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RESUMO

Em algumas espécies de decépodos é possivel verificar variagdes morfolégicas em
individuos adultos de uma mesma populagdo, as quais resultam em distintos morfotipos.
Esses morfotipos podem influenciar a estrutura da populagdo, muitas vezes
representando um carater relacionado & dominancia social e reproducéo. O crescimento
relativo e histologia do sistema reprodutor de Macrobrachium brasiliense foram
analisados a fim de investigar a ocorréncia de distintos grupos morfolégicos em machos
adultos. Os espécimes analisados foram coletados em dois locais, no cérrego Agua
Limpa, regido de Uberlandia-MG e no Rio Batalha, regido de Bauru-SP. Cada macho
foi medido em relacdo a sete dimensBes corporais: comprimento da carapaca (CC),
comprimento do maior quelipodo (CMQ), comprimento do déactilo (CD), comprimento
do prépodo (CPr), comprimento do carpo (CCa), comprimento do mero (CM) e
comprimento do isquio (CI). O crescimento relativo foi analisado com base na mudanca
dos padrdes de crescimento das estruturas corporeas mencionadas (variaveis
dependentes) em relacdo ao CC (variavel independente). Em seguida, uma analise
exploratéria (analise de componentes principais — PCA) foi realizada com os dados
morfométricos em busca de possiveis grupos morfolégicos distintos na populacdo. O
sistema reprodutor masculino também foi descrito e comparado para analise de
diferengas durante a maturacdo de células reprodutivas e produtividade espermatica
entre os morfotipos. Dois morfotipos foram identificados entre os individuos: minor
male, com quelipodos menos desenvolvidos (22,35 + 3,36mm) e com poucos espinhos
ou em formacéo, e o bigger male, com quelipodos maiores (36,57 £ 12,49mm), muitos
espinhos ao longo dos mesmos, principalmente a partir do mero, e todos os espinhos
completamente desenvolvidos. Os resultados da relagdo entre CC vs CMQ diferiu
significativamente (p < 0,01) entre os dois morfotipos. Foi feita uma minuciosa
descricdo com base nos principais caracteres macroscopicos de diferencia¢do entre os
morfotipos para se tornar mais facil a identificacdo em pesquisas futuras. Ndo houve
diferencgas na histoanatomia e histoquimica entre os morfotipos, porém, a produtividade
espermatica diferiu significativamente entre as duas castas, com o morfotipo bigger
male produzindo mais espermatozoides (teste T, p= 0,03). Os quelipodos foram
considerados um grande determinador de castas dentro de uma populacdo, seguindo o
proposto por outros trabalhos de descricdes morfotipicas, sendo tal apéndice
diretamente relacionado ao comportamento reprodutivo desses animais. A anatomia do
sistema reprodutor ndo apresentou variagOes, apesar da diferenca entre producéo final
de espermatozoides, algo que pode estar correlacionado ao tamanho desses animais. A
presenca de morfotipos detectada aqui contribuiu para um aumento no conhecimento da
biologia populacional principalmente quantos as aos aspectos reprodutivos da espécie.

Palavras-chave: Crescimento relativo, histologia, morfotipos, sistema reprodutor
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INTRODUCAO
O género Macrobrachium (Spence Bate, 1868) € constituido, atualmente, por 246
espécies descritas e distribuidas no mundo todo, com ocorréncia de 19 espéecies no
Brasil (MANTELATTO et al., 2014), entre elas, Macrobrachium brasiliense (Heller,
1862), possui distribuicdo em 11 estados do territorio brasileiro, além de também
ocorrerem paises adjacentes (HOLTHUIS, 1952; COELHO e RAMOS-PORTO, 1984;
MELO, 2003; PILEGGI et al., 2013). Mediante a vasta distribuicdo dessa espécie, ainda
assim a maioria dos trabalhos cientificos se refere a estudos populacionais (GARCIA-
DAVILA et al., 2000; MANTELATTO e BARBOSA, 2005) ou ocorréncias de
distribuicdo (GARCIA- DAVILA e MAGALHAES, 2003; KENSLEY e WALKER,
1982; SANTOS et al., 2018). Poucos séo os trabalhos que abordam outros caracteres
bioldgicos, entre esses, revisdes taxondmicas (COELHO e RAMOS-PORTO, 1984;
PILEGGI e MANTELATTO, 2012), comportamento (NOGUEIRA et al., 2018), dieta
alimentar (MELO e NAKAGAKI, 2013), fator de condi¢do (TADDEI et al., 2017),
potencial reprodutivo (OLIVEIRA et al., 2017) e descri¢do larval (PANTALEAO et al.,
2011).

Algumas espécies do género Macrobrachium, como M. amazonicum (Heller,
1862) e M. rosenbergii (De Man, 1879) sdo consideradas de médio e grande porte,
respectivamente, sendo muito utilizadas para fins pesqueiros e de cultivo (MACIEL e
VALENTI, 2009; NEW e SINGHOLKA, 1982). Diferente de M. brasiliense,
considerado de pequeno porte junto a outras especies do mesmo género, como M.
borellii (Nobili, 1896), M. iheringi (Ortmann, 1897), e M. potiuna (Muller, 1880)
(VALENTI et al., 1989). Ao decorrer do ciclo de vida de algumas espécies de
Macrobrachium, € possivel que ocorra um fendmeno morfologico entre os machos de

uma mesma populagdo, existindo assim, machos sexualmente maduros com diferentes
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caracteres morfoldgicos, principalmente em relacdo aos quelipodos, além de
demonstrarem diferentes comportamentos agonisticos e producdo espermatica (SAGI e
RA’ANAN, 1988). Tal fenébmeno ja foi observado em algumas espécies, como por
exemplo, M. amazonicum, M. rosenbergii e M. grandimanus (Randall, 1840) (KURIS et
al., 1987; MORAES-RIODADES e VALENTI, 2004; PANTALEAO et al., 2014;
WHORTHAM e MAURIK, 2012).

Atualmente, morfotipos foram descritos para espécies que possuem o ciclo de
vida estendida, incluindo as citadas anteriormente como M. rosenbergii (KURIS et al.,
1987), M. amazonicum (MORAES-RIODADES e VALENTI, 2004; PANTALEAO et
al., 2014) e M. grandimanus (WORTHAM e MAURIK, 2012), e as espécies Cryphiops
caementarius  (Molina, 1782) (ROJAS et al, 2012), e M. idella
(SOUNDARAPANDIAN et al., 2014). Os tipos de desenvolvimento larval dessas
espécies podem refletir caracteristicas do ambiente em que vivem, por exemplo,
espécies que possuem o ciclo larval estendido sdo encontradas mais proximas de regides
estuarinas do que espécies com o ciclo larval abreviado (BAUER, 2004). As larvas que
possuem desenvolvimento estendido se desenvolvem em regibes estuarinas pelo fato
desses ambientes serem ricos em alimento, portanto, as larvas dessas espécies eclodem
em instares larvais menos desenvolvidos, se desenvolvem no estuario e retornam na fase
jovem para os rios (BAUER, 2004; JENNERJAHN e ITTEKKOT, 2002). Espécies de
ciclo de vida abreviado ocorrem em coOrregos ou rios interiores, locais que possuem
menor disponibilidade de alimento quando comparado ao estuario, portanto, esses
animais possuem uma estratégia em que os embrides se desenvolvem a maior parte dos
estagios larvais dentro do ovo, eclodindo em um estagio bem mais avancado, ou em
alguns casos, apresentando desenvolvimento direto. Neste sentido, uma grande

quantidade de vitelo é disponibilizada no interior dos ovos desses animais, para que a
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embrido tenha uma fonte de alimento para se desenvolver no interior do ovo por um
maior periodo de tempo (BUENO e RODRIGUES, 1995; PEREIRA e GARCIA, 1995).

A ocorréncia de machos com diferentes morfotipos em uma populacdo pode
influenciar diretamente nas relacdes intraespecificas e interespecificas desses animais,
sendo um fator muito importante para a estrutura populacional devido o comportamento
de dominancia das castas superiores (VALENTI et al., 1993). O desenvolvimento de
morfotipos resulta em variagdes morfologicas como coloragdo, espinhos no segundo par
de quelipodos e crescimento diferencial de algumas partes do corpo, entre individuos de
uma mesma espécie e sexo, podendo ser facilmente visualizados e identificados em uma
populagido (MORAES-RIODADES e VALENTI, 2004; SAGI ¢ RA’ANAN, 1988).
Essa ornamentacdo dos quelipodos nos morfotipos dominantes auxilia os animais em
disputas por fémeas ou territdrio, influenciando nos comportamentos agonisticos e, de
certa forma, refletindo também na estruturacdo histoanatdmica e processos fisioldgicos
desses animais (KARPLUS e BARKI, 2018; PASCHOAL, 2017).

A quantidade de morfotipos existentes pode variar de espécie para espécie; em
M. amazonicum, por exemplo, ha quatro diferentes morfotipos que sdo diferenciados
macroscopicamente a partir da coloracdo e tamanho de seus quelipodos, denominados
como Translucent Claw (TC), Cinnamon Claw (CC), Green Claw 1 (GC1) e Green
Claw 2 (GC2), sendo GC2 o macho dominante (MORAES-RIODADES e VALENTI,
2004; PANTALEAO et al., 2014). Para M. rosenbergii foram descritos trés morfotipos
(KURIS et al., 1987), Blue Claw (BC), Orange Claw (OC) e Small Male (SM), também
diferenciados a partir do tamanho e coloracdo dos quelipodos. Em M. grandimanus,
mais uma vez, a principal diferenga morfologica foi observada nos quelipodos dos
machos, sendo categorizados dois diferentes morfotipos dentro dos machos, Small

Symmetrical Males e Large Asymmetrical Males (WORTHAM e MAURIK, 2012). Em
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outros géneros, nem sempre os quelipodos sdo o caractere principal de diferenciacdo
entre os morfotipos; no camardo Rhynchocinetes brucei Okuno, 1994, outra estrutura
também foi considerada importante para essa caracterizagcdo, e, neste caso, foi
observado diferencas no tamanho e formato do terceiro par de maxilipedes entre os
machos. Assim foram registrados trés diferentes morfotipos em R. brucei: Typus
Morphotype (TM), Intermedius Morphotype (IM) e Robustus Morphotype (RM)
(THIEL et al., 2010).

Além da diferenciagdo macroscépica por meio da morfologia de estruturas
corporeas, alguns autores observaram a existéncia da diferenciacdo microscopica nos
orgaos reprodutivos em animais de populacbes que apresentam diferentes morfotipos,
sendo caracterizadas diferencas morfofisioldgicas, a saber: tamanho entre células
germinativas, area das zonas de producdo dessas células, e localizacdo dessas zonas
dentro das diferentes regides que compdem o sistema reprodutor (SAGI e RA’ANAN,
1988; PAPA et al., 2004). Por exemplo, Papa et al. (2004), observaram a organizacao
histoldgica dos testiculos entre os morfotipos de M. amazonicum. No morfotipo TC as
zonas espermatogénicas e espermiogénicas estdo situadas em regides diferentes, sendo a
primeira encontrada na parte central dos lobos testiculares e a segunda encontrada na
periferia dos testiculos. A regido espermatogénica possui células em maturacdo e de
sustentacdo, enquanto a regido espermiogénica possui as células mais desenvolvidas
provenientes da regido anteriormente citada, sendo essas células espermatides e
espermatozoides. No morfotipo CC, essas regides testiculares estavam completamente
ocupadas pelas zonas espermatogénicas, com diminuta presenga de  zonas
espermiogénicas. Ja os morfotipos GC1 e GC2 apresentaram 0 mesmo padrao testicular,
pois, nesses dois morfotipos foi possivel a visualizagdo das zonas espermatogénicas e

espermiogeénicas na regido dos testiculos, sendo essa ultima zona ocupando mais espago
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da regido testicular, local onde ocorre o desenvolvimento das espermatides em
espermatozoides. Logo, para os morfotipos GC1 e GC2 foi observado mais células em
fases finais de maturacdo e maduras do que nos demais morfotipos TC e CC. Tais
variacdes implicam que, possivelmente, os morfotipos ndo se diferenciam apenas
macroscopicamente e sim alterando também a morfofisiologia do animal (PAPA, 2004).
Seguindo a linha de raciocinio, Sagi & Ra’anan (1988) observaram diferencas
no 6rgdo reprodutivo entre os morfotipos de M. rosenbergii, sendo que o morfotipo SM
apresentou o sistema reprodutor bem desenvolvido juntamente ao morfotipo BC, porém,
ndo na mesma proporcao de peso, e ambos se distinguiram quanto ao sistema reprodutor
encontrado nos morfotipos OC, que se mostrou menos desenvolvido que os demais. O
peso relativo do sistema reprodutor em relagcdo ao peso total corporeo e o alongamento
do ducto espermatico dos morfotipos SM e BC séo relacionados, enquanto o morfotipo
OC apresentou 0s menores pesos. Estas observacdes podem refletir o comportamento
agonistico desses animais, sugerindo que machos OC ndo séo ativos sexualmente. Outra
caracteristica morfofisiologica que pode demonstrar diferenciacbes entre morfotipos
seria a producdo espermatica em cada casta. Paschoal (2017) demonstrou em seu
trabalho sobre M. amazonicum que a concentracdo espermatica no ducto ejaculatorio
dos morfotipos TC, GC1 e GC2 diferiu significativamente do morfotipo CC, refletindo
assim que, possivelmente, os animais dessa casta ndo invistam em reproducdo, mas
apenas em crescimento somatico, a fim de se tornarem morfotipos dominantes.
Analisando trabalhos que abordaram a estrutura populacional de M. brasiliense
de diferentes localidades (GARCIA-DAVILA et al., 2000, MANTELATTO e
BARBOSA, 2005; PEREIRA e CHACUR, 2009), foi observado uma grande variagao
entre 0s tamanhos maximos e minimos comprimentos de carapaca (CC) nessas

populagdes. Pereira & Chacur (2009), no Mato Grosso do Sul, relataram variagdes do
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CC em machos do menor ao maior individuo de 7,6 mm a 30,5 mm (14,0 £ 4,5 mm) e,
para as fémeas, observaram-se variacdo no CC de 7,4 mm a 23,1 mm (11,0 £ 3,1 mm).
Garcila-Davila et al. (2000), na Amaz6nia Peruana, relataram apenas as médias de 14,8
+ 3,4 mm para os machos e 12,9 + 2,0 mm para as fémeas. Mantelatto & Barbosa
(2005), em Sao Paulo, observaram tamanhos menores de animais, quando comparado
aos estudos acima, encontrando machos com variacdo do CC entre 4,3 mm a 19,8 mm
(10,56 £ 4,05) e fémeas com variacdo do CC entre 3,1 mm a 16,1 mm (7.32 £ 2.82
mm), os resultados dos trabalhos foram similares quando comparada a variacdo do CC
entre 0s sexos. Além disso, Pereira & Chachur (2009) verificaram uma relacdo
significativa entre o crescimento do segundo par de pere6podos com o CC dos machos,
destacando assim, a possivel existéncia de morfotipos dentro de populagdes,
necessitando de maiores andlises para a confirmacdo da ocorréncia de morfotipos
(MORAES-RIODADES e VALENTI, 2004; PANTALEAO et al., 2014).

Deste modo, estudos especificos sobre a morfologia de estruturas corpdreas
macroscopicas e microscopicas podem viabilizar importantes informacdes a respeito das
variacbes morfolégicas em uma populacdo, e, consequentemente, na biologia
reprodutiva de espécies, evidenciando quais caracteristicas morfoldgicas e histologicas
podem estar se diferenciando entre grupos de animais do mesmo Sexo em uma
populacdo. Assim, o presente estudo possui dois objetivos; (1) investigar se ha
existéncia de diferentes grupos morfoldgicos em machos adultos de M. brasiliense, e
também, apds se caracterizar possiveis grupos macroscopicamente, (2) investigar a
ocorréncia de diferengas a niveis histologicos no sistema reprodutivo, buscando
dissimilaridades na morfohistologia e morfofisiologia reprodutiva, as quais podem
influenciar o ciclo de vida de M. brasiliense e suas relagdes intraespecificas, juntamente

a morfologia macroscopica.
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MATERIAL E METODOS
Coleta dos espécimes e anélises morfométricas

Para as analises morfométricas e caracterizacdo de morfotipos, foram utilizados
animais coletados nos meses de julho/2012 a junho/2013, agosto/2015, fevereiro, abril,
julho e agosto/2016, utilizando-se apenas peneiras (3,0 mm malha). As coletas dessa
etapa foram realizadas no Ribeirdo Agua Limpa (19°08'24", 48°22'44™") na regi&o do
Tridngulo Mineiro, proximo a cidade de Uberlandia (MG). Durante o periodo da tarde,
por 60 minutos, dois coletores usaram peneiras proximo a margem do rio, onde havia
vegetacdo aquatica, no intuito de obter camardes adultos e jovens (adaptado de
MANTELATTO e BARBOSA, 2005).

Os camar@es capturados foram armazenados em sacos plasticos e mantidos em
agua do local até serem levados ao laboratorio, onde foram preservados em etanol 70%
até andlise. Os espécimes foram identificados por espécie de acordo com Melo (2003),
separados por sexo pela presenga do apéndice masculino no endopodito do segundo par
de pledpodos (Lobdo et al., 1986) e medidos com um paquimetro digital (0,01 mm).
Individuos menores que o macho de menor tamanho foram classificados como
sexualmente indiferenciados e ndo foram utilizados nas analises, por ndo ser possivel
identificar corretamente o sexo desses animais (Pantale&o et al., 2012).

As seguintes estruturas corporais foram medidas para machos e selecionadas
para analises morfométricas: comprimento da carapaca (CC); comprimento do maior
quelipodo (CMQ); comprimento do isquio (CI); comprimento do mero (CM);
comprimento do carpo (CCa); comprimento do propodo (CPr); comprimento do dactilo
(CD). A medida CMQ corresponde a soma dos valores dos articulos que a compdem,

sendo esses, isquio, mero, carpo e prépodo (Figura 1).
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Figura 1. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862). Vista lateral de um individuo macho com
enfoque nas estruturas analisadas morfometricamente. Comprimento da carapaca (CC);
comprimento do maior gquelipodo (CMQ); comprimento do isquio (Cl); comprimento do mero
(CM); comprimento do carpo (CCa); comprimento do prépodo (CPr); comprimento do dactilo
(CD) (Figura 1). llustracao por Jodo Alberto Farinelli Pantaledo.

Analises do crescimento relativo entre os morfotipos

Primeiramente, todos os dados foram tratados de forma para investigar a
existéncia de outliers pelo método de analise do intervalo interquartil (IQR), quando
identificados, esses dados eram removidos do conjunto de dados (Hawkins, 1980; Knox
e Ng, 1998). O teste de Mann-Whitney (Zar, 2010) foi realizado para investigar a
existéncia do fenbmeno da heteroquelia na populacdo, fator que poderia influenciar
diretamente os resultados das analises morfomeétricas.

Posteriormente, os individuos foram analisados nos grupos definidos pela
analise de componentes principais (PCA), a partir do conjunto de dados das estruturas
corporais em relacdo ao comprimento da carapaca, essa analise indica qual das
estruturas analisadas influencia na separacao dos grupos (Pearson, 1901).

A analise ndo hierarquica de agrupamento K-means (Sokal e Rohfl, 1979) foi
aplicada considerando as relagbes morfomeétricas entre 0s grupos de machos
morfotipados. Essa analise distribui o grupo de dados em grupos previamente
estabelecidos por um processo interativo, que minimiza a variancia entre 0s grupos e 0s

maximiza. Ap6s o K-means, para sobreposicdo de dados, uma andlise discriminante foi
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realizada com individuos dentro do intervalo de sobreposicao para refinar os dados para
categorizacdo. O ponto de quebra entre os grupos identificados pela analise
discriminante foi considerado o inicio da maturidade sexual morfologica.

Ambas as andlises (k-means e analise discriminante) foram usadas baseadas nas
investigacGes de Sampedro et al. (1999) e Hirose et al. (2013). Depois de refinar os
dados entre as categorias, estes foram submetidos a uma analise de covariancia
(ANCOVA) para testar os coeficientes angulares e lineares entre os grupos definidos
pelas analises. Isto mostrou se os dados para cada relacdo foram mais bem ajustados em
uma unica equacdo ou se as relacdes morfométricas deveriam ser representadas por
diferentes equacdes lineares.

Mudancgas no padrdo de crescimento de estruturas corporais relacionadas a
variavel independente (CC) foram verificadas usando a analise de crescimento relativo.
Gréaficos de dispersdo foram construidos a partir do conjunto de dados obtidos pela
mensuracdo das estruturas corporeas e ajustados & equacdo alométrica y= ax”
(HARTNOLL, 1974, 1978; HAWKINS ¢ HARTNOLL, 1982). Posteriormente, 0s
dados foram linearizados (log y = log a + b x log x) na qual y é a dimenséo estudada, X
0 comprimento da carapaca, a a intersecdo do eixo y e b o coeficiente alométrico
(angular) que reflete a inclinacéo e angulacdo da reta. O valor da constante alométrica b
foi calculado para cada relacdo biométrica e a hipotese nula (HO: b = 1) foi testada com
o0 teste de Student (a = 95%). Os valores da constante alométrica correspondem ao
crescimento isométrico (b = 1), a alometria positiva (b > 1) ou a alometria negativa (b <
1) (ZAR, 2010). Apenas individuos que apresentaram intactas todas as estruturas do

guelipodo citadas anteriormente foram utilizados para as analises.
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Analise de caracteres morfoldgicos dos morfotipos

Posteriormente as analises estatisticas, foram realizadas a verificacdo de
possiveis diferencas morfolégicas macroscopicas entre os individuos de cada grupo
estabelecido, como ornamentacdo dos quelipodos e angulacdo dos espinhos, como
observado nas espécies M. amazonicum e M. rosenbergii (KURIS et al., 1987;
MORAES-RIODADES e VALENTI, 2004; PANTALEAO et al., 2014). Em seguida,
uma analise exploratdria (analise de componentes principais — PCA) foi realizada com
os dados morfométricos a fim de verificar qual varidvel analisada possui maior
influéncia na diferenciacéo de categorias morfoldgicas (PANTALEAO et al., 2014).

Posteriormente a identificacdo da presenca de morfotipos, foram analisadas a
angulacdo e altura dos espinhos (Figura 2) presentes em todos os articulos do segundo
quelipodo, sendo mensurado sempre os espinhos do quelipodo mais desenvolvido,
utilizando-se um estereomicroscopio Zeiss e software Zeiss AxioVision. Um total de 10

individuos de cada morfotipo tiveram seus quelipodos analisados, sendo 10 espinhos de

cada articulo mensurados.

By e s -d""
Figura 2. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862). Fotografia demonstrando como foi
realizada a mensuracéo da angulacéo e altura dos espinhos.
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Analises histoldgicas

Para as andlises histoldgicas, foram utilizados cinco animais de cada morfotipo
identificado nas analises morfométricas. As coletas dessa etapa foram realizadas no Rio
Batalha (22°18°35”, 49°13°15”), préximo a cidade de Bauru (SP).

Os camardes capturados foram armazenados em sacos plasticos e mantidos com
agua do local até serem levados ao laboratério, onde foram preservados em
paraformoldeido 4% até a dissecacdo dos testiculos e vasos deferentes (VD). Os
espécimes foram identificados por espécie de acordo com Melo (2003), separados por
sexo pela presenca do apéndice masculino no endopodito do segundo par de pleépodos
(MANTELATTO e BARBOSA, 2005) e, o comprimento da carapaca (CC) foi
mensurado com um paquimetro digital (0,01 mm).

Apds a fixacdo em paraformoldeido, os testiculos e VD dissecados foram
lavados duas vezes em tampdo fosfato 0,2 M (pH 7,2), desidratados em uma série
crescente de etanol (70 a 95%) e incluidos em historesina glicol-metacrilato Leica®. Os
blocos foram cortados com 4 pum de espessura em microtomo rotativo. Apds a
microtomia, as laminas foram coradas com PAS (Acido periédico de Schiff)
contracorado com Hematoxilina (PAS &H) e Hematoxilina e eosina (H&E) para
descricdo geral dos testiculos e VD, respectivamente (POLJAROEN et al., 2010; ZARA
et al., 2012), e com azul de toluidina pH 4,0 para a descricdo da espermatogénese
(ZARA et al., 2012). Para as analises histoquimicas foram utilizadas técnicas de azul de
Alcian (pH 1 e 2,5) e acido periédico de Schiff (PAS) para polissacarideos acidos e
neutros, respectivamente (PEARSE, 1960; JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983). Para a
identificacdo de proteinas totais utilizou-se a colora¢do anibnica do Xylidine Ponceau

(MELO e VIDAL, 1980).
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Contagem espermatica

Ambos morfotipos caracterizados nas populacGes de M. brasiliense foram
utilizados para determinar a contagem de espermatozoides. Um total de 10 machos de
cada morfotipo (N: 20) tiveram o sistema reprodutor cuidadosamente removido. Nesta
analise, individuos coletados em Uberlandia-MG e Bauru-SP foram utilizados sendo
cinco individuos de cada morfotipo, de cada um dos locais de amostragem. O vaso
deferente esquerdo foi escolhido e padronizado para estas andlises. JA& o ducto
ejaculatorio (DE) presente na porgdo distal do VD foi seccionado no inicio da dilatacdo
anatdmica, situada nessa por¢do distal do VD, e mantido momentaneamente em &gua
destilada. No presente estudo, consideramos esta regido do ducto deferente como a érea
fixa para a contagem de espermatozoides em M. brasiliense, ou seja, uma area
anatomicamente padronizada (PASCHOAL e ZARA, 2018).

Todo o DE foi macerado em uma solugdo contendo 9 mL de agua destilada e 1
mL de azul de metileno. Posteriormente, foi retirado 1 mL desta solugéo, e adicionado
em 9 mL de agua destilada, constituindo uma diluicdo 1:10. Na etapa seguinte, 1 pul da
solugéo 1:10 foi pipetada e inserida na parte central de uma camara de Neubauer (Figura
3), para contagem de espermatozoides sob microscopio de luz (aumento de 20x). A
preparacdo, randomizacdo e estimativa da contagem de espermatozoides seguiram 0s
procedimentos descritos por Paschoal e Zara (2018). No presente estudo, a contagem de
espermatozoides foi relatada como niimero de espermatozoides / pl (spz / pl).

Primeiramente, foi feito um teste de normalidade dos dados, a partir do qual foi
observado uma distribui¢do normal. Portanto, foi feito um teste “t” para examinar se as

concentracdes de espermatozoides diferiram entre morfotipos de M. brasiliense.
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. —
.

Figura 3. Vista da area de contagem de uma cémara de Newbauer, com presenca de
espermatozoides, em azul de metileno, indicados por setas brancas.

RESULTADOS

Analises morfométricas

Foi constatada a presencga de heteroquelia nos animais examinados, porém, néo
houve lateralidade definida. Desta forma, o maior quelipodo de cada animal foi
mensurado. Um total de 97 machos foi amostrado durante o periodo de coletas, mas
apenas 74 machos foram utilizados devido ao fato de possuirem todos os seus apéndices
intactos.

A andlise de componentes principais (PCA) indicou a separacdo de dois distintos
grupos morfoldgicos além dos juvenis para os machos adultos de M. brasiliense
analisados no presente estudo, esses morfotipos foram denominados como Minor male
(MM) e Bigger male (BM) (Figura 1 e Tabela I). Os componentes principais 1 e 2 (PC1
e PC2) explicaram a maior parte da variagdo morfométrica, sendo essas 45,56% e
24,71%, respectivamente. O comprimento do maior quelipodo (CMQ) foi a variavel que
obteve a maior contribuicdo para PC1, seguido do comprimento do mero (CM) para
PC2, constatando assim, que tais variaveis morfologicas podem ser usadas para separar

os morfotipos de machos em M. brasiliense.
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Figura 1. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862). Analise de componentes principais
(PCA), valores das projecdes do primeiro e segundo componentes principais, realizadas a partir
das variaveis morfométricas.

Tabela 1. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862). Coordenadas de fatores baseada nas
correlagdes (Cor.) e contribui¢bes (Con.) das variaveis morfométrica de acordo com a analise de
componentes principais (PCA). Comprimento da carapaga (CC); comprimento do maior
quelipodo (CMQ); comprimento do isquio (CI); comprimento do mero (CM); comprimento do
carpo (CCa); comprimento do prépodo (CPr); comprimento do dactilo (CD).

Variaveis CMQ CM
(log) Cor. Con. Cor. Con.
cC 0,505 -0,368 0,175 0,213
CMQ 0,514 -0,496 0,133 0,243
Cl 0,061 -0,047 0,319 0,361
CM 0,131 -0,043 0,693 0,691
CCa -0,472 0,455 -0,041  -0,151
CPr -0,330 0,450 0,498 0,443
CD -0,356 0,450 0,345 0,258
Eig/Var 3,189/45,56 1,73/24,71

De acordo com os resultados da ANCOVA (Tabela II), observamos valores
significativos em quase todas as relacbes morfométricas entre o0s morfotipos
estabelecidos, com excec¢do, da relacdo ClvsCC quando comparadas entre todos os
grupos. Portanto, nessa relacdo ndo houve diferenca entre juvenis, MM e BM. Nas

demais relagfes, CMvsCC, CCavsCC, CPrvsCC, CDvsCC e CMQvsCC que analisaram
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todas possibilidades de relacdes entre os grupos (BMvsMM, BMvsJ e MMvsJ), foram
obtidos valores significativos (ANCOVA, p < 0,05), condizendo assim que o
comprimento dos articulos de cada grupo é significativamente diferente.

Tabela 11. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862). Resultados da andlise de covariancia
(ANCOVA) dos dados morfométricos.

Relacio Grupos  Par.(log) F p
BMvsMM 2 ‘1’;22 8:23
ClvsCC  BMusJ o 3;22 8;112
MM vs J o 332 00’?67
ULV
CMvsCC  BMvsJ o g:ﬁ <0(,)’7215
MM vs J o ;’157 2?6%5
BM vs MM ‘g Séﬁ <()(,)6()75
Ccavs CC BMvsJ g 5:1 <0-,05
MM vs J b 102,’9399 <oc,)éoz1
BM vs MM E‘ 20:20 <0-,01
CPrvsCC  BMusJ b 2736 <00
MM vs J 3 11:07 <0-,01
BM vs MM g 18:81 <0-,01
CDVSsCC  BMusJ b 219 <00
oy 3 AR 3
BMvsMM £ 2;8 B?’l%l
CMQvs CC BM vsJ E 6,-28 <0-,01
MM vs J o 120,’1436 B?i%l

16



NOGUEIRA, C. S. (2019)

De acordo com o crescimento relativo e PCA, a melhor relacdo que explica a
diferenciacéo entre os morfotipos foi CMQvsCC, sendo estimada a maturidade sexual
morfologica para 8,5mm de CC, separando assim 0s machos juvenis dos outros dois
morfotipos (Figura 5). Essa e as demais relacGes investigadas (CPrvsCC, CDvsCC,
CCavsCC, CMvsCC, ClvsCC) foram utilizadas na analise de classificacdo K-means. A
analise de regressao linear para a relacdo CQMvsCC demonstrou um menor coeficiente
alométrico (b) para os machos juvenis, quando comparando com 0s outros dois grupos

(Tabela I11).
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Figura 5. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862). Dispersdo dos pontos para as relagdes
morfométricas em machos, exibindo a separacdo dos morfotipos e a estimativa da maturidade
morfoldgica. O tamanho estimado da maturidade sexual morfol6gica corresponde ao CC do
menor individuo ap6s a quebra das equacGes para machos jovens e adultos na relacdo
CMQvsCC.
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Na analise de regressdo linear, todas as relacbes demonstraram diferencas
significativas. Apenas duas relacdes apresentaram estado alométrico distinto entre cada
grupo morfoldgico, sendo as relagdes CPrvsCC e CMQvsCC, sendo carater alométrico
positivo para o morfotipo BM, isométrico para MM, e alométrico negativo para jovens
(Tabela I11).

De acordo com as relagdes dos morfotipos, para BM, quase todas as relacfes
entre as variaveis demonstraram alometria positiva, com excecdo da relacdo CMvsCC,
onde foi caracterizado como isométrico. No morfotipo MM, quase todas as relacdes
apresentaram carater isométrico, com excecdo da relacio CDvsCC, onde foi
caracterizado estado alométrico negativo. Nos juvenis, apenas a relacdo CCavsCC
demonstrou um crescimento isométrico, enquanto as demais relagdes foram
classificadas como alométricas negativas. Como nédo houve diferenca na ANCOVA para
todos os grupos na relacdo ClvsCC, os animais foram analisados no geral, e foram
caracterizados como desenvolvimento isométrico (Tabela Il1).

Tabela I11. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862). Analises de regressdo de dados morfométricos. O
comprimento da carapaga (CC) foi utilizado como variavel independente.

Relagdo Morfotipos N a b r? T (b=1) p Alometria
ClvsCC Males 74 -0,4202 0,9621 0,87 0,86 >0,001 =
BM 16 -0,5683  1,2145 0,64 0,88 >0,001 =
CMvsCC MM 24 -0,2036 0,8415 0,59 1,07 >0,001 =
J 26 -0,1952 0,7784 0,63 1,83 >0,001 -
BM 16 -0,7031  1,3603 0,81 2,1 >0,001 +
CCavsCC MM 32 -0,2171 0,9104 0,7 0,84 >0,001 =
J 22 -0,2531 0,9248 0,67 0,52 >0,001 =
BM 18 -0,4846 1,4078 0,73 1,93 >0,001 +
CPrvsCC MM 27 -0,2479 1,1749 0,71 1,18 >0,001 =
J 27 0,0736 0,7753 0,64 1,97 >0,001 -
BM 14 -1,4438 1,8579 0,82 3,51 >0,001 +
CDvsCC MM 30 -0,1167 0,6418 0,51 3,02 >0,001 -
J 24 -0,1136  0,5553 0,39 3,03 >0,001 -
BM 19 0,1763 1,1855 0,76 2,05 >0,001 +
CMQusCC MM 27 0,3802 0,9537 0,81 0,5 >0,001 =
J 27 0,5056 0,7765 0,79 2,81 >0,001 -
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O comprimento da carapaca (CC) geral dos machos analisados variou entre 5,1 a
20,5 mm. Na Tabela IV verificam-se detalhadamente os valores de cada variavel entre
0s grupos estabelecidos. Os dois grupos distintos de machos também foram
caracterizados macroscopicamente baseando-se nos padrdes de espinhacdo e
desenvolvimento de quelipodos. As figuras 6 e 7 mostram um espécime de cada grupo,
dando enfoque em suas principais diferenciacbes macroscopicas. Cada grupo foi
detalhadamente descrito abaixo.

No morfotipo MM, a carapaca é lisa, e 0 CC nesse grupo variou entre 8,4 a
13,6mm. O comprimento do maior quelipodo (CMQ) variou de 18,7 a 27,9mm (Tabela
IV). O isquio possui coloracdo marrom claro, parcialmente translucido, espinulos
dispostos em todo o articulo, presenca de cerdas em maior quantidade a partir da regido
medial, sendo essas aglomeradas na articulacdo isquio-mero. O mero possui coloracao
marrom claro, presenca de pequenos espinhos ao longo de todo o articulo, com
angulacdo média de 31,68° graus e altura média de 0,11mm, maior quantidade de cerdas
do que no articulo anterior. O carpo possui coloracdo marrom opaca, espinhos bem
desenvolvidos, com angulacdo média de 30,42° graus e altura média de 0,15mm,
presenca de cerdas ao longo do articulo e também presenca de pequenos tubérculos na
regido distal. O prépodo e dactilo possuem coloracdo marrom opaca, espinhos bem
desenvolvidos, espacados igualmente até a regido do dactilo, quando o espacamento dos
espinhos é maior e o angulo menor, no propodo, a angulacdo média foi de 45,68° graus
e altura média de 0,18mm, no déctilo, a angulacdo média foi de 38,6° graus e altura
média de 0,12mm. Presencga de tubérculos ao longo de todo o propodo e em maior
namero na face superior do dactilo. Cerdas presentes em maior abundancia na regiao

proximal do prépodo e no déctilo, principalmente no dedo movel. Toda a superficie do
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dedo fixo e mdvel se encontram, ndo formando hiato na regido distal dos dois dedos
(Figura 6A e 7A; Tabela IV e V).

Em geral no morfotipo BM, o conjunto de espinhos, desde 0 mero até o propodo,
é mais desenvolvido na regido interna do que na regido externa, tendo o corpo do animal
como referéncia. A carapaca nesse morfotipo € aspera, devido a presenca de inimeros
espinulos, e o CC variou entre 13,1 a 20,5 mm. O CMQ variou de 33,1 a 56,8mm
(Tabela 1V). O isquio possui coloracdo marrom, presenca de inimeros espinhos
desenvolvidos, a angulacdo média foi de 75,61° graus e altura média de 0,25mm poucas
cerdas dispostas ao longo do articulo. O mero possui coloracdo marrom, inimeros
espinhos bem desenvolvidos, a angulacdo média foi de 73,58° graus e altura média de
0,30mm, poucas cerdas presentes, sendo que a maioria se encontra na regiao proximal,
inimeros tubérculos presentes na regido superior. O carpo possui coloragdo marrom,
inimeros espinhos bem desenvolvidos, a angulacdo média foi de 61,92° graus e altura
média de 0,44mm, poucas cerdas, essas localizadas na regido distal, tubérculos em toda
a regido superior do articulo. O prépodo e dactilo possuem coloragdo marrom,
igualmente aos demais articulos, séries longitudinais de grandes espinhos
desenvolvidos, com espinhos menores entre essas séries, que estdo espacados
igualmente até a regido proximal do déactilo, apOs essa regido, o espacamento entre 0s
espinhos aumenta e o angulo continua similar. No prépodo a angulacdo meédia foi de
60,41° graus e altura média de 0,50mm, no déactilo a angulacdo média foi de 58,07°
graus e altura média de 0,37mm. Presenca de tubérculos na regido superior, em maior
abundancia na regido distal do prépodo e dactilo. Poucas cerdas presentes ao longo do
prépodo, porém, ha uma pequena quantidade na regido distal do dedo fixo e mdvel.
Desde a regido proximal, a superficie dos dedos ndo se encontra, havendo a formacao de

um hiato entre os dedos (Figura 6B e 7B; Tabela IV e V).
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O CC nos camar®es juvenis variou entre 5,1 a 8,9 mm. O CMQ variou entre 11,3
a 17,8mm. Em geral, os quelipodos nesses animais sdo translucidos e auséncia de
espinhos ou tubérculos, com presenca de cerdas ao longo de todo o quelipodo (Tabela
V).

Tabela 1V. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862): estatistica descritiva de cada morfotipo para todas as
variaveis morfométricas. Comprimento da carapaga (CC); comprimento do maior quelipodo (CMQ); comprimento
do isquio (CI); comprimento do mero (CM); comprimento do carpo (CCa); comprimento do propodo (CPr);
comprimento do déctilo (CD).

Morfotipos Variavel N Média D.P. Min. Max.
CcC 29 7,11 1,1 51 8,9

CMQ 27 14,51 1,92 11,3 17,8

Cl 29 3,23 0,97 1,7 3,4

Jovens CM 26 2,88 0,41 2,2 3,6
CCa 22 3,24 0,47 2,6 3,9

CPr 27 5,35 0,77 4,1 6,8

CD 24 2,22 0,26 19 2,7

CcC 32 10,75 1,49 8,4 13,6

CMQ 27 23,31 3,08 18,7 27,9

Cl 29 4 0,67 3 5.4

Minor male CM 24 4,75 0,74 3,6 6,2
CCa 32 5,2 0,79 4,2 6,6

CPr 22 9,07 1,36 6,9 11,7

CD 30 3,6 0,57 2,9 4,5

CcC 19 16,32 2,27 13,1 20,5

CMQ 19 41,39 8,14 33,1 56,8

Cl 16 5,6 0,94 4 7,2

Bigger male CM 16 8,33 1,77 6,3 11,6
CCa 16 9,22 1,84 7 12,6

CPr 18 17,1 4,03 12,5 25,9

CD 14 7,21 1,75 5 11

Tabela V. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862): valor médio, madximo e minimo da angulagdo e altura dos
espinhos dos articulos de cada morfotipo.

Minor Male Bigger Male

Mero Carpo Propodo Déctilo| Isquio Mero  Carpo Prépodo Déctilo

Angulacdo média (°) 31,68 3042 4568 3860 7561 7358 61,92 6041 5807

Méximo (°) 50,19 54,27 63,6 53,4 90 90 86,96 88,23 82

Minimo (°) 19,66 21,3 30,1 24,9 50,65 26,16 27,8 32,93 44
Altura média (mm) 0,11 0,15 0,18 0,12 0,25 0,30 0,44 0,50 0,37
Maximo (mm) 021 0,33 0,27 0,2 0,38 0,5 0,64 0,61 0,48
Minimo (mm) 0,04 0,08 0,1 0,05 0,15 0,16 0,14 0,28 0,25
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Figura 6. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862). Visao geral dos dois morfotipos descritos
baseados nas analises morfométricas. A esquerda, o morfotipo Minor male (A) e a direita o
morfotipo Bigger male (B). llustragdo por Jodo Alberto Farinelli Pantale&o.
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Figura 7. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862). Visdo detalhada dos padrdes de espinacdo
dos maiores quelipodos de cada morfotipo. A esquerda, 0 morfotipo Minor male (A) e a direita
o morfotipo Bigger male (B). Barra de escala: 10mm para A e 5mm para B. llustragdo por: Jodo

Alberto Farinelli Pantaledo.
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Anatomia do sistema reprodutor de machos

A morfologia do sistema reprodutor ndo apresentou diferencas entre os dois
morfotipos estabelecidos. O sistema reprodutor em M. brasiliense possui um par de
testiculos bilobulados, sendo o I6bulo anterior mais delgado e o posterior mais espesso
(Figura 8A e B). O testiculo desemboca no vaso deferente (VD) (Figura 8B), o qual se
estende lateralmente no cefalotdrax, progredindo posteriormente em dire¢do ao quinto
par de peredopodos. O vaso deferente foi dividido em trés regides, sendo essas
denominadas como: proximal (PVD), medial (MVD) e distal (DVD). O PVD esta
ligado ao testiculo sendo bastante convoluta (Figura 8B). O MVD forma um tubo reto a
partir do final da regido enovelada do PVD, aumentando discretamente o calibre até a
ultima regido do VD (Figura 8C). A DVD corresponde a area da VD com maior calibre,
formando uma regido dilatada, o ducto ejaculatério (DE). O DVD tem como
caracteristica anatbmica a presenca na margem anterior ventral da glandula androgénica

(Figura 8D).
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Figura 8. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862). A. Vista geral do sistema reprodutor
masculino do morfotipo MM e BM de M. brasiliense (Heller, 1862), mostrando o testiculo (T)
associado a regido convoluta dos vasos deferentes (PVD), e as regifes subsequentes (MVD e
DVD). B. Vista da ligacdo entre testiculo e PVD. C. Vista da geral MVD com ligacdo a DVD.
D. Vista da regido PVD, com presenca da glandula androgénica (GA) e ducto ejaculatério (DE).
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Analise geral da histologia e histoquimica

Analisando as regides denominadas como proximal, medial e distal dos vasos
deferentes de ambos morfotipos de M. brasiliense observou-se que ndo ha diferencas na
histologia, histoquimica, padrdo de espermatogénese e producao de fluido espermatico
nessas regides entre esses grupos. Portanto, a descri¢do de cada regido do vaso deferente

entre os morfotipos foi associada.

Testiculos

O testiculo foi classificado como tipo lobular. No interior, os tubulos seminiferos
sdo envoltos por células acessorias ou Sertoli envoltas por tecido conjuntivo (Figura
9A). As espermatogdnias e espermatocitos primarios podem ser encontrados nos
tubulos seminiferos. O padréo de distribuicdo das células imaturas (espermatogonias,
espermatocitos e espermatides) e células maduras (espermatozoides) sao idénticos entre
os dois morfotipos. E possivel visualizar o lGmen dos tbulos seminiferos situados no
interior dos I6bulos, havendo espermatides iniciais, finais e espermatozoides (Figura 9A
e B). O lumen dos tabulos seminiferos possui secrecdo com mesma caracteristica
quimica em ambos morfotipos, sendo formada por uma secrecdo basofila, fortemente
reativa para polissacarideos neutros, pouco reativa para proteinas e polissacarideos
acidos (Figura 9C-E). As espermatides finais e espermatozoides sdo fortemente reativos

para proteinas e polissacarideos acidos (Figura 9C-E).
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Figura 9. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862). A. Morfologia geral do testiculo
lobular de M. brasiliense, morfotipo MM, evidenciando os espermatozoides imersos em
secre¢do no lumen. B. Detalhe em maior aumento de um tdbulo seminifero, morfotipo BM,
células germinativas presentes na por¢do central do tdbulo com Iimen e matriz espermatica
[Azul de toluidina (pH 4,0)]. C. Detalhes do limen do tabulo seminifero, morfotipo MM,
0s espermatozoides situados numa matriz fracamente reativa para proteinas, enquanto as
células germinativas (espermatdcitos, espermatides e espermatozoides), sdo fortemente
reativas. [xylidine pounceau]. D-E. Detalhes do limen do tubulo seminifero, morfotipo
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MM, os espermatozoides estdo situados numa matriz sendo formada por uma secre¢do
fortemente reativa para polissacarideos neutros, fracamente reativa para acidos. A vesicula
acromossal dos espermatozoides fortemente positiva a polissacarideos acidos [PAS, Azul
de Alcian]. CT: tecido conjuntivo, SgZ: zona espermatogénica, Spz: espermatozoide, Igc:
celulas imaturas, Scl: espermacito .
Vaso deferente
O PVD é caracterizado por uma modificagdo no epitélio simples, formando um
agrupado de celulas colunares compactadas formando uma saliéncia em direcdo do
limen, em uma face do tubo, o tiflossole. O restante do epitélio do PVD é simples com
células cubicas, ndcleos irregulares e revestidos por uma delgada camada muscular
(Figuras 10A e B). No limen nota-se que as massas de espermatozoides ocupam a
maior parte da regido central imersos em secrecdo denominada de tipo I, levemente
baséfila. Progressivamente na PVD ocorre na face sobre o tiflossole a presenca da
secrecdo tipo 1, a qual produz uma maior compactacdo da massa espermatica na face do
epitélio cubico (Fig 10C-F). A secre¢do tipo Il tem metacromasia a (verde) ao azul de
toluidina, sendo fortemente reativa a proteinas e polissacarideos neutros e fracamente

reativa para os acidos (Figura 10C-F). A vesicula acrossomal dos espermatozoides foi

reativa a polissacarideos acidos (Figura 10F).
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Figura 10. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862). A. Sec¢do longitudinal da regido
proximal do vaso deferente de M. brasiliense (Heller, 1862), morfotipo MM, mostrando
espermatozoides imersos em secrecdo do tipo I. O epitélio foi caracterizado pela presenca de
tiflossole em uma das paredes (apontado por seta branca), a outra parede foi caracterizada pela
formagdo de células cubicas (seta preta), com nucleos irregulares e revestidos por uma fina
camada muscular. B. Secdo transversal da regido proximal do vaso deferente, morfotipo BM,
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tiflossole apontado por setas brancas e epitélio cubico em setas pretas. C. Detalhe em maior
aumento da sec¢do transversal, morfotipo MM, visualizando a matriz espermatica envolta pela
secrecdo I, e essa envolta pela secregdo tipo I, ocorrendo metacromasia o, devido a presenca de
proteinas [Azul de toluidina (pH 4,0)]. D. Detalhe em maior aumento da secéo transversal,
morfotipo BM, a secrecdo tipo | fracamente reativa a proteinas, enquanto a secrecdo tipo Il e a
vesicula acrossomal dos espermatozoides foram fortemente reativos. E. Secrecdo tipo | €
moderadamente reativa para polissacarideos neutros, e secre¢do tipo Il (seta preta) fortemente
reativa. F. Detalhe em maior aumento da secdo transversal, as secrecdes | e Il sdo fracamente
reativas a polissacarideos acidos, e a vesicula acrossomal dos espermatozoides foi fortemente
reativa. Ep: tecido epitelial, Mu: musculo, Spz: espermatozoides, Sl e II: secrecdes.

O epitélio do MVD foi caracterizado pela ampliagdo das células do epitélio
simples colunares modificando a estrutura do tiflossole, o qual ndo se encontra saliente
em direcdo ao lumen da MVD. O restante do epitélio da MVD continua simples com
celulas cubicas e ndcleo bastante volumoso, arredondado, sendo o epitélio revestido por
camada muscular mais espessa que no PVD (Figuras 11A, B e C). Nessa regido,
observamos que a massa espermatica estd mais compactada junto a face do epitélio
cubico, provavelmente, devido ao acumulo de secrecdo das células do antigo tiflossole, o
qual agora € mais amplo (Figura 11C). Os espermatozoides estdo imersos na secrecao
tipo I, basofila, e essa, esta envolta por uma secrecdo tipo |1, eosinofila, e essa Ultima,
envolta por uma secrecao tipo Ill, baséfila (Figura 11B e C). A composi¢do quimica das
secrecOes | e 1l ndo sofreu alteracdo, sendo a secrecédo tipo | moderadamente reativa a
polissacarideos neutros e fracamente reativa a proteinas e polissacarideos &cidos. A
secrecao tipo Il foi fortemente reativa a polissacarideos neutros e proteinas e fracamente
positiva a polissacarideos acidos. A secrecdo Il foi menos reativa a proteinas do que a

secrecdo tipo I, possui metacromasia, moderadamente reativa a polissacarideos neutros e

ligeiramente positiva a polissacarideos acidos (Figuras 11D, E, F e G).
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Figura 11. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862). A. Se¢do longitudinal da regido medial
do vaso deferente de M. brasiliense (Heller, 1862), morfotipo MM, mostrando
espermatozoides imersos em secre¢do do tipo I, circundado pela secre¢do do tipo Il. O epitélio
dessa regido foi caracterizado pela formacao de células colunares, e a outra parede epitelial foi

7

caracterizada pela formacdo de células cubicas. A camada muscular nessa regido é mais
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espessa do que na regido proximal. B-C. Visdo ampliada da secdo longitudinal pode ser visto a
secrecdo tipo |, basofila, secrecao tipo Il eosinofila e secrecdo tipo I11, baséfila. D. Detalhe em
maior aumento da secdo longitudinal, morfotipo BM, visualizando a matriz espermatica
envolta pela secrecdo I, e essa envolta pela secregdo tipo II, ocorrendo metacromasia a, devido
a presenga de proteinas, € a secrecdo tipo III, ocorrendo metacromasia 3, menos proteica que a
secrecdo Il. [Azul de toluidina (pH 4,0)]. E. Detalhe da secéo longitudinal, morfotipo MM, a
secrecdo tipo | fracamente reativa a proteinas, enquanto a secrecdo tipo Il e a vesicula
acrossomal dos espermatozoides foram fortemente reativas. A secrecdo tipo IlI, também
reativa a proteinas, porém, em menor propor¢cdo a secre¢do tipo Il. F-G. Detalhe da secdo
longitudinal, morfotipo MM, secrecdo |, moderadamente reativa a polissacarideos neutros,
enquanto a secrecdo Il e Il foram fortemente reativas. As trés secrecBes foram fracamente
reativas a polissacarideos acidos, vesicula acrossomal fortemente reativa. Ep: tecido epitelial,
Mu: musculo, Spz: espermatozoides, S, Il e 111 secrecdes.

O DVD é caracterizado por limen muito amplo, formando o duto ejaculatério.
Esta regido apresenta um Uunico tipo de epitélio, simples e cubico, com nucleos
arredondados e volumosos. A quantidade de secrecao presente nessa regido compacta as
células colunares originarias da regido do tiflossole, e por esse motivo, o epitélio
constitui-se apenas de célula cubicas. Ao redor do epitélio, nota-se uma espessa camada
muscular caracteristica desta regido (Figuras 12A, B e C). Na matriz desse vaso, ha
presenca de espermatozoides, a secrecdo tipo | e Il aparentam estar misturadas nessa
regido, envolvendo os espermatozoides e formando uma capsula espessa (Figura 12A).
Além disso, a secrecdo Il pode ser caracterizada como baséfila banhando toda essa
matriz eosindfila (secrecdo Il) (Figura 12A). Histoquimicamente nessa regido, a
secrecdo | é fortemente reativa a polissacarideos neutros, fracamente para proteinas e
polissacarideos &cidos. A secrecdo Il foi fracamente positiva a polissacarideos neutros e
acidos e fortemente por proteinas. A secrecdo tipo Il foi fracamente reativa a

polissacarideos neutros, acidos e proteinas (Figuras 12D, E, F e G).
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Figura 12. Macrobrachium brasiliense (Heller, 1862). A. Sec¢éo longitudinal da regido distal
do vaso deferente de M. brasiliense (Heller, 1862), morfotipo MM, mostrando
espermatozoides imersos em secrecdo do tipo I, circundado pela secrecdo do tipo Il, ambas
basdfilas, e a secrecdo tipo 111, também basofila. O epitélio dessa regido foi caracterizado pela
formac&o de células cubicas. A camada muscular nessa regido é mais espessa do que na regido
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medial. B-C. Visdo ampliada da secdo longitudinal, pode ser visto a secrecao tipo I, baséfila, e
secrec¢do tipo I, mais basdfila revestindo a matriz espermatica, e uma secrecao tipo 11, menos
baséfila. Também € possivel visualizar a glandula androgénica D. Detalhe em maior aumento
da secdo longitudinal, morfotipo BM, visualizando a matriz espermatica envolta pela secre¢do
I, e essa envolta pela secrecdo tipo II, e a secregao tipo III, ocorrendo metacromasia 3, menos
proteica que a secrecdo Il. [Azul de toluidina (pH 4,0)]. E. Detalhe da secdo longitudinal,
morfotipo BM, a secrecdo tipo | fracamente reativa a proteinas, enquanto a secrecao tipo Il e a
vesicula acrossomal dos espermatozoides foram fortemente reativas. A secrecdo tipo I,
também reativa a proteinas, porém, em menor proporcao a secrecdo tipo Il. F-G. Detalhe da
secao longitudinal, morfotipo MM, secrecdo |, fortemente reativa a polissacarideos neutros,
enquanto a secrecdo Il e Il foram moderadamente reativas. As trés secrecdes foram
fracamente reativas a polissacarideos acidos, vesicula acrossomal fortemente reativa. Ep:
tecido epitelial, Mu: masculo, Spz: espermatozoides, GA: glandula androgénica, SI, Il e 1lI:
secrecoes.

Contagem esperméatica

Para a contagem espermatica individuos de diferentes populacdes foram
utilizados, pois, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) na concentragdo
espermatica entre os mesmos morfotipos de diferentes popula¢fes. Nos individuos de
Bauru, a média de concentracdo espermatica foi de 5,6 + 4,1 x 10° spz/ ul no
morfotipo MM e de 9,9 + 55 x 10% spz/ul no morfotipo BM. Nos individuos de
Uberlandia, a média foi de, 5,3 + 0,75 x 10° spz/ul para o morfotipo MM e de 8,6 +
3,0 x 10® spz/ul no morfotipo BM.

A média geral da concentragio espermatica foi de 5,4 + 3,1 x 103 spz/ul no

morfotipo MM, e de 9,2 + 4,3 x 10% spz/ul no morfotipo BM. A concentragio

espermatica variou significativamente entre os morfotipos (teste T, p=0,03).

DISCUSSAO

As analises morfologicas, morfométricas e morfofisioldgicas realizadas no
presente estudo confirmaram a ocorréncia de dois morfotipos nos machos adultos nas
populacbes de M. brasiliense. Tais morfotipos diferiram em tamanho, morfologia do
quelipodo, espinacdo, producdo espermatica e algumas relaces morfométricas. Os

grupos também apresentaram padrfes alomeétricos distintos no desenvolvimento de

34



NOGUEIRA, C. S. (2019)

articulos do quelipodos, similar ao observado para algumas espécies de Macrobrachium
(KURIS et al., 1987, MORAES-RIODADES e VALENTI, 2004; PANTALEAO et al.,
2014, WORTHAM e MAURIK, 2012). Portanto, confirma-se a hipotese de que existem
grupos morfolégicos distintos em M. brasiliense, sendo esses dois agrupamentos
descritos no presente trabalho.

A ocorréncia de machos de uma mesma espécie com diferentes caracteres
morfologicos, como quelipodos muito desenvolvidos, quantidade de espinhos e
diferentes colorag6es foi relatada por Holthuis (1952) para algumas espécies do género
Macrobrachium. Contabilizando com o presente estudo, estdo descritos morfotipos em
cinco espécies de Macrobrachium, sendo essas, M. rosenbergii (KURIS et al., 1987),
M. amazonicum (MORAES-RIODADES e VALENTI, 2004; PANTALEAO et al.,
2014), M. grandimanus (WORTHAM e MAURIK, 2012), M. idella (Hilgendorf, 1898)
(SOUNDARAPANDIAN et al., 2014). Uma vez que Holthuis (1950, 1952) observou
esse padrdo em algumas espécies, Moraes-Riodades & Valenti (2004) na descricao dos
morfotipos de M. amazonicum, sugeriram que a morfotipagem poderia ser uma
caracteristica do género Macrobachium, mas que tal constatacdo dependeria de
pesquisas com mais espécies por se tratar de um género com mais de 200 descritas.
Com as pesquisas atuais, podemos observar que algumas espécies como M. jelskii ou
entdo algumas populacdes situadas em represas ou reservatérios de M. amazonicum néo
possuem essa caracteristica (Barros-Alves, 2012; Paschoal, 2017). Dessa forma algumas
espécies ou populagbes podem apresentar excecOes, uma vez que, a diferenciacdo
morfotipica pode estar diretamente associada a producdo especifica de peptideos de
origem proteica pelas glandulas androgénicas, envolvendo outros fatores que podem
estar associados a fisiologia enddcrina desses animais (PANTALEAO et al., 2012,

PASCHOAL, 2017; ROCHA e BARBOSA, 2017).
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O ambiente onde esses animais habitam pode influenciar diretamente a
ocorréncia de morfotipos na populacdo (MACIEL e VALENTI, 2009). Utilizando M.
amazonicum como modelo, podemos observar uma gama de estudos, os quais foram
listados abaixo, realizados ap0s a descricdo de morfotipos para essa espécie por Moraes-
Riodades & Valenti (2004), os quais informam sobre a ocorréncia ou ndo de morfotipos
em diversas populacdes. A maioria dos estudos que relataram a ocorréncia de
morfotipos abordaram populacdes estuarinas (BENTES, 2011; FREDOU et al., 2010;
FREIRE et al., 2012; FREIRE et al., 2017.; FLEXA et al., 2005; LIMA et al., 2014;
SANTOS et al., 2006). Poucos sao os estudos que relataram a ocorréncia de populacbes
com morfotipos de M. amazonicum situadas em rios localizados no interior do
continente (VERGAMINI, 2009; PANTALEAO et al., 2014; PASCHOAL, 2017). A
ocorréncia de uma espécie com morfotipo em riachos no interior, como foi para M.
brasiliense, é inédito. Esses ambientes possuem baixa disponibilidade de alimento
quando comparado aos estuarios, onde comumente se torna mais comum o encontro de
morfotipos em espécies como M. amazonicum. (CHANTON e LEWIS, 2002
GONZALEZ-GORDILLO e RODRIGUEZ, 2003). O direcionamento energético pelos
morfotipos para o desenvolvimento especifico de apéndices pode ser de alto custo a
esses animais. Portanto, isso explicaria a menor frequéncia de morfotipos em rios
interiores devido a menor possibilidade de retorno energético que esses animais teriam
no ambiente em que habitam.

Entre algumas das caracteristicas dos morfotipos, o padrédo de espinhagéo entre
0s grupos pode ser algo bastante variavel, como visto em M. amazonicum (MORAES-
RIODADES e VALENTI, 2004; PANTALEAO et al., 2014). Segundo Moraes-
Riodades & Valenti (2004), o conjunto de espinhos seria um dos artificios que 0s

machos podem utilizar durante comportamentos agonisticos, a fim de garantir o sucesso
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reprodutivo ou disputas por habitats e alimento. No presente estudo, o padrdo de
espinhacdo de M. brasiliense apresentou um resultado similar ao de Moraes-Riodades &
Valenti (2004), Pantaledo et al. (2014) para a espécies M. amazonicum e Rojas et al.
(2012) para a espéecie C. caementarius, sendo que o morfotipo dominante (BM) de M.
brasiliense apresentou 0s maiores valores médios de altura e angulacdo dos espinhos
quando comparando com o morfotipo submisso (MM). Estes resultados corroboram
com o padrdo dos morfotipos de M. amazonicum e C. caementarius, no qual GC2 e G2
(Grupo 2), respectivamente, obtiveram os maiores valores médio de angulacdo de
espinhos observados.

Dentre os varios apéndices, 0s quelipodos sdo estruturas muito importantes para
os camarfes. Com eles os animais podem se alimentar, defender e ocupar territorios,
cortejar e copular com fémeas, preservar a estrutura social da populacdo, dentre outros
(ISMAEL e NEW, 2000; KARPLUS et al., 1992; NAGAMINE e KNIGHT, 1980;
VOLPATO e HOSHINO, 1984). No presente estudo, os trés grupos mostraram
diferentes constantes alométricas no desenvolvimento da maioria dos articulos dos
quelipodos, sendo na maior parte das relac6es, alométrico positivo para BM, isométrico
para MM e alométrico negativo para jovens. Portanto, cada grupo deve investir
determinada quantidade de energia no desenvolvimento do mesmo apéndice ou articulo
ao longo do ciclo de vida, correlacionando tal investimento as respectivas funcdes que
essa estrutura apresenta nos distintos morfotipos. Segundo Moraes-Riodades (2004),
cada morfotipo, possivelmente, executa uma funcdo especifica na populagdo em que
vive, adaptando-se a partir das caracteristicas morfoldgicas de seu quelipodo, investindo
mais energia em crescimento dessa estrutura do que no desenvolvimento da carapaca.

Com base nas comparagdes das relagdes morfométricas entre os morfotipos de

M. brasiliense, diferencas significativas foram observadas entre quase todas as relagoes,
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resultados que também foram observados em outras espécies de Macrobrachium e
também de Cryphiops (Dana, 1852) (MORAES-RIODADES e VALENTI, 2004;
KURIS et al., 1987; PANTALEAO et al., 2014; ROJAS et al., 2012), reforcando mais
uma vez a importancia do quelipodo durante a vida adulta desses animais, o qual tem
um papel fundamental na reproducdo e modelagem social da populacdo, pois, a
presenca de morfotipos influencia diretamente na abundancia de individuos presentes
nas maiores classes de tamanho, devido a alta agressividade que pode existir nos
conflitos agonisticos entre individuos dominantes ou submissos (KARPLUS et al.,
1992; KARPLUS e BARKI, 2018).

A morfologia do sistema reprodutor de M. brasiliense ndo diferiu em formato
em ambos 0s morfotipos, o par de testiculos se conecta aos vasos deferentes pela regido
medial. O mesmo padrdo de arranjo do sistema reprodutor foi observado por Chow et
al. (1982) para a espécie M. rosenbergii. O autor citado denominou o sistema de M.
rosenbergii como sendo em formato de V. No presente estudo, houve uma variacdo no
tamanho das glandulas androgénicas, sendo essas maiores no morfotipo BM. Nesse
morfotipo a GA alcanca a parte da regido da MVD, enquanto no morfotipo MM, a GA
se restringia apenas a regido DVD. Paschoal (2017) observou 0 mesmo padrdo entre 0s
morfotipos de M. amazonicum, evidenciando que os morfotipos dominantes como GC1
e GC2 possuem uma GA bem desenvolvida do que os morfotipos subordinados como
CC e TC. Esses resultados contribuem para melhor compreensdo da ocorréncia de
morfotipos em algumas espécies pelo fato que a GA esta ligeiramente associada ao
desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios (VENTURA et al., 2011). Portanto,
morfotipos dominantes teriam essa glandula mais desenvolvida devido a necessidade de

manutencao desses caracteres.
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No presente estudo ndo foram observadas diferencas entre o padrdo de producéo
de espermatozoides entre os morfotipos, provavelmente pelo fato de mecanismos
reprodutivos serem altamente conservativos se comparado a outros aspectos bioldgicos
como morfologia ou comportamento (JAMIESON, 1991; POLJAROEN et al., 2010).
Nos trabalhos de Paschoal (2017), Sagi et al. (1988) e Okumura & Hara (2004) sobre
analises histoldgicas entre morfotipos de M. amazonicum e M. rosenbergii, foram
observados padrdes diferentes nos tubulos seminiferos apenas nos morfotipos
intermediarios, morfotipo CC de M. amazonicum e morfotipo OC de M. rosenbergii
havendo muito mais espermatécitos do que espermatides e espermatozoides quando
comparado aos demais morfotipos de M. amazonicum e M. roserbergii. Esse padrdo
diferencial ndo foi verificado no presente estudo possivelmente por M. brasiliense
possuir apenas dois morfotipos, sendo ausente um morfotipo intermediario que poderia
apresentar esse padrao de “diapausa reprodutiva”, como proposto por Paschoal (2017).

Quanto a histoquimica das regides dos vasos deferentes, foi possivel verificar
diferencas entre as regides, porém ndo entre os morfotipos. Por todo 0 vaso, a massa
espermatica estd em uma matriz basofila, envolta por uma secrecéo tipo 1l eosindfila.
Enquanto a secrecdo pode estar relacionada diretamente ao processo de maturacdo dos
espermatozoides, a secrecdo tipo Il esta ligeiramente relacionada a protecdo dessa
matriz primaria, principalmente em ambiente externo (POLJAROEN et al., 2010). Na
regido distal, ocorre a producdo uma secrecdo do tipo Il a qual possui caracteristicas
basofilas. Essa secrecdo se mistura com as demais, contribuindo assim na formacéo do
pacote espermatico que sera aderido ao esterno da fémea (CHOW et al., 1982).
Paschoal (2017) relatou a presenca de trés tipos de secre¢fes ao longo do vaso deferente
de M. amazonicum, duas secrecOes basofilas e uma eosindfila, o esperma estaria

distribuido na secrecdo | que possui carater basofilo, enquanto uma secrecdo basofila
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tipo Il estaria envolta a esse conjunto da secrecao |, e a secre¢édo Ill, por altimo, que
também compdem a massa espermatica estando envolta a secrecéo tipo Il.

Segundo Chow et al., (1982), e Poljaoren et al., (2010), as diferentes secrecdes
possuem papeis diferentes que vado desde a maturacdo até o0 momento da copula, sendo a
secrecdo | relacionada a maturacéo, a secrecdo Il tendo uma funcéo de permeabilidade
da massa espermatica no ambiente externo e, por ultimo, a secrecdo Il possuindo a
funcdo de manter o espermatoforo aderido ao esterno da fémea. As caracteristicas das
secrecdes I, 1l e 111 de M. brasiliense sdo similares ao encontrado para M. rosenbergii e
M. amazonicum, portanto, evidenciando mais uma vez o carater altamente conservativo
que a producdo de espermatozoOides e secrecOes pode ter entre animais
filogeneticamente relacionados, podendo ser uma caracteristica para o0 género
Macrobrachium.

A contagem da producdo espermatica final diferiu significativamente entre os
morfotipos analisados, sendo o morfotipo BM o que mais produziu espermatozoides, a
diferenca de producdo espermatica entre os morfotipos pode ser consequéncia da ligeira
diferenca de tamanho entre esses animais. Paschoal e Zara (2019) contabilizou a
producdo espermatica para cada morfotipo de M. amazonicum e verificou diferencas
significativas apenas na quantidade da producdo espermatica do morfotipo CC, sendo
esse 0 que apresentou os menores valores de concentragdo espermatica (33 x 10°
spz/ul). Esse valor pode ser um reflexo da organizacdo histologica no VD desses
animais, como ja mencionado anteriormente. Nos demais morfotipos de M. amazonicum
néo foi constatado diferencas significativas na concentracdo final de espermatozoides.

A partir dos resultados morfoldgicos, morfométricos e morfofisiologicos
obtidos, confirmou-se a existéncia de diferentes morfotipos de machos na espécie de

camardo dulcicola M. brasiliense, sendo esses, os morfotipos “Minor male” e “Bigger
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male”. As principais evidéncias de diferenciacgdo foram o desenvolvimento dos
quelipodos entre os grupos, ornamentos morfoldgicos diferenciais e maiores niveis de
producdo espermatica. Com tais caracteres, foi possivel a separacdo desses grupos, que
além do que exposto aqui, podem ter outras diferenciacGes, como comportamentais por
exemplo, igualmente ao que se sabe quanto aos morfotipos dentro do género
Macrobrachium (KARPLUS e BARKI, 2018). Tal contribuicdo sobre a biologia da
espécie M. brasiliense pode contribuir para o entendimento de estudos ja feitos sobre
estrutura populacional, ou futuros estudos de tal tematica, devido ao grande fator
modulador que a presenca de morfotipos pode causar em uma populacdo. Além do
mais, o presente estudo fornece como base, informacGes essenciais para a identificacao
desses morfotipos em outras populacbes, podendo assim, contribuir com futuras

pesquisas que utilizem essa espécie como modelo de estudo.
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