um epitélio modificado (sensu Johnson, 1980) o qual é, em C. danae
derivado de células mesodérmicas da transicdo entre a camada densa dorsal e a regido ventral
cuticular, sendo aparentemente encontradas a partir do estagio INT, quando o plug néo é mais
observado. Este epitélio modificado também foi observado em C. sapidus e Car. maenas, com
as mesmas caracteristicas de células altas, algumas vezes binucleadas e com o bordo apical
apresentando longos prolongamentos semelhantes a cilios ao microscopio de luz, os quais sdo
intensamente corados para proteinas em C. danae. Estas mesmas estruturas semelhantes a cilios
foram observadas em Car. maenas, C. sapidus, P. hawaiiensis e A. cribrarius (Ryan, 1967;
Johnson, 1980; Zara et al., 2014). Apesar da auséncia de cilios em artropodes, esta regido ja foi
descrita como ciliada em C. sapidus por Cronin, 1942 em Hartnoll (1968). Adicionalmente,
este mesmo autor utilizou amostras frescas de RS em dgua do mar e uma discreta movimentacao
do meio sobre estas células foi notado e esta movimentacdo foi atribuida a pseudopodos e,
definitivamente ndo existe cilios nesta regido, sendo estas longas microvilosidades. Em C.
danae ndo foi observado pseudopodos como observado por L. T. Threadgold em Hartnoll
(1968). Apesar de néo ter sido realizada uma preparacgéo especifica para citoesqueleto, ao TEM
estas especializacdes de membrana apical ndo mostram axonema, confirmando que ndo séo
cilios, também em C. danae. Intrigantemente, elementos de citoesqueleto com 24nm e 2-4nm

foram identificados em cortes transversais, indicando uma provavel presenca de microtibulos

136



e filamentos de actina, o que ndo e usual em microvilosidades. Na base destas longas
microvilosidades existem corpos electron-densos com aspecto fibrilar que relembram uma
basal bodie, sem triplets of microtibulos in cartwheell, os quais julgamos fazerem parte da
trama apical dos filamentos de actina. O citoplasma apical deste epitélio modificado nao
apresenta caracteristicas secretoras, porém muitas mitocéndrias sdo observadas, como em
células ciliares. Em C. danae, ndo foram observadas vesiculas de secre¢do ou exocitose ao
TEM. No citoplasma apical pouca reacdo para proteinas e polissacarideos neutros foram
detectadas, sendo ausente os polissacarideos acidos. Portanto, ndo ocorre liberacao de secrecao
PAS ou Alcian blue positivas como em C. sapidus (Johnson, 1980). Assim, apds quase 80 anos
da descricdo de Cronin (1942) em Hartnoll (1968) e como levantado por Johnson (1980),
maiores estudos devem ser conduzidos para entender se existe algum tipo de interacdo de
citoesqueleto, para justificar a discreta movimentacdo observada nestas células por Hartnoll
(1968).

Em fémeas maduras, antes e durante a fertilizagdo, os espermatozoides estdo imersos
em secrecdo glicoproteica, com polissacarideos acidos, o que especulamos ser material
resultante da degradacdo do plug-espermatico em fémeas primiparas, além da camada densa,
sendo esta mais importante para fémeas multiparas. Desta maneira, estudos com fémeas apds a
primeira ovulagdo serdo essenciais para entender como esta camada densa se comporta no
desenvolvimento do segundo ciclo ovariano. Infelizmente, este trabalho falha nesta observacao,
uma vez que foi conduzido com fémeas primiparas coletadas em processo de migracdo no
estuario de S&o Vicente (Sant’Anna et al., 2012). Aos polissacarideos acidos € atribuida a
funcdo bactericida e/ou bacteriostatica (Sasikala & Subramoniam, 1987; Beninger et al., 1993;
Jaysankar & Subramonian, 1999; Benhalima & Moriyasu, 2000). Nas fémeas JUV estes
polissacarideos acidos podem atuar na preparacdo do RS para receber o fluido seminal (Zara et
al., 2014). Porém, nas fémeas em ovulacdo de C. danae, estes componentes aniénicos podem
ser importantes caso ocorra a entrada de algum material externo devido a agdo dos musculos da
vagina durante a passagem dos ovos (Hartnoll, 1968). Os polissacarideos neutros podem servir
em Portunoidea como elementos nutricionais para a manutengdo dos espermatozoides livres
junto da cdmara do RS, como proposto por varios autores, inclusive para Portunoidea (Spalding,
1942; Ryan, 1967), o que justifica uma rea¢do ndo tdo intensa para polissacarideos neutros em
C. danae. E conhecido que os espermatozoides parecem ter suas mitocondrias degeneradas,
pela perda dos citocromos oxidase como demonstrado Car. maenas (Pearson & Walker, 1975)

e, portanto ter metabolismo anaer6bio como S. serrata (Jayasankar & Subramanian, 1989).
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A ovulacéo e fertilizacdo, observada em duas fémeas de C. danae recém trazidas do
campo, mostrou que a antiga camada densa participa com a descamacao de células durante a
ovulacdo e adicionalmente, espermatozoides foram observados ndo somente em contato com
ovocitos na camara lateral, como também no oviduto. A presenca de espermatozoides em
contato com a membrana do coreo ovocitico no oviduto também foi observada em Car. maenas
e P. hawaiiensis (Spalding, 1942; Ryan, 1967). Apesar de existirem espermatozoides em
contato com as longas microvilosidades do epitélio modificado no teto da camara lateral, nos
parece mas plausivel que a movimentacao dos espermatozoides, i. €. 0s quais sdo células sem
motilidade (para revisdo Brown 1966; Tudge, 2009; Assugeni et al., 2017), aconteca por
movimentos dos musculos associados ao RS, como proposto para P. hawaiiensis e A.
cribrarius. Desta maneira, este processo aqui observado pode ser considerado, até 0 momento
como padréo para os Portunoidea formadores de plug-espermatico.

Em conclusdo, o presente estudo revelou que o material da AVD dos machos é também
importante para a polimerizacdo do plug-espermatico, em adicdo ao amplamente descrito para
os fluidos da MVD e PVD. Além disso, os machos de C. danae entregam 100% do seu fluido
seminal, mostrando que o abragco pds-copulatorio € importante para 0 macho reabastecer seu
vaso deferente. Ao mesmo tempo, a fémea inicia a dissolu¢éo do plug-espermatico, que culmina
em uma ampla modificacdo morfoldgica do RS, com movimentacdo dos espermatoforos para a
regido ventral (cAmara lateral) e deiscéncia, 0 que permitira a fertilizacdo dos ovécitos pela
passagem do oviduto em oposicdo a vagina. Assim, fica claro a sincronia evolutiva entre os
sistemas reprodutores masculinos e femininos e o estudo destes sinais morfoldgicos
relacionados as filogenias atualmente conhecidas podem auxiliar profundamente no
entendimento da reconstrucdo de caracteres ancestrais. Adicionalmente, estudos bioquimicos
sobre a composicao dos diferentes componentes sdo um passo crucial para entender como este
fascinante processo de polimerizacdo de compostos gelatinosos transformam-se em um plug

com aspecto de cera.
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Capitulo 4

Novos insights sobre a morfologia e armazenamento espermatico em

Portunidae (Decapoda: Brachyura)

Resumo

O objetivo deste trabalho foi descrever a morfologia e histoquimica do receptaculo
seminal (RS) de Cronius ruber (Thalamitinae), Achelous spinimanus e Achelous spinicarpus
(Portuninae) e realizar o mapeamento dos caracteres do RS das espécies deste trabalho
comparados com outros Portunoidea ja descritos na literatura, a fim de contar a historia
evolutiva deste 6rgdo em Portunidae, dado a importancia do entendimento da relagéo entre os
padr6es morfoldgicos e evolutivos desta superfamilia, que ainda continua pouco compreendida,
frente a sua grande diversidade de representantes. Os principais resultados deste trabalho
mostram nas espécies estudadas auséncia de plug-espermatico. Além disso, foi descrito, pela
primeira vez, em Portunidae e também Portunoidea, a presenca de RS do tipo ventral cuja
anatomia € mesma durante todo o desenvolvimento ovariano e além disso, encontrou-se pacotes
espermaticos no RS, indicando que as fémeas realizam a cépula rigida com a possibilidade mais
de um macho. Desta maneira, podemos considerar este um novo padrdo de armazenamento
espermatico para esta familia e talvez para a superfamilia, sendo esta caracteristica uma
condicdo homoplasica em Portunidae e uma sinapomorfia para o género Achelous. Assim, 0s
resultados evidenciam que essas espécies podem apresentar competicdo espermatica e que o
ultimo macho a copular tera prioridade na fertilizacdo dos ovdcitos, o que nunca havia sido

descrito para Portunoidea.

Palavras-chave: fluido seminal, pacote espermatico, plug-espermatico, receptaculo seminal
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Introducéo

A superfamilia Portunoidea Rafinesque, 1815 é representada por cerca de 70 géneros
distribuidos em quatro familias com distribuicdo cosmopolita, predominantemente marinhas,
embora algumas espécies possam migrar e utilizar sistemas estuarinos com reduzida salinidade,
a partir da foz de rios que desaguam em estudrios (Ng et al., 2008; De Grave, 2009).
Recentemente, a partir de anélises morfoldgicas e moleculares, foram propostas mudangas no
arranjo filogenético da superfamilia Portunoidea, com a mudancas na classificacdo de familia
e subfamilia (Davie & Turkay, 2009; Spiridonov et al., 2014; Evans, 2018). A classificacao
mais atual (considerada neste trabalho) foi a de Evans (2018), a qual extinguiu a familia
Ovalipidae Neretina & Schepetov, 2014, realocando as espécies em Geryonidae Colosi, 1923,
além disso, declinou o status das familias Polybiidae Ortmann, 1893, Thiidae Dana, 1852 e
Pirimelidae Alcock, 1899 para subfamilias as quais foram posicionadas em Carcinidae
MacLeay, 1838. Desta maneira, atualmente Portunoidea é composto por quatro familias,
Geryonidae, Portunidae Rafinesque, 1815, Carcinidae e Brusiniidae Stev¢ié, 1991.

Nas fémeas de Brachyura, o esperma proveniente do macho pode ser estocado em uma
porcdo modificada do ducto genital, o receptaculo seminal (RS) ou em uma invaginacdo do
exoesqueleto, sem ligacdo com o ducto genital, a espermateca (Hartnoll, 1968; Krol et al., 1992;
Guinot & Quenette, 2005; McLay & Loépez-Greco, 2011). Os Podotrematas possuem
espermateca, estrututura de origem ectodérmica e que ndo possui ligacdo com o oviduto, o que
é considerado uma sinapomorfia que distingue estes caranguejos dos Eubrachyura que possuem
receptaculo seminal, o qual se conecta diretamente ao oviduto (Guinot & Tavares, 2001; McLay
& Lopez-Greco, 2011). Nos Eubrachyura, o RS tem a fungdo de armazenar os espermatozoides
e espermatdforos apds a copula, sendo esta estrutura de origem ecto-mesodérmica. A porcao
mesodérmica do RS constitui a regido dorsal ligada ao ovario através do oviduto. A regido
ventral é ectodérmica, por tanto recoberta por cuticula e esta é continua a vagina (Hartnoll,
1968; McLay & Lopez-Greco, 2011; Zara, et al., 2014). O receptaculo seminal pode ser
classificado como dorsal, ventral ou intermediario, de acordo com a posicdo de inser¢do do
oviduto no RS em relacdo a vagina, a qual encontra-se localizada ventralmente e que termina
na abertura genital ou vulva (Diesel, 1991, McLay & Lopez-Greco, 2011, Zara et al., 2014).
Apesar do tipo dorsal e ventral de RS serem derivados de uma caracteristica ancestral
totalmente ectodérmica, a espermateca, 0s receptaculos seminais tipo dorsal sdo considerados
0 mais préximo da condicdo de carater ancestral (McLay & LoOpez-Greco, 2011). Até o

momento, em Portunidae, o padrdo do receptaculo seminal é majoritariamente dorsal, como
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ocorre em Arenaeus cribarius (Lamarck, 1818) (Zara et al., 2014), Callinectes sapidus
Rathbun, 1896 (Johnson 1980) e Portunus pelagicus Linnaeus 1758 (Bawab & EI-Sherief,
1988). Porém, em Portunus hawaiiensis Herbst 1783 o receptaculo seminal foi classificado
como do tipo intermediario (Ryan 1967, Diesel, 1991; McLay & LO&pez-Greco, 2011). A
diferenga entre os tipos de RS resulta em competicdo espermética em espécies formadoras de
pacote espermético como nos Majoidea Inachoididae com RS ventral, no qual o ultimo macho
a copular com a fémea tem prioridade para fertilizar os ovocitos (Diesel, 1989, 1991; McLay
& Lopez-Greco 2011; Antunes et al., 2016). Por outro lado, outros Majoidea, como nos
Mithracidae, por exemplo, ndo existe evidéncia de competicdo espermatica, onde em caso de
mais de um macho ter copulado com a fémea, o fluido seminal encontra-se misturado no limen
do RS (Assugeni & Zara, 2022). Além disso, em Portunidae, Cancridae, Geryonidae e
Carcinidae a competicdo espermatica é evitada devido aos diversos mecanismos que impedem
a poliandria: copula com a fémea durante a muda da puberdade, seguida pelo enrijecimento do
fluido seminal levando a formacdo do plug-espermatico no interior do RS, ao mesmo tempo
que, durante o abraco pés-copulatério, o macho renova seu estoque de fluido seminal (Assugeni
etal., 2021).

Assugeni et al. (2021) descreveram que o plug-espermético em Callinectes danae
Smith, 1869 é dissolvido ap6s algum tempo em sincronia com o desenvolvimento ovariano e
ainda que, sete dias ap0s a copula este volume ja havia sido reduzido em cerca de 2/3 e
sugeriram gue esta reducdo pode acionar o inicio do desenvolvimento ovariano (Zara et al.,
2014). Tais processos similares foram também observados em Carcinidae Car. maenas
(Linnaeus, 1758), no Geryonidae Ovalipes ocellatus (Herbst, 1799) e nos Portunidae
Callinectes sapidus Rathbun, 1896, Portunus hawaiiensis (Stephenson, 1968), Portunus
pelagicus (Linnaeus, 1758) e Arenaeus cribrarius (Lamarck, 1818) (Spalding, 1942; Ryan,
1967b; Hinsch, 1986; Jivoff, 1997; Stewart, 2010; Zara et al., 2014). Contudo, nos Portunidae,
Thalamitinae, existem eventos de copula em intermuda notado para diferentes espécies de
Thalamita (Norman et al., 1999), e também em Charybdis longicollis Leene, 1938, Charybids
japonica (A. Milne-Edwards, 1861) e Charybdis natator (Herbst, 1794) (Sumpton, 1990;
Innocenti et al., 1998; Baker et al., 2018). Assim, torna-se plausivel e vantajosa a poliandria em
especies de Portunidae, o que contribui para aumento da variabilidade genética, o que pode
justificar o sucesso do caranguejo invasor Charybdis helleri (A. Milne-Edwards, 1867). Além
disso, esta condicdo copula dura, observada também em outras espécies do género Thalamita,

é geralmente realizada por espécies formadoras de pacote espermatico, como 0s braquilros
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Inachoididae, Oregoniidae e Epitaltidae (Diesel, 1989, 1991; Beninger et al., 1993; Saint-Marie
et al., 2000; Sal Moyano et al., 2009; Antunes et al., 2016, 2018).

Desta maneira, neste trabalho descrevemos a morfologia do RS de Cronius ruber
(Lamarck, 1818) (Thalamitinae), Achelous spinimanus (Latreille, 1819) e Achelous spinicarpus
Stimpson, 1871 (Portuninae) e com estes caracteres foi realizado o mapeamento do RS
comparando com outros ja descritos na literatura, para entender a evolucéo da transferéncia e

armazenamento espermatico em Portunoidea.

Material e métodos

Fémeas adultas de A. spininamus e Cr. ruber foram coletadas no Municipio de Ubatuba,
Estado de Sao Paulo, Brasil, entre 2015 a 2021, utilizando-se barco de pesca camanoeira com
o auxilio de redes do tipo “double rig” e por meio de mergulho autdbnomo e livre. A espécie A.
spinicarpus foi coletada durante expedicdo do Navio de Pesquisa Soloncy Moura
MMA/ICMBIio-CEPSUL) utilizando redes do tipo “otter trawl”, na cidade de S&o Sebastido,
Estado de Sdo Paulo, Brasil. A identificacdo dos animais foi realizada com base nas descri¢des
de Melo (1996). Foram obtidos pelo menos cinco exemplares de cada espécie, as quais foram
mensuradas quanto ao tamanho da carapaca e classificadas macroscopicamente com relacéo ao
estagio ovariano (Zara et al., 2014).

Os animais foram anestesiados por resfriamento (-20°C, por 5 minutos), e 0s
receptaculos seminais foram dissecados e fixados em paraformaldeido 4% em tampao fosfato
de sddio (0,2M, pH 7,4), por no minimo 24hs. Para a analise macroscoépica, durante a fixacdo
os RS foram fotografados sob estereomicroscépio Leica® imersos em solucdo fixadora.

Para andlise histoldgica ap6s a fixagdo, os RS foram desidratados em séries crescentes
de alcool (40-100%), imersos em xilol por 2h e em seguida embebidos em parafina (56°C).
Apdbs a polimerizacdo e seccionamento, os cortes histoldgicos foram coletados em laminas,
desparafinados em xilol, reidratados e corados com Hematoxilina & Eosina para descricdo
morfologica de acordo com Junqueira & Junqgueira (1983). Para a andlise histoquimica, 0s
cortes foram corados com a técnica do Xylidine ponceau (Melo e Vidal, 1980) para proteinas,
PAS para polissacarideos neutros, azul de Alcian, para os polissacarideos acidos e a técnica
conjugada PAS/azul de Alcian para determinar a preponderancia de um tipo de polissacarideo
em detrimento de outro, segundo protocolo proposto por Junqueira & Junqueira (1983).
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Analise filogenética

A hipdtese filogenética considerada neste trabalho foi a proposta por Evans (2018). Desta
maneira foi elaborado um diagrama representativo dos dados moleculares obtidos (filograma)
pelo autor por Maximum likelihood (ML).

Posteriormente, foi construida uma matriz contendo os dados do armazenamento
espermatico em Portunoidea (receptaculo seminal). Para esta matriz considerar o diagrama
proposto neste trabalho baseado na filogenia acima. Nesta matriz, os caracteres foram
selecionados através da morfologia do receptaculo seminal, com a finalidade de indicar
caracteres sinal para separar grupos intimamente relacionados. Para designar o estado do
carater, foram atribuidos niimeros, como segue: Carater 1 “Tipo de RS”: dorsal (0); ventral (1).
Carater 2 “Estratégias de armazenamento”: plug-espermatico (0); pacotes espermaticos (1),
fluido seminal de um ou mais machos misturados (2). Nas espécies com dados insuficientes, o

status atribuido foi o simbolo “?”.

Resultados

Anatomia do sistema reprodutor feminino

O sistema reprodutor feminino das espécies de A. spinicarpus, A. spinimanus e Cr. ruber
consiste em um par de ovarios conectados ao oviduto que se ligam a um par de receptaculos
seminais (RS). Em Achelous spp. (Fig. 1A-C) o formato do RS é piriforme, enquanto em Cr.
ruber este o formato é similar a saculiforme alongado (Fig. 1D-F). O oviduto é branco leitoso
e parece bloguear o contato do Iimen do ovaério e RS (Fig. 1G). A vagina se abre na vulva, que
possui uma abertura em formato eliptico recoberta por uma fina camada de cuticula, o opérculo
(Fig. 1E-F). Nas trés espécies foi possivel notar, macroscopicamente, a presenca de dois ou trés

pacotes espermaticos em seu interior.

Histologia

Ao microscopio de luz, os cortes longitudinais mostraram a organizacdo do RS
piriforme, com duas regides: dorsal, secretora e ventral recoberta por cuticula e continua com
a vagina, sendo possivel observar tanto em A. spinimanus, como em A. spinicarpus a presenga
de pacotes espermaticos (1, 2, 3) (Fig. 2A-C). A insercdo do oviduto ocorre na margem de
transicdo dorso-ventral, mas ainda no epitélio mesodérmico. O oviduto permanece obstruido
pela presenca de um tampéo celular, com células portando nucleos arredondados, além de

hemacitos e alguns espagos hemais (Fig. 2D). Abaixo da inser¢do do oviduto ocorre a transigdo
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do epitélio dorsal para o epitélio ventral revestido por delgada cuticula a qual se torna mais
espessa em direcdo a vagina (Fig. 2D). A regido dorsal possui trés camadas: uma camada
externa conjuntiva, uma camada intermediaria de coldgeno e uma camada interna densa, que é
composta por epitélio estratificado. A camada conjuntiva tem amplos espacos hemais, com
hemacitos (Fig. 2E) e a camada de colageno tem menos espacos hemais e numerosas fibras. O
epitélio estratificado é espesso e as células sdo pequenas com nucleo arredondado a eliptico
(Fig. 2E). As células mais apicais junto ao limen do RS tem nucleos extremamente compactos,
citoplasma basofilico (Fig. 2E) e encontram-se em processo de descamacdo ou Ssecrecao
hol4crina.

A transicdo do epitélio dorsal para o epitélio ventral revestido por cuticula apresenta
varias dobras que ocorrem praticamente em toda a regido ventral da abertura do oviduto, que
ndo progridem para o lumen (Fig. 2F-H). Em maiores aumentos, a transi¢ao é abrupta, e a regido
ventral é caracterizada por um epitélio colunar com nucleos elipticos e basais recobertos por
uma espessa camada de cuticula (Fig. 2G-H). Semelhante ao epitélio dorsal, o epitélio ventral
também encontra-se acentado sobre a camada conjuntiva (Fig. 2H), tal epitélio é cubico
simples, recoberto por cuticula (Fig. 2H). A vagina, também composta por epitélio cubico
simples, é recoberta por espessa camada de cuticula (Fig. 2H). Abaixo do epitélio cubico
encontra-se camada de tecido conjuntivo ligada a ela, em uma so face e nota-se a insercao das
fibras musculares que também alcancam a regido ventral do RS (Fig. 2F-H). O lumen do
receptaculo seminal mostra espermatozoides livres (Fig. 2J-K) com a presenca trés pacotes
espermaticos bem definidos, delimitados por secrecao (Fig. 2A-K). Esta secrecdo estratificada
possui reacdo intensa para proteinas (Fig. 2L) e polissacarideos neutros (Fig. 2N), sendo
fracamente positiva para polissacarideos acidos (Fig. 20). Quando do uso da técnica conjugada
de PAS e Alcian, nota-se que ocorre a predominancia dos polissacarideos neutros em relacéo
aos acidos (Fig. 2M).

Em relacdo ao RS de Cr. ruber nota-se um formato mais alongado, com a presenca de
dois pacotes espermaticos bem definidos, um mais dorsal e outro ventral (Fig. 3A). A conexao
do oviduto do RS se d& bem proximo a regido de transicdo dorsal-ventral, no epitélio sem
cuticula, sendo assim caracterizado como do tipo ventral (Fig. 3B-C). Esta regido apresenta um
tampé&o celular com nucleos arredondados e hemdcitos (Fig. 3C). A delgada regido dorsal
também esta estratificada em camada conjuntiva externa, camada colagena, intermediaria e a
densa, mais interna densa a qual é um epitélio estratificado (Fig. 3D). A regido ventral é

composta por muitas dobras e apresenta epitélio cubico simples, recoberto por espessa camada
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de cuticula e, conectado ao conjuntivo adjacente, notam-se feixes de fibras musculares em uma
das margens. A vagina possui as mesmas caracteristicas epiteliais da regido ventral com
insercdo das fibras musculares que também alcancam a regido ventral do RS, onde pode-se
observar em seu lumen, espermatozoides imersos em secrecdo (Fig. 3E-G). Em relagdo a
histoquimica das secre¢des entre os estratos espermaticos de Cr. ruber, estas sdo glicoproteicas,
com polissacarideos neutros predominantemente. As secre¢des da regido dorsal do RS,
proximas ao extrato mais distante do oviduto, apresentam reacao positiva para proteinas (Fig.
3H), polissacarideos neutros (Fig 3I) e acidos (Fig. 3J). As secrecfes associadas aos estratos
espermaticos mais ventrais, tem intensa reacdo para proteinas (Fig. 3K) e polissacarideos
neutros (Fig. 3L), sendo também positiva para os polissacarideos acidos (Fig. 3M).

O mapeamento dos caracteres mostrou que o tipo dorsal de RS é a condicdo ancestral
para Portunoidea, e este € sinapomorfia das espécies dos géneros de Callinectes, Arenaeus e
Portunus (Fig. 4). Em relacdo ao tipo de armazenamento espermatico pode-se notar que as
espécies que apresentam RS dorsal também apresentam como caracteristica ancestral a
formacdo de plug-espermatico, que ocorre nos Callinectes, Arenaeus, Portunus, Ovalipes e
Carcinus (Fig. 5). Enquanto os formadores de pacotes espermaticos, como A. spinicarpus, A.
spinimanus e Cr. ruber possuem esta caracteristica mais derivada que é uma sinapomorfia de
Achelous e uma homoplasia em relagdo aos demais Thalamitinae. Em rela¢do a condicéo de
coépula, o mapeamento deste carater indicou que a condi¢do ancestral trata-se da cdpula em

intermuda (Fig. 6).
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Figura 1. Anatomia do sistema reprodutor feminino nos géneros Achelous spinimanus e Cronius
ruber. A). Ovarios conectados ao oviduto (seta branca) que se ligam ao receptaculo seminal (RS). A-
C). Em Achelous spp, o formato do SR é piriforme. D-E). Cronius ruber apresenta formato saculiforme,
porém mais alongado. A-E). Nota-se, macroscopicamente duas regides no RS, uma dorsal e outra ventral
(continua a vagina). A-E). Nas duas espécies foi possivel notar ainda, a presenca de pacotes
espermaticos (1, 2, 3) no interior do RS. E e G). A conexao do oviduto no RS é do tipo ventral excéntrica
a vagina (seta branca). G). Detalhe do oviduto branco e leitoso (seta branca). E-F). A vagina se abre na
vulva, que possui uma abertura em formato eliptico recoberta por uma fina camada de cuticula, o
opérculo. DR= Regido dorsal, OD= Oviduto; OV= Ovaério; VR= regido ventral; V= vulva; VG=vagina;
(1, 2, 3 = pacotes espermaticos).
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Figura 2. Receptéculo seminal de Achelous spinicarpus e Achelous spinimanus. A e B.) Vista geral
do receptaculo seminal, nota-se duas regides: dorsal e ventral. C.) Detalhe da inser¢do do oviduto no RS
do tipo ventral (seta) (préximo a regido ventral). D.) Detalhe do ponto de insercdo no oviduto no RS
marcado pela presenca de um tampéo de células e vesiculas lucidas (seta branca) e hemacitos (cabeca
de seta). E.) Detalhe da regido mesodérmica formada por 3 camadas. F) Detalhe da transigdo entre a
regido ventral e dorsal. G.) Esta transi¢do € abrupta e marcada pela presenca de muitas dobras na regido
ventral. H.) A vagina é composta de epitélio cubico e envolta por forte musculatura. J-K.) No limen do
RS nota-se espermatozoides livres imersos em secre¢do acidofila. L). Secrecéo fortemente positiva para
proteinas. M.) Predominancia de secrecdo rica em polissacarideos neutros em relacdo aos &cidos. N.)
Secrecdo fortemente positiva para polissacarideos neutros. O.) Secrecdo positiva para polissacarideos
acidos. CT= Tecido conjuntivo; C= cuticula; DL= Camada densa; DR= Regi&o dorsal, MDE: Epitélio
dorsal modificado; MUS: Tecido muscular; L= Lumen; OD= Oviduto; OO= odcitos; OV= Ovério; RS=
Receptaculo seminal; S= Secrecdo; SZ= Espermatozoide; VG= vagina VEP= Epitélio ventral.
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Figura 3. Receptéculo seminal de Cronius ruber. A). Vista geral do receptaculo seminal, nota-se duas
regides: dorsal e ventral, além da presenca de pacotes esperméaticos (um ventral e outro dorsal). B.)
Insercdo do oviduto no RS. C.) Detalhe da inser¢do do oviduto no RS do tipo ventral (seta) (préximo a
regido ventral). D.) Detalhe da regido mesodérmica formada por 3 camadas. E.) Detalhe da regido
ventral do RS com forte camada de cuticula. F) Detalhe das dobras na regido ventral. G.) No lumen do
RS nota-se espermatozoides livres imersos em secre¢do acidofila. H). Secrecéo positiva para proteinas
na regido dorsal do RS. I.) Secrecdo fortemente positiva para proteinas na regido ventral do RS. J e K.)
Secrecdo positiva para polissacarideos &cidos tanto na regido dorsal como ventral do RS. L.) Reacdo
positiva para polissacarideos neutros e predominancia destes em rela¢do aos polissacarideos acidos. M).
Secrecdo rica em polissacarideos neutros em relacdo aos acidos. CT= Tecido conjuntivo; C= cuticula;
DL= Camada densa; DR= Regido dorsal, MDE: Epitélio dorsal modificado; MUS: Tecido muscular;
OD= Oviduto; OO= oo6citos; OV= Ovério; RS= Receptadculo seminal; S= Secre¢do; SZ=
Espermatozdide; VG= vagina VEP= Epitélio ventral.
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Figura 4. Diagrama de mapeamento do carater morfoldgico 3: “Tipo de RS” tragado com base no filograma de Evans (2018). Estados de carater: Ventral (1-
Blue); dorsal (2-pink); not described (Black).
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Figura 5. Diagrama de mapeamento do carater morfoldgico2: “Estratégia de armazenamento espermatico” tracado com base no filograma de Evans (2018).
Estados de carater: Pacote espermatico ou mistura de fluido de mais de um macho (1-Blue); plug-espermatico(2-pink), Not described (Black).
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Figura 6. Diagrama de mapeamento do carater morfol6gico 3: “Condicao de copula” tragcado com base no filograma de Evans (2018). Estados de carater: copula
rigida (intermuda) (1-Blue); cépula durante a muda (2-pink), Not described (Black).
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Discussao

Os principais achados deste trabalho para as espécies A. spinimanus, A. spinicarpus e
Cr. ruber tratam-se da: 1) a auséncia de plug-espermatico, 2) a presenca de pacotes
espermaticos (compostos por fluido seminal e espermatozoides livres), indicando fortemente
que as fémeas realizam a copula em intermuda e possivelmente com mais de um macho, 3) RS
do tipo ventral, que pela primeira vez foi descrito para Portunidae, que mantém a mesma
organizacdo anatémica e ultraestrutural durante todo o desenvolvimento ovariano.

O plug-espermatico possui consisténcia rigida e funciona como uma barreira que
bloqueia a copula da fémea com mais de um macho, sendo esta uma caracteristica reprodutiva
que anula a competicdo espermaética (Hartnoll, 1969; Johnson, 1980; Wolcott et al., 2005;
Parker, 1970) em diversos géneros de Portunoidea, como Carcinus, Ovalipes, Scylla,
Callinectes, Portunus e Arenaeus (Spalding, 1942; Ryan, 1967; Hartnoll, 1969; Johnson, 1980;
Hinsch, 1986; Bawab & EI-Sherief, 1988; Jayasankar & Subramonian, 1997; Zara et al., 2014;
Assugeni et al., 2021). Nas especies A. spinicarpus, A. spinimanus e Cr. ruber estudadas neste
trabalho ndo foram encontradas evidéncias de plug-espermatico. Desta maneira, 0s resultados
aqui apresentados diferem muito das descri¢cBes anatdmicas e histoldgicas ja realizadas para
Portunidae, até o momento. Hartnoll (1969) prop6s que o plug-espermatico é uma caracteristica
vestigial de braquilros ancestrais que aderem os espermatéforos ao esterno da fémea. No
mapeamento deste carater baseado em Evans (2018), nota-se que a formacdo de plug-
espermatico é a condicdo ancestral. Desta maneira, concordamos com a hipétese de Hartnoll,
na qual a formacéo de plug-espermatico € a caracteristica ancestral para Portunoidea, enquanto,
a formacdo de pacotes espermaticos € uma sinapomorfia para A. spinicarpus e A. spinimanus e
provavelmente para os Thalamitinae que realizam esta estratégia. Desta maneira, € provavel
gue os Thalamitinae como no caso de Cr. ruber e mais trés espécies do género Thalamita
(Norman, 1996; Norman et al., 1997, 1999), além de Ch. longicollis (Innocenti et al., 1998) e
Ch. japonica (Baker et al., 2018), tenham selecionado este carater de formagdo de pacotes
espermaticos, bem como os Achelous aqui estudados. Assim, fica claro a coevolucdo entre 0s
sistemas reprodutores masculinos e femininos de Portunidae formadores de plug-espermatico,
pois 0 macho investe todo seu potencial reprodutivo na producao do plug-espermatico e a fémea
em dissolvé-lo (Assugeni et al., 2021).

Além disso, neste trabalho observamos que a presenca de pacotes espermaticos no RS
indica fortemente a que as fémeas de A. spinimanus, A. spinicarpus e Cr. ruber parecem realizar

a copula em intermuda (carapaca rigida) e, talvez com mais de um macho como observado em
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Thalamita e Charybdis (Norman, 1996; Norman et al., 1997, 1999; Innocenti et al, 1998;
Backer et al., 2018). A auséncia de plug-espermaético, associado a copula dura e presenca de
pacotes espermaticos também foi descrito também para Majoidea (Diesel, 1989, 1990;
Benhalima & Moriyassu, 2000; Sainte-Marie et al., 2000; Sal Moyano et al., 2010),
Inachoididae (Antunes et al., 2016, 2018) e em Trichodactylidae (Oliveira & Zara, 2018).
Entretanto, nestas Ultimas espécies foi observado a presenca de glandulas acessérias na
transicdo entre a MVD e PVD ou apenas ao longo da PVD, o que parece contribuir com a
formacéo dos pacotes espermaticos no RS (Diesel, 1989, 1990; Benhalima & Moriyassu, 2000;
Sainte-Marie et al., 2000; Antunes et al., 2016, 2018; Oliveira & Zara, 2018). Contudo, tanto
em Inachoididae como Trichodactylidae, a PVD é ausente de espermatoforos e a mistura das
secrecdes da glandula acessorias e da PVD formam um gel que separa as massas espermaticas
em estratos (Antunes et al., 2016, 2018). No Portunidae Ch. japonica, a PVD ¢é ausente de
espermatdforos (observado nas figuras, mas ndao descrito) com a presenca de bolsas laterais,
mas ndo possui glandulas acessorias e no RS das fémeas, ndo foi observado pacotes
espermaticos e nem plug-espermatico (Wong & Swell, 2015; Baker et al., 2018). Assim, ao que
parece, em Heterotremata, a poducdo de pacotes espermaticos é homoplasica, com uma
caracteristica em comum, auséncia de material germinativo na PVD.

Assim, podemos propor que a presenca de pacotes ou plug-espermaticos, esta mais
relacionado ao tipo de copula realizado pelos Portunoidea, uma vez que as espécies que
realizam copula durante a muda também séo formadoras de plug-espermaético, como descrito
para os Portunidae dos géneros Callinectes, Portunus e Arenaeus e também o Carcinidae Car.
maenas (Spalding, 1942; Ryan, 1967; Jivoff, 1997a, b; Zara et al., 2012; Zara et al., 2014;
Assugeni et al., 2021). Em contraposicdo, as espécies que realizam a cépula em intermuda
(rigida), podem ser formadoras de pacotes espermaticos, como observado neste trabalho, sendo
pela primeira vez descrito em Portunidae, inclusive para espécies ndo relacionadas
filogenéticamente, sendo este carater homoplasico entre Cr. ruber e A. spinimanus e A.
spinicarpus. Assim, propomos que as espécies de Portunidae, que também copulam em
intermuda, como Ch. longicollis, Ch. japonica, Thalamita, tem grande probabilidade de serem
formadores de pacotes espermaticos (Norman, 1996; Norman et al., 1997, 1999; Innocenti et
al., 1998; Baker et al., 2018). Assim, nossa proposta esta de acordo com proposto para Ch.
hellerii (Watanabe et al., 2022). Além disso, ja foram descritas espécies que nao sao formadores
de plug-espermatico e nem de pacotes espermaticos, porém, realizam a cépula durante a muda

(carapaca mole) como foi descrito para Ch. feriata e Ch. natator (Sumpton, 1990;
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Soundarapandian et al., 2013). Desta maneira, a condi¢do de copula durante a muda parece ser
um carater primitivo entre os Portunidae; entretanto, o género Charybdis se encontra em
posicao intermediaria entre os estados primitivos e o derivado, uma vez que séo descritas estas
duas estratégias de copula para este género. Os resultados do mapeamento dos caracteres
referentes a copula mostram que a condigdo ancestral trata-se da copula mole, durante a muda.
Assim, a caracteristica derivada, copula em intermuda (rigida) ocorre provavelmente nos
demais Thalamitinae, além das espécies aqui descritas: Cr. ruber e também nos Portuninae A.
spinimanus, A. spinicarpus e A. tumidulus, sendo assim, esta a homoplasia dos Achelous spp.
em relagcdo aos demais Portunidae.

No RS de A. spinimanus, A. spinicarpus e Cronius ruber a conexao do oviduto com o
receptaculo seminal ocorre na regido mesodérmica, proximo a transicao entre a regido dorsal e
ventral, assim, caracterizando o RS como ventral. Esta morfologia difere do padrdo mais
comumente encontrado em Portunoidea, que € majoritariamente dorsal (McLay & LOpez-
Greco, 2011; Zara et al., 2014; Antunes et al., 2016; Assugeni et al., 2021). O tipo ventral de
RS é comum em espécies de Majoidea, Cancridae, Calappidae, Geryonidae, Leucosiidae,
Parthenopidae, Parathelphusidae, Corystidae, Ocypodidae, Oregoniidae, Hymenosomatidae,
Pinnotheridae, Ocypodidae, Ucididae e Sesarmidae (Diesel, 1989, 1990, 1991; Lopez-Greco et
al., 2009; McLay & Loopez Greco 2011, Antunes et al., 2016; Kienbaum et al., 2017). Nas
espécies de Portunidae formadoras de plug-espermatico, como C. danae, Ar. cribrarius e P.
sanguinolentus (Ryan, 1967b; Zara et al., 2014; Assugeni et al., 2021) ocorre uma modificacdo
morfoldgica importante no RS, durante o desenvolvimento ovariano, e caso, estas alteracdes
ndo sejam levadas em consideracdo podem levar a uma interpretacéo errénea sobre o tipo de
RS. Além disso, a histologia também ja demonstrou ser crucial para este tipo de classificacéo,
jaque aregiao ventral pode se estender ventralmente, criando a impressao do tipo intermediario
de RS, uma vez que, causando uma classificacdo errada principalmente no caso de espécies de
Portunidae, nos quais ocorrem esta modificacdo morfoldgica. Macroscopicamente, 0o RS em C.
danae pode causar uma interpretacdo incorreta, como realizada em Callinectes bocourti (Souza
et al.,, 2017). Isto estd relacionado ao momento em que o plug-espermatico comeca a se
dissolver e 0 RS vai se tornando mais flacido e parece se tornar do tipo ventral, mas quando a
mesma analise é realizada histologicamente, percebe-se que o RS € do tipo dorsal em todos 0s
estagios ovarianos, pois apesar destas modificagdes morfologicas, o oviduto sempre encontra-

se em regido oposta a vagina, durante todo o desenvolvimento ovariano (Assugeni et al., 2021).

160



Na conexao do RS, o oviduto esté& preenchido por células com ndcleos ovais que formam
um tampdo na regido de abertura do oviduto. Este tipo de tampéo celular lipidico foi descrito
para Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788) e relembra o padrédo registrado para Eriocheir
sinensis H. Milne Edwards, 1853 (Lee &Yamazaki, 1990; Antunes et al., 2016). Este tampao
parece funcionar de maneira semelhante ao proposto para os Pinnotheridae onde as secregdes
seriam liberadas no momento da ovulagéo (Becker et al., 2011). Desta maneira, a liberacéo da
secrecdo abriria 0 canal do oviduto e, a0 mesmo tempo funcionaria como uma barreira que
previne a entrada dos espermatozoides no oviduto, similar ao que foi descrito para C. danae
(Assugeni et al., 2021). Para Pinnotheridae as células desta regido liberariam sua secre¢do de
forma holdcrina (Becker et al., 2011), porém neste trabalho nos parece ser mais razoavel que o
mecanismo seja apocrino, sendo o restante das células necessario para a manutencéo do contato
do oviduto ao receptaculo, o que poderia desaparecer caso a célula como um todo fosse
descamada.

Em Brachyura, o receptaculo seminal é dividido em regido dorsal e ventral (Diesel et
al., 1989; Lopez-Greco et al., 2009). Becker et al. (2011) sugere que a regido dorsal localizada
no apice do receptaculo seminal € utilizada como area de armazenamento dos espermatozoides
e a area ventral é chamada de area de fertilizagcdo, com a vagina adjacente. A parte dorsal do
RS em Portunidae forma um epitélio estratificado e glandular, com células sendo liberadas por
mecanismo holdcrino, sendo este o padrdo descrito também para outras de espécies Portunidae
(Spalding, 1942; Ryan, 1967; Zara et al., 2014; Souza et al., 2016), majéideos (Hartonoll, 1968;
Beninger et al., 1998; Gonzalez Gurriaran et al., 1998; Sainte-Marie & Sainte-Marie, 1998;
Gonzalez-Pisani & Lopez Greco, 2007; Sal Moyano et al., 2009; Gonzélez-Pisani, 2012),
Leucosiidae (Hayer et al., 2015) e Eriphidae (Souza et al., 2016). Em contraposi¢éo, o epitélio
dorsal do RS pode ser simples como descrito para Menippidae (Souza et al., 2016); Ocypodidae
(Lopez-Greco et al., 2009; Lautenschlager et al., 2010; Souza et al., 2016), Pinnotheridae
(Becker et al., 2011), Varunidae (Lee & Yamazaki, 1990) e Grapsidae (Souza et al., 2016).
Assim, ao que parece, as familias mais proximas filogeneticamente apresentam o mesmo tipo
de epitélio dorsal, sendo o estratificado uma sinapomorfia para Portunoidea.

Nos pacotes espermaticos encontrados no RS de Achelous e Cronius ruber foram
observados somente espermatozoides livres, este mesmo padrdo foi observado nos RS de
fémeas maduras de Majoidea (Inachoididae), como o formador de pacotes espermaticos S.
seticornis (Antunes et al., 2016) e também para os Mithracidae que misturam todo o material

genético de um ou mais machos no RS (Assugeni & Zara, 2022). Assim, corroboramos a
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proposicdo dos dltimos autores de que os espermatdforos sofrem deiscéncia, logo apds o
acasalamento, sendo armazenados livres no RS. Entretanto, esta caracteristica se difere no RS
dos Portunidae formadores de plug-espermatico, nos quais € comum a presenca de
espermatozoides ainda com parede no interior do RS, que se dissolvem com o auxilio da
secre¢do desta estrutura em sincronia ao desenvolvimento ovariano (Zara et al., 2014; Assugeni
etal., 2021).

Em conclusdo, o sistema reprodutor feminino de Achelous e Cronius mostra pela
primeira vez um padrdo diferente de armazenamento espermatico para Portunoidea, com RS do
tipo ventral, formacdo de pacotes espermaticos e copula rigida, o que difere totalmente dos
resultados j& descritos para a maioria dos Portunidae. Assim, os animais formadores de plug-
espermatico, com cépula durante a muda (mole) e RS do tipo dorsal representam a condicao
ancestral de Portunoidea. Desta maneira, podemos considerar este novo padrdo de
aemazenamente espermatico pela formacgéo de pacotes esperméticos uma condi¢do derivada e
apomorfica em Portunoidea e demonstra a ocorréncia de competicdo espermatica nesta
superfamilia. Assim, o Gltimo macho que copulou tem prioridade na fertilizacdo dos ovdcitos,
e a competicdo espermatica parece ser uma apomorfia em Heterotremata ocorrendo de maneira
independente em caranguejos aranha Inachoididade (Diesel, 1989, Antunes et al., 2016) e

caranguejos de agua doce Trichodactylidae (Oliveira & Zara, 2018).
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Considerac0es Finais

Nesta tese conseguimos conciliar os caracteres morfoldgicos e quimicos do sistema
reprodutor masculino, incluindo espermatoforos, espermatozoides, fluido seminal e também os
caracteres do sistema reprodutor feminino (tipo de receptaculo seminal, armazenamento
espermatico e estratégia de copula) em Portunoidea, que integrados a filogenia molecular
permitiram contar brevemente a histdria da recuperacdo do carater ancestral com base no que
se conhece mundialmente. A ultraestrutura dos espermatozoides das espécies dos género
Callinectes, Arenaeus, Portunus e Ovalipes mostrou sinal filogenético quanto a morfologia da
camara perforatorial onde estes mesmos animais apresentam o tipo geral elipsoide e a zona
acrossomal raiada dilatada na regido média da vesicula acrossomal. Os Portunidae do género
Achelous apresentam uma autapomorfia em relacdo a morfologia da cdmara perforatorial que é
do tipo piriforme e que difere dos demais Portunidae aqui descritos. Os Thalamitinae Cronius
ruber, Charybdis helleri e Caphyra rotundifrons apresentam como sinapomorfia a camara
perforatorial com morfologia geral do tipo fusiforme. Todos os Portunidae aqui estudados
apresentam quatro camadas concéntricas do acrossoma. Porém, as espécies das familias
Carcinidae e Geryonidae apresentam como sinapomorfia a presenca de cinco camadas
concéntricas do acrossoma.

Nos Portunoidea aqui estudados, verificamos que o estado de carater ancestral em
relacdo ao espermatdéforo remete a morfologia de parede compacta e espessa, que ocorre nos
animais formadores de plug-espermatico dos géneros (Callinectes, Arenaeus, Portunus, Scylla,
Ovalipes, Chaceon e Carcinus), 0s quais também realizam a cépula durante a muda e
apresentam a regido média e posterior do vaso deferente composta por secrecdo granular e sem
espermatdforos ou espermatozoides, respectivamente. Assim, tais géneros ndo apresentam
competicdo espermatica. Estes resultados mostram a coevolucgédo entre machos e fémeas onde
a lenta deiscéncia espermatica e que ocorre somente no receptaculo seminal tem sincronia com
dissolucdo do plug-espermatico e ao desenvolvimento ovariano.

Nas fémeas de A. spinicarpus, A spinimanus e Cr. ruber, descrevemos pela primeira
vez a ocorréncia de receptaculo seminal do tipo ventral e a formacdo de pacotes espermaticos
em Portunoidea. Estas espécies ao que nos parece também realiza a copula em intermuda
(rigida), desta maneira, beneficiando o ultimo macho a copular com a fémea. Neste caso,
evidenciando a competicdo espermatica nestes animais. A morfologia dos espermatéforos que
ocorre nestes animais esta relacionada a rapida deiscéncia, uma vez que no receptaculo das

fémeas, logo apds a transferéncia espermatica, nota-se apenas espermatozoides livres.
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Os resultados deste trabalho foram eficazes na recuperacdo do estado ancestral de
cardter e conseguiram corroborar e solucionar em partes as controvérsias existentes na
classificacdo dos Portunoidea, dado a importancia do entendimento da relacao entre os padrbes
morfoldgicos e evolutivos desta superfamilia. Esta tese € o ponto inicial para a elucidacdo dos
diferentes padrfes de acasalamento, deiscéncia dos espermatdéforos e copula em Portunoidea.
Ainda s@o necessarios diferentes géneros desta superfamilia, que ainda ndo foram estudados
sobre este ponto de vista para finalizar a historia evolutiva do sistema reprodutor dentro deste

importante clado de Brachyura.
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ABSTRACT

In spedies of Callinectes a sperm plug is formed in the seminal receptacle (SR) during the sperm transfer,
which hinders the insemination by other males. In this study, we evaluated the morphology, histo-
chemistry, and ultrastructure of the seminal receptacle of juvenile and adult females of Callinectes danae
along the different stages of ovarian development. We described the histochemical changes that take
place inside the SR, from the sperm plug formation until fertilization. We also quantified the amount of
seminal fluid received by the females during copulation. C. danae has a dorsal-type SR, which is common
in Portunidae. The sperm plug is formed by the orderly deposition of seminal fluid of the anterior and
median vas deferens, which in turn influences the secretion of the posterior region and produces
chemically distinct strata. The dissolution of the sperm plug inside the SR occurs in synchrony with the
spermatophore dehiscence and ovarian development. A holocrine secretion from dense layer cells dis-
solves the sperm plug. These cells have electron-dense and electron-lucid vesicles. The plug is completely
dissolved when the females are at the intermediary ovarian development. At this stage, the SR dense
layer folds and forms the lateral chamber. The dorsal oviduct, continuous to the dense layer, moves to a
ventral-lateral position opposed to the vagina. During ovulation, the oocytes of mature females pass
through the oviduct and the fertilization occurs almost above the vagina. The male ejaculates all its
seminal fluid in a single copulation, leading to a total sperm depletion. Therefore, the whole sperm plug
is produced by the males, through the combined secretions from three vas deferens regions. We show,
for the first time, that the secretions from the anterior vas deferens also participate in the sperm plug
formation. The female dissolves the plug, which is a crucial morphological change of the SR during the
processes of fertilization and egg release. In species of Callinectes there was a clear co-evolution between
the male and female reproductive systems: the male invests all its reproductive potential to build the
sperm plug, and the female, to dissolve it.
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