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Resumo

O sistema reprodutor masculino em caranguejos de agua doce da familia Trichodactylidae ainda
é pouco conhecido. No capitulo | deste estudo foram analisados a morfologia do sistema
reprodutor masculino, espermatogénese e producéo de fluido seminal de Dilocarcinus pagei e
Sylviocarcinus pictus, bem como a investigacao experimental sobre a transferéncia espermatica
para verificar se o fluido seminal forma “plug” ou pacote espermatico em D. pagei. O sistema
reprodutor masculino em Trichodactylidae apresenta morfologia de “U” invertido, conectados
pelos testiculos, e vasos deferentes divididos em anterior (AVD), médio (MVD) e posterior
(PVD). A espermatogénese ocorre de forma similar em ambas espécies, e a producédo do fluido
seminal para formacdo de espermatoforos ocorre na AVD, sendo a MVD responsavel pelo
armazenamento e PVD pela producdo de fluido seminal adicional para transferéncia
espermatica. Nao ha formacdo de “plug” espermatico, mas ha formagdo de pacotes
espermaticos quando em multiplas cépulas com diferentes machos. No capitulo Il desta
dissertacdo foram investigados os espermatozoides de D. pagei, Zilchiopsis oronensis e
Valdivia serrata em um enfoque filogenético, comparando também ao unico tricodactilideo
descrito, Dilocarcinus septemdentatus. As espécies estudadas apresentam espermatoforos
coenospérmicos. Zilchiopsis oronensis e V. serrata apresentaram também cleistospermia. Os
espermatozoides apresentam morfologia globular, com opérculo pontiagudo fechado e vesicula
acrossomal com trés camadas concéntricas de diferentes eletrondensidades. As trés espécies
neste estudo, bem como D. septemdentatus apresentam uma placa nucleo-citoplasmatica
espessa e elétron-densa que provavelmente ¢ uma autapomorfia para Trichodactylidae. Esta
caracteristica diverge dos outros caranguejos de agua doce da Asia e Africa, suportando a
hipdtese do surgimento de duas linhagens independentes de caranguejos dulcicolas.

Palavras-chave: caranguejo de agua doce; morfologia; reproducéo.
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Abstract

The male reproductive system in freshwater crabs of the family Trichodactylidae is still little
known. In Chapter I of this study, we studied the morphology of the male reproductive system,
spermatogenesis and seminal fluid production of Dilocarcinus pagei and Sylviocarcinus pictus,
as well as the experimental investigation on the sperm transfer to verify if the seminal fluid
create a sperm plug or spermatic package in D. pagei. The male reproductive system in
Trichodactylidae shows inverted U-shape, connected by the testes, and vas deferens divided
into anterior (AVD), medium (MVD) and posterior (PVD). Spermatogenesis occurs in a similar
way in both species, and seminal fluid production for spermatophore formation occurs in AVD,
and MVD is responsible for storage and PVD for the production of additional seminal fluid for
sperm transfer. There is no sperm plug formation, but there is formation of spermatic packets
when in multiple copulations with different males. In Chapter Il of this work, the spermatozoa
of D. pagei, Zilchiopsis oronensis and Valdivia serrata were investigated in a phylogenetic
context, also comparing to the tricodactylid described, Dilocarcinus septemdentatus. The
species studied present coenospermic spermatophores. Zilchiopsis oronensis and V. serrata also
presented cleistospermia. The morphology of the spermatozoa is globular, with closed
operculum and acrosomal vesicle with three concentric layers in different electron densities.
The three species in this study, as well as D. septemdentatus present a thick and electron dense
nucleo-cytoplasmic plate that is probably an autapomorphy for Trichodactylidae. This feature
differs from other freshwater crabs of Asia and Africa, supporting the hypothesis of the
emergence of two independent lineages of freshwater crabs.

Keywords: freshwater crab; morphology; reproduction.
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Introducéo Geral

A Infraordem Brachyura compreende cerca de 7.250 espécies descritas (Davie et al. 2015),
dentre os quais estdo cinco familias de caranguejos de agua doce. Estas familias apresentam
aproximadamente 1300 espécies com distribuicdo nas regides tropical e subtropical das
Américas Central e do Sul, Africa, Europa, Asia e Austrélia (Yeo et al. 2008; Cumberlidge &
Ng 2009). Dentre os caranguejos de agua doce neotropicais estdo as familias
Pseudothelphusidae Ortmann, 1893 e Trichodactylidae H. Milne Edwards, 1853, que
apresentam espécies exclusivas da regido amazénica (Magalhdes et al. 2016). A familia
Trichodactylidae apresenta cerca de 50 espécies semi-terrestres exclusivamente dulcicolas,
distribuidos nas Américas Central e do Sul, desde o sul do México até a Argentina (Yeo et al.
2008; Magalhaes et al. 2016).

Os caranguejos da familia Trichodactylidae H. Milne Edwards, 1853 habitam rios e
lagos, em areas marginais com barranco, no interior de buracos em areas rasas e associados a
macrofitas flutuantes (Magalhdes 2016). Estes animais sdo importantes componentes dos
ecossistemas em que habitam participando do fluxo de energia da teia trofica, atuando como
necrofagos (Segadilha & Silva-Soares 2015), predadores de anuros (Affonso & Signorelli
2011), moluscos (Torres et al. 2012) e presas de diversos vertebrados (Magalhdes 1990; Silveira
& Magnusson 1999; Quadros & Monteiro-Filho 2001; Lima & Batista 2012).

As familias de caranguejos de dgua doce compreendem um grupo polifilético (Tsang
et al. 2014), entretanto apresentam diversas caracteristicas de convergéncia evolutiva. Estes
animais desenvolveram adaptacfes morfoldgicas e fisiologicas aos ambientes dulcicolas
desenvolvidos durante sua historia de vida (Stevcic 1971). Dentre as adaptacdes estd a baixa
fecundidade com ovos lecitotréficos (Mansur & Hebling 2002), desenvolvimento direto (Vieira
etal. 2013), cuidado parental (Sant’Anna et al. 2013) e auséncia de fases larvais pelagicas (Vogt

2013). Com isso, estes animais apresentam ampla distribuicdo geografica (Magalhées et al.
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2016), e no Brasil podem ser encontrados em serrapilheiras, associados a macroéfitas
(Magalhaes 2003), tocas nas margens de rios ¢ lagos (Sant’Anna et al. 2013), em regides
montanhosas, associados a bromélias (Wehrtmann et al. 2016) e planicies de inundacéo
periddicas (Magalhdes & Turkay 2008).

Além de sua importancia ecoldgica, participando em varios niveis da teia trofica, os
caranguejos tricodactilideos foram reportados como item alimentar na dieta de indios
Yanomami (Magalhdes et al. 2006). Apesar destes animais terem recebido atencdo quanto aos
estudos relacionados a sua biologia populacional (Davanso et al. 2013), fecundidade (Silva et
al. 2012), cuidado parental (Sant’Anna et al. 2013), comportamento (Senkman et al. 2015;
Sant’Anna et al. 2014) e fisiologia (Onken & McNamara 2002), sdo escassos estudos sobre
biologia de Trichodactylidae na Amazénia brasileira.

Espécies dos géneros Dilocarcinus H. Milne Edwards, 1853, Sylviocarcinus H. Milne
Edwards, 1853 e Valdivia White, 1847 foram encontrados como fauna acompanhante na pesca
de camardes no Estado do Para (Lima et al. 2013). A captura desta fauna acompanhante pode
levar a morte e descarte destes animais, pois ndo apresentam valor comercial culinario como os
camardes. Com isso, pode haver declinio das populacdes de caranguejos de agua doce como
consequéncia da captura acidental excessiva (Eayrs 2007). Assim, estudos sobre a biologia de
Trichodactylidae sdo importantes para se obter dados sobre o estado de conservacdo destes
animais (Magalhées 2016).

Recentemente, diversos estudos tém adicionado dados relevantes a taxonomia a partir
de dados morfoldgicos do sistema endofragmal de Trichodactylidae. Sternberg & Cumberlidge
(2003) examinaram o sistema toracico endofragmal em Poppiana Bott, 1969 e Trichodactylus
Latreille, 1828 e identificaram diversas caracteristicas derivadas que parecem ser restritas a
tricodactilideos. Pedraza et al. (2015) analisaram o esqueleto axial de 17 espécies em 10 géneros

dando suporte a particularidades ao nivel de familia, subfamilia e tribo. Lima-Gomes et al.
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(2017) apresentaram novos dados sobre a estrutura dos ossiculos do sistema digestivo em
Sylviocarcinus pictus H. Milne Edwards, 1853 e Valdivia serrata White, 1847 que podem ser
Uteis para identificar relagdes taxondmicas neste grupo.

Estudos sobre o sistema reprodutor de crustaceos decapodes tém sido extensivamente
realizados em animais marinhos. Estes trabalhos séo relevantes para entender nao s6 os aspectos
reprodutivos (Castilho et al. 2008; Zara et al. 2012), como também a filogenia destes animais
(Camargo et al. 2015, 2017). Em relacdo a animais dulcicolas, a maioria dos estudos esta
concentrada nas superfamilias Potamoidea (Klaus et al. 2009; Klaus & Brandis 2011) e
Gecarcinucoidea (Klaus et al. 2009; Klaus et al. 2011), de ocorréncia principalmente nos
continentes da Africa e Asia.

Os tricodactilideos foram pouco estudados quanto a morfologia, histologia e
histoquimica do sistema reprodutor. Dentre o0s poucos estudos realizados, esta o
desenvolvimento gonadal de S. pictus investigado por Silva et al. (2012). Entretanto, este estudo
apresenta lacunas que ainda necessitam ser preenchidas, tais como a formacdo dos
espermatoforos, caracteristicas histoquimicas do fluido seminal, espermatogénese e morfologia
dos espermatozoides. Esta ultima somente foi descrita em Dilocarcinus septemdentatus Herbst,
1783 foi descrito (Matos et al. 1996). Ainda ndo existem estudos sobre a morfologia do sistema
reprodutor masculino em outros Trichodactylidae, estando os trabalhos restritos a outros
aspectos da biologia destes animais.

A regido amazonica necessita de estudos sobre a biologia de caranguejos
tricodactilideos, uma vez que estes animais sdo abundantes nos rios, lagos e planicies de
inundacdo. Compreender a biologia reprodutiva e seu ciclo nestes caranguejos pode auxiliar no
entendimento de como estes animais participam das comunidades naqueles ambientes. Além
disso, estes animais sdo indicadores de qualidade ambiental e com a rapida expansdo do

agronegocio e hidroelétricas, muitas espécies podem desaparecer sem mesmo terem sido
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descobertas pela ciéncia. Com isso, o presente estudo visa fornecer informacdes sobre a
biologia reprodutiva, especificamente sobre a morfologia do sistema reprodutor masculino e
descricdo da morfologia dos espermatozoides de caranguejos da familia Trichodactylidae.
Assim, a estrutura da presente dissertacdo esta organizada em dois capitulos. O
primeiro trata da descri¢do e comparacéo da morfologia do sistema reprodutor masculino de S.
pictus e Dilocarcinus pagei Stimpson, 1861, com detalhes sobre a espermatogénese ao
microscopio de luz para cada uma destas espécies. No segundo capitulo foi realizada a descricéo
e comparacdo dos espermatozoides em de trés espécies de Trichodactylidae: D. pagei,

Zilchiopsis oronensis (Pretzmann, 1968) e V. serrata.
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Resumo

No presente estudo foram descritos e comparados o sistema reprodutor masculino e
espermatogénese dos caranguejos de agua doce Sylviocarcinus pictus e Dilocarcinus pagei por
meio da anatomia, histologia, histoquimica e a atuacdo deste durante a copula. Os animais
foram dissecados e o sistema reprodutor masculino processado segundo rotina histologica.
Adicionalmente, experimentos de transferéncia espermatica com copulas sequenciais foram
realizados e a anatomia do receptaculo seminal foi verificada. A anatomia do sistema reprodutor
masculino de ambas espécies apresenta formato de “U” invertido, unido pelos testiculos, de
onde partem o par de vasos deferentes. Ao microscopio de luz, os testiculos mostram-se do tipo
tubular modificado, com regides apresentando células em um mesmo estagio de meiose. O vaso
deferente € dividido em regides: anterior (AVD), subdividida em por¢des proximal (AVDp) e
distal (AVDd); média (MVD) e posterior (PVD). A AVDp apresenta secrecdo glicoproteica
basofila onde estdo imersos 0s espermatozoides. Os espermatdforos coenospérmicos sdo
formados na AVDd e sdo encaminhados para a MVD, onde a secrecao luminal é glicoproteica
granular. A PVD apresenta glandulas acessorias ricas em secre¢do glicoproteica e fluida em S.
pictus e mesmas caracteristicas histoquimicas, porém em maior quantidade em D. pagei. Em
ambas espécies a PVD ndo apresenta espermatdforos. Sylviocarcinus pictus e D. pagei
apresentam coenospermia, diferindo das familias de caranguejos de agua doce do sudeste
asiatico, 0s quais sdo em sua maioria cleistospérmicos ou livres. A composic¢do histoquimica
do fluido seminal é similar em ambos Trichodactylidae avaliados, seguindo o padrdo descrito
para a maioria dos Brachyura. Por meio do experimento de copula e verificacdo anatémica dos
receptaculos seminais, estes animais nao formam “plug” espermatico, porém formam pacotes
espermaticos distintos quando em mdaltiplas copulas com machos diferentes.

Palavras-chave: copula; espermatoforo; histologia; histoquimica; transferéncia espermatica.
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Abstract

In this study, the male reproductive system of Amazon freshwater crabs Sylviocarcinus pictus
and Dilocarcinus pagei were described and compared by means of anatomy, histology,
histochemistry and their proceeding during the copulation. The animals were dissected and the
male reproductive system was processed according to histological routine. In addition, sperm
transfer experiments with sequential copulations were performed and the anatomy of the
seminal receptacle was checked. The anatomy of the male reproductive system of both species
is an inverted "U" shape, connected by the testes, from which the pair of vas deferens depart.
Under the light microscope, the testicles are of the modified tubular type, with regions
presenting cells in the same stage of meiosis. The vas deferens is divided into anterior (AVD),
subdivided into proximal (AVDp) and distal (AVDd) portions; medial (MVD) and posterior
(PVD). The AVDp presents basophilic glycoprotein secretion where the spermatozoa are
immersed. The coenospermic spermatophores are formed in the AVDd and are sent to the
MVD, where the luminal secretion is granular glycoprotein. The PVD exhibits accessory glands
rich in fluid glycoprotein secretion in S. pictus and the same histochemical characteristics, but
in bigger amount in D. pagei. In both species the PVD does not present spermatophores.
Sylviocarcinus pictus and D. pagei show coenospermia, differing from the families of
freshwater crabs in Southeast Asia, which are mostly cleistospermic or have free spermatozoa
in VD. The histochemical composition of the seminal fluid is similar in both Trichodactylidae
evaluated, following the pattern described for most Brachyura. Through the experiments of
copulation and anatomical verification, these animals do not form a spermatic plug, but form
different spermatic packets when in multiple copulations with different males.

Keywords: copulation; histochemistry; histology; spermatophore; sperm transfer.
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Introducéo

O conhecimento sobre a morfologia do sistema reprodutor masculino de caranguejos
hololimnéticos esta concentrada sobre animais das superfamilias Gecarcinucoidea (Klaus et al.
2009; Klaus et al. 2011; Bandral et al. 2015) e Potamoidea (Guinot et al. 1997; Scalici et al.
2010; Klaus & Brandis 2011) que ocorrem predominantemente na Asia e Africa. Neste
contexto, nota-se uma lacuna sobre braquiuros dulcicolas das superfamilias
Pseudothelphusoidea e Trichodactyloidea, nativas das américas.

Em geral, o sistema reprodutor masculino em Brachyura é composto por um par de
testiculos unidos por uma comissura transversal, com formato de “H” dispostos dorsalmente no
cefalotérax (Lépez-Greco 2013) e ligados a um par de vasos deferentes (VD) divididos em trés
regides: anterior (AVD), média (MVD) e posterior (PVD) (Diesel 1989; Krol et al. 1992). Os
testiculos localizam-se na margem cefalotoracica anterior e podem ser histologicamente
classificados em dois tipos: lobular e tubular (Nagao & Munehara 2003). Nos testiculos do tipo
lobular, cada I6bulo testicular apresenta células germinativas em um mesmo ou Sucessivos
estagios de meiose e um ducto seminifero (Simed et al. 2009; Zara et al. 2012; Nascimento &
Zara 2013). Ja os testiculos do tipo tubular apresentam uma zona germinativa preenchida por
espermatogonias, uma zona de transformacdo com espermatocitos e/ou espermatides e uma
zona de evacuacdo preenchida por espermatozoides prontos a serem enviados para 0 VD (Sime6
et al. 2009; Tiseo et al. 2014). Dentre os tipos de testiculos descritos para Brachyura, 0 mais
comum € o do tipo lobular (Diesel et al. 1989; Simeo et al. 2009; Zara et al. 2012).

Ap0s serem produzidos nos testiculos, os espermatozoides sdo enviados para a AVD,
onde ocorre a formacao dos espermatdforos a partir de secregdes liberadas pelo epitélio (Nagao
& Munehara 2003; Castilho et al. 2008; Zara et al. 2012; Tiseo et al. 2014). Entre as espécies
de Brachyura, o empacotamento de espermatozoides em espermatdoforos pode ocorrer de duas

maneiras: coenospermia - varios espermatozoides em um Unico espermatoforo; cleistospermia
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- um espermatozoide em cada espermatoforo como no Unico género europeu, Potamon Savigny,
1816 (Guinot et al. 1997). A presenca de ambos o0s tipos de formacéo de espermatoforos foi
descrita para Brachyura em espécies que vivem desde o ambiente marinho até o ambiente de
agua doce (Guinot et al. 1997; Klaus & Brandis 2011; Tiseo et al. 2014). Na MVD ocorre a
liberacdo de secrecdes componentes do fluido seminal, que juntamente com o restante da
secrecdo da AVD, armazenam grande quantidade de espermatéforos (Johnson 1980; Jivoff et
al. 2007; Sal Moyano et al. 2009; Zara et al. 2012). J4 a PVD, ¢ caracterizada pela presenca de
bolsas laterais ou glandulas acessorias responsaveis pela producédo de fluido seminal, diferente
do contetdo produzido no limen do vaso deferente (Johnson 1980; Zara et al. 2012; Tiseo et
al. 2014). Estas glandulas podem ocorrer ao mesmo tempo na MVD e PVD (Zara et al. 2012),
ou somente na PVD, como descrito para outros braquidros marinhos, com fungédo de formacéo
de “plug” espermatico, cuja funcdo é selar o receptaculo seminal, prevenindo que outros
machos copulem com a fémea inseminada (Beninger et al. 1988; Garcia & Silva 2006; Castilho
et al. 2008; Simeo et al. 2009).

InformacBes a respeito da biologia reprodutiva, mais especificamente sobre
morfologia do sistema reprodutor de caranguejos dulcicolas podem auxiliar o entendimento da
transferéncia espermatica e o consequente sucesso dos machos na competicdo reprodutiva e
perpetuacdo das espécies (Subramoniam 1993; Rondeau & Sainte-Marie 2001). Além disso,
dados sobre a morfologia dos espermatozoides e o tipo de empacotamento espermatico podem
ser importantes ferramentas em estudos taxondmicos sobre crustaceos decapodes (Diesel 1990;
Guinot etal. 1997; Tudge 1997; Klaus et al. 2009; Klaus & Brandis 2011; Camargo et al. 2015).
Assim, o0 objetivo do presente estudo foi descrever e comparar a morfologia do sistema
reprodutor masculino de Sylviocarcinus pictus H. Milne Edwards, 1853 e Dilocarcinus pagei

Stimpson, 1861 e, quanto a formacdo dos espermatoforos e caracteristicas bioquimicas do
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fluido seminal. Adicionalmente, identificar se existe a formagao de “plug” espermatico ou

pacotes espermaticos nos receptaculos seminais das fémeas utilizando o D. pagei como modelo.

Material e Métodos

Os exemplares de S. pictus foram coletados manualmente em janeiro de 2015, no periodo
noturno em pogas de igarapés proximas ao Rio Juruena (09°51°26,23”S, 58°14°57,4370),
municipio de Cotriguaci (MT). Os animais foram mantidos em aquarios, aclimatados e
alimentados até o momento da disseccdo em laboratorio.

Os espécimes de D. pagei foram capturados manualmente em setembro de 2015, no
periodo noturno no Lago da Poranga, Municipio de Itacoatiara (AM) (03°07°11,10”S,
58°27°13,0”0), durante o periodo de seca do Rio Amazonas. Os animais coletados foram
transportados em caixas com vegetacao do local para o Laboratorio de Zoologia do Instituto de
Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade Federal do Amazonas (ICET/UFAM).

Para ambas espécies, somente machos com carapaca em estagio de intermuda foram
anestesiados e eutanasiados por choque-térmico a -20°C, por aproximadamente 5 min. O
sistema reprodutor masculino de 3 exemplares de S. pictus e 5 de D. pagei foram removidos e
fixados em solugdo de paraformaldeido 4% em tampéo fosfato de sodio a 0,2 mol.L™? (pH 7,4)
por de 24 a 48 h. O material dissecado imerso em solucdo fixadora foi fotografado em
estereomicroscopio acoplado a um sistema de captacdo de imagem IM50 Leica Systems®, para
descricdo anatdmica. Posteriormente, o sistema reprodutor foi seccionado de acordo com as
diferentes regides anatdmicas, lavados no mesmo tampéo, desidratados em concentragdes
crescentes de etanol (70-95%), embebidos e incluidos em historesina Leica® (glicol
metacrilato), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Apos a polimerizacao, os blocos
foram cortados em microtomo Leica RM2245. Cortes seriados com espessura de 4 a 6 um,

montados em l&minas e corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para descricdo histologica
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geral (Junqueira & Junqueira 1983, modificado), evitando baterias de xilol (Sant’Anna et al.
2010).

Para descricdo histoquimica, ldminas do sistema reprodutor masculino de ambas
espeécies foram coradas com Xylidine ponceau para caracterizacdo de proteinas (Mello & Vidal
1980). A presenca de polissacarideos neutros e acidos foi testada com a utilizacdo do PAS e
Azul de Alcian (pH 2,5), respectivamente (Junqueira & Jungueira 1983). As laminas foram
fotografadas com sistema de captacdo de imagem IM50 Leica Systems®.

Foram selecionadas laminas coradas com azul de toluidina pH 4,0 de pelo menos trés
individuos diferentes para medida dos nucleos de células germinativas seguindo os protocolos
estabelecidos por Zara et al. (2012). Em cada lamina foram mensurados os didmetros maiores
de 10 nudcleos de ceélulas germinativas em cada estagio (N = 30 por estagio germinativo)
utilizando o software Leica® IM50. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e teste de homocedasticidade de Bartllet. Posteriormente os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de comparacdo mdultipla de
Tukey (Zar 2010) para comparar as medias dos diametros nucleares entre os estagios. Para
todos os dados foi adotado o nivel de significancia de p < 0,05.

Para testar se o sistema reprodutor masculino produz fluido seminal o qual pode atuar
como “plug” espermatico, pacote espermatico ou simplesmente veiculo de transferéncia de
espermatozoides, fémeas de D. pagei foram coletadas no mesmo local dos machos. As fémeas
foram aclimatadas por trés dias em aquarios (70x50 cm) devidamente aerados e com
alimentacdo adequada. Foram selecionadas nove fémeas, as quais foram divididas em trés
tratamentos: 1) fémeas que copularam com um nico macho, e estes foram mantidos juntos para
identificar se ocorreria nova copula; 1) fémeas que copularam com um macho e em seguida,
apos o término da primeira copula, o primeiro foi retirado e foi introduzido um segundo macho;

I11) fémeas que copularam sequencialmente com trés machos diferentes. Cada tratamento foi
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realizado em trés réplicas. O repertorio comportamental pré-copula e duragédo da copula (tempo
em gue o macho ficou aderido a fémea em minutos) (Senkman et al. 2015), foram registrados
e filmados por meio de camera digital. Apds os experimentos, os receptaculos seminais das
fémeas foram removidos, mantidos em fixador paraformaldeido 4% para serem analisados e

fotografados sob estereomicroscopio.

Resultados

Anatomia

O sistema reprodutor masculino de ambas espécies esta localizado na regido dorsal da cavidade
cefalotoracica, abaixo do ceco gastrico (Figura 1A e B). Este sistema € bilateral e consiste em
um par de testiculos e um par de vasos deferentes que em conjunto apresentam formato de “U”
invertido (Figura 1C). Os testiculos sdo compostos por tubulos seminiferos convolutos de
coloracdo branca opaca e se conectam na regido da linha média do cefalotérax (Figura 1C e D).
O vaso deferente possui coloracdo branca devido a presenca de secre¢des do fluido seminal
(Figura 1D), e é divido em trés regides: AVD, MVD e PVD (Figura 1D-G). A AVD possui
forma tubular convoluta, preenchido por fluido seminal esbranquicado e com calibre
relativamente menor que as duas regides posteriores (Figura 1D e E). A MVD é convoluta, com
calibre relativamente maior que a AVD e menor que a PVD, e também apresenta secrecao
seminal de coloracédo esbranquicada (Figura 1D e F). A PVD é convoluta, apresenta numerosas
bolsas laterais saculiformes, que séo glandulas acessorias, contendo fluido seminal de coloracéo

esbranquicada (Figura 1D e G).

Histologia e histoquimica

Dilocarcinus pagei
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Os testiculos sdo do tipo tubular modificado, nos quais cada regido do tubulo apresenta células
germinativas em um mesmo estagio de meiose (Figuras 2A-H). Os tubulos séo delimitados por
células acessorias e unidos entre si por tecido conjuntivo. As células acessorias apresentam
morfologia de achatada a elipsoide (Figura 2A-H). Nas regides dos tubulos onde a
espermatogénese estd em estagio mais avancado (regides contendo espermatides), as células
acessorias apresentam nucleos maiores em relacdo as regides tubulares contendo
espermatogonias e espermatocitos (Figura 2A-H).

Durante a espermatogénese, o diametro nuclear das células germinativas diminuiram
significativamente ao longo do seu desenvolvimento com aumento em espermatides tardias e
novamente diminuicdo em espermatozoides (F = 393,132; DF = 6; p < 0,0001). A
espermatogénese inicia-se nos centros germinativos dos tabulos seminiferos com a proliferacao
de espermatogonias. As espermatogdnias possuem citoplasma reduzido, seus nucleos com
média de didmetro de 16,47 + 1,42 pm ocupam a maior parte da célula e foram moderadamente
corados em azul de toluidina pH 4,0 (Figura 2B). Assim como as espermatogonias,
espermatocitos primarios e secundarios ocupam toda extensdo de uma regido do tubulo
germinativo (Figura 2C e D). Espermatocitos primarios apresentam nuicleo com diametro médio
de 14,43 + 0,82 pum, cromatina com aspecto granular ¢ menores em relagao aos nucleos das
espermatogonias (p < 0,01) (Figura 2C). Os espermatdcitos secundarios possuem nucleos
menores (diametro médio de 12,02 + 1,07 um) que os espermatdcitos primarios (p < 0,01),
cromatina com aspecto granular fortemente corada ao azul de toluidina pH 4,0 (Figura 2D).

Na espermiogénese, as espermatides iniciais apresentam nucleos esfericos, com
diametro médio de 8,69 + 0,68 um e ocorre o inicio da formagdo da vesicula proacrossomal
(Figura 2E) que sdo menores que 0s espermatdcitos secundarios (p < 0,01). As espermatides
iniciais apresentam uma peculiaridade em relacéo aos outros estagios, pois a cromatina tende a

formar um anel, ocupando a periferia de seu ndcleo, sendo fortemente reativa ao azul de
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toluidina pH 4,0 e centro menos reativo ao mesmo corante (Figura 2E). As espermatides
intermediarias sdo caracterizadas pelos nucleos em formato de “D” (Figura 2F) com diametro
médio de 8,60 + 0,64 um e diametro nuclear sem diferenca significativa do estagio anterior (p
> 0,05). Esta morfologia nuclear ocorre devido ao desenvolvimento da vesicula proacrossomal
evidente com a-metacromasia, com grande quantidade de polissacarideos neutros (Figura 2F-
G). Os nucleos das espermatides tardias com diametro médio de 9,78 + 0,90 um ¢ maior que os
nucleos das espermatides iniciais e intermediarias (p < 0,01). Neste estagio, o ndcleo é delgado
e apresenta forma de “C”, constituindo uma taga na qual se insere a vesicula acrossomal -
metacromatica, constituida por polissacarideos neutros, mais evidente que no estagio anterior
(Figura 2H e 1). Os espermatozoides sao caracterizados pelo nucleo fortemente corado em azul
de toluidina pH 4,0, recobrindo a maior parte do acrossomo em o-metacromasia fortemente
PAS-positivo (Figura 2J e K). Os espermatozoides apresentam diametro médio do nucleo de
7,97 + 0,50 um menor que os trés estagios de espermatides (p < 0,01).

Apbs serem produzidos nos testiculos, os espermatozoides chegam a zona de
evacuacdo (Figura 2A), para entdo serem transportados até a AVD (Figura 3A), que esta
dividida em por¢oes proximal (AVDp) e distal (AVDd). A AVDp apresenta epitélio colunar
simples, uma camada muscular delgada intermediaria e uma camada externa de tecido
conjuntivo (Figura 3A). No lumen desta porcéo, os espermatozoides estdo livres e imersos em
uma secrecdo basodfila, moderadamente positiva para proteinas e fortemente positiva para
polissacarideos neutros (Figura 3A-C). Na AVDd, o epitélio é similar ao da AVDp, conectado
a uma camada muscular relativamente mais espessa que a presente na AVDp e tecido
conjuntivo (Figura 3D). Na AVDd, os espermatozoides estdo agrupados em espermatoforos,
separados da secrecdo luminal fracamente acidofila, fortemente positiva para proteinas e

fracamente positiva para polissacarideos neutros (Figura 3D-F). Os espermatdforos apresentam
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parede glicoproteica, e a secrecdo formadora do espermatoforo é fracamente acidofila, com
reacao fracamente positiva para proteinas e polissacarideos neutros (Figura 3E-I).

Apobs a AVDd, encontra-se a MVD que é um tubulo convoluto relativamente mais
longo e de maior calibre que a AVD. Esta regido apresenta epitélio colunar simples com ndcleos
irregulares, recoberto por uma camada muscular delgada, porém mais espessa que aquelas
identificadas na AVD (Figura 3G). A secrecdo luminal desta regido € diferente da secrecéo
produzida na AVD, sendo granular, acidofila, fortemente reativa para proteinas e fracamente
positiva para polissacarideos neutros (Figura 3G-1). Nesta regido os espermatoforos mostram-
se esféricos, com parede irregular glicoproteica e seu interior fracamente positivo para proteinas
e polissacarideos neutros (Figura 3G-I). Esta regido também ndo apresentou secrec@es com
reacao positiva para polissacarideos acidos, exceto por aquelas detectadas nos nucleos dos
espermatozoides (Figura 3J).

A PVD é caracterizada pela presenca de inimeras glandulas acessorias. Ao contrario
da MVD, a PVD apresenta epitélio pavimentoso simples, revestida com camada muscular e
tecido conjuntivo semelhante a MVD (Figura 3K). A secrecdo no lumen da PVD é composta
de granulos diminutos, diferente da MVD (Figura 3K-M). As glandulas acessérias apresentam
secrecdo com granulos menores, com aspecto mais fluido em relacdo a secrecdo luminal da
MVD, composta principalmente por polissacarideos neutros e proteinas (Figura 3K-M). Na
PVD nédo foram encontrados espermatdforos, sendo esta regido composta basicamente por
secrec¢des do fluido seminal. O sistema reprodutor masculino de D. pagei ndo apresentou reacdo

para polissacarideos acidos.

Sylviocarcinus pictus
Esta espécie apresenta testiculo do tipo tubular modificado, com células germinativas em um

mesmo estagio de meiose em um tubulo (Figura 4A-H). Cada tubulo é delimitado por células
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acessorias, e do lado externo, recoberta por tecido conjuntivo unindo os tubulos entre si (Figuras
4A). As células acessorias apresentam maior tamanho em tubulos onde a espermatogénese esta
em estagio avancado (Figura 4A-H).

O diametro nuclear das células germinativas diminuiu significativamente durante a
espermatogénese (F = 827,344; DF = 6; p < 0,0001), aumentando nos estagios de espermatides
tardias e espermatozoides. As espermatogoénias apresentam nicleo ocupando a maior propor¢édo
da célula, com reacdo homogénea na cromatina para o azul de toluidina pH 4,0 (Figura 4B).
Estas células apresentaram didmetro nuclear médio de 19,11 £ 1,76 um. Os espermatdcitos
primdrios apresentaram didmetro nuclear médio de 15,11 + 1,07 um, sendo significativamente
menor que os nucleos das células germinativas do estagio anterior (p < 0,01). Neste estagio, 0s
nucleos em préfase apresentam cromatina com aspecto variavel da condensacao cromossémica,
sendo observadas as figuras meidticas tipicas, como paquiteno. O nucleo ocupa menor volume
da célula, em relacdo as espermatogbnias (Figura 4C). Os nulcleos de espermatdcitos
secundarios apresentaram didmetro médio de 13,30 + 1,08 um, sendo menores que o estdgio
anterior (p < 0,01). Os nucleos destas células foram fortemente corados em azul de toluidina
pH 4,0 devido condensacao da cromatina (Figura 4D).

Durante a espermiogénese, 0s nlcleos das espermatides iniciais apresentam forma de
anel, com a cromatina fortemente corada ocupando a periferia do nucleo e centro fracamente
reativo ao azul de toluidina pH 4,0 (Figura 4E). O diametro nuclear médio das espermatides
iniciais (7,47 + 0,39 um) foi significativamente menor que os estagios anteriores (p < 0,01). As
espermatides intermediarias apresentaram nucleo homogéneo em forma de “D”, fortemente
corado em azul de toluidina e vesicula proacrossomal evidente, fortemente PAS-positiva
(Figura 4F e G). A média do didmetro nuclear neste estigio foi 6,69 + 0,38 um,
significativamente menor que os estagios anteriores (p < 0,01). O ntcleo em forma de “C” das

espermatides tardias formam um capuz sobre a vesicula proacrossomal, a qual esta mais
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desenvolvida e ainda rica em polissacarideos neutros (Figura 4H e 1). O diametro médio das
espermatides tardias (9,11 + 0,65 pm) foi maior que das espermatides intermediarias (p < 0,01).
Ja na zona de evacuacao, os espermatozoides apresentaram nucleos fortemente corados em azul
de toluidina pH 4,0 e acrossomo a-metacromatico, fortemente PAS-positivo (Figura 4J). O
diametro médio do ntcleo dos espermatozoides (9,79 + 0,70 um) foi significativamente maior
que o das espermatides intermediarias e tardias (p < 0,01).

Os espermatozoides chegam a zona de evacuacdo (Figura 4A), para serem enviados
para a AVD, dividida em por¢des proximal (AVDp) e distal (AVDd) (Figura 5A-F). A AVDp
apresenta epitélio colunar simples, recoberto por uma delgada camada muscular e tecido
conjuntivo (Figura 5A). Na AVDp os espermatozoides estdo livres, imersos em secrecao
basofila e fracamente glicoproteica (Figura 5A-C). Os espermatozoides encontram-se
empacotados e envoltos por parede glicoproteica, formando os espermatéforos na AVDd
(Figura 5D). Esta regido apresenta epitélio colunar simples com ndcleos irregulares, com
secrec¢do acidofila e glicoproteica (Figura 5D-F).

A MVD apresenta epitélio colunar simples com nucleos basais irregulares, revestido
por delgada camada muscular e unida por tecido conjuntivo (Figura 5G). Os espermatéforos
sdo armazenados na MVD em secrecdo granular acidofila reativa para proteinas e
polissacarideos neutros (Figura 5G-I). A parede dos espermatéforos possui caracteristica
glicoproteica, com reacdo fracamente positiva para proteinas e polissacarideos neutros (Figura
S5Hel).

A PVD e convoluta, possui epitélio cubico colunar simples, revestido por uma camada
muscular delgada e tecido conjuntivo (Figura 5J). Foram detectados poucos espermatoforos na
PVD de S. pictus (Figura 5J). As glandulas acessorias apresentam epitélio cabico simples e uma
delgada camada muscular (Figura 5K e L). As glandulas acessorias apresentaram pequena

quantidade de secrecdo com granulos diminutos e homogénea com caracteristica acidofila,
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positivas para proteinas e polissacarideos neutros (Figura 5K e L). Nenhuma das regifes do
sistema reprodutor masculino de S. pictus apresentou reacdo para polissacarideos acidos. O
resumo dos resultados histoquimicos para o vaso deferente e espermatoforos das duas espécies

encontram-se na Tabela 1.

Experimento de transferéncia espermatica

A copula dos casais formados de D. pagei ocorreu em periodo de intermuda, ou seja, com
carapagca rigida, e teve duracdo média de 8 £ 2 min (Figura 6A), independente do macho ser o
primeiro, segundo ou terceiro a copular. Durante a copula ndo houve padréo de posicionamento
dos machos em relacéo a fémea, e 0s machos mantidos juntos das fémeas nédo realizaram mais
de uma copula. Os receptaculos seminais das fémeas que realizaram uma copula apresentaram
massa espermatica homogénea de coloracdo esbranquicada (Figura 6B). Em nenhum dos
receptaculos seminais das fémeas analisadas neste estudo foi encontrada evidéncia de formacao
de “plug” espermatico, confirmado pela copula subsequente com um segundo e um terceiro
macho. No experimento com a introdu¢cdo de um segundo macho, a fémea exibiu
comportamentos de evitacdo de cépula. O tempo em que a fémea evitava o segundo macho,
com comportamentos erraticos foi de 72 £ 26 min. Apds este periodo o segundo macho
conseguiu realizar a copula. Neste grupo experimental, houve a formacdo de dois pacotes
espermaticos claramente separados no interior do receptaculo seminal (Figura 6C). No grupo
em que as fémeas foram colocadas sequencialmente com um terceiro macho, o comportamento
de evitagdo foi bastante curto, em media de 3 £ 1 min. Nestas fémeas, o receptaculo seminal

apresentou trés massas espermaticas esbranquicadas distintas (Figura 6D).

Discussao
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Anatomicamente, o sistema reprodutor masculino de D. pagei e S. pictus apresenta um padrdo
diferente do comumente encontrado em Brachyura. Ambas espécies possuem sistema
reprodutor masculino em formato de “U” invertido, sendo esta pela primeira vez descrita e
provavelmente padrdo para Trichodactylidae. A anatomia do sistema reprodutor masculino da
maioria dos Brachyura apresenta o formato “H”, nos quais os testiculos sdo conectados entre si
por uma comissura transversal (Lopez-Greco 2013).

Os testiculos e vaso deferente com coloracdo esbranquicada sdo caracteristicos de
animais em estagio reprodutivo maduro (Benhalima & Moriyasu 2000; Silva et al. 2012; Zara
et al. 2012). Nas duas espécies, 0 vaso deferente apresentou variacdes nos diametros internos
de cada regido. Este fato esta relacionado com as funcdes especificas de cada regido, sendo a
AVD com menor didmetro interno e funcdo de produzir secrecBes formadoras de
espermatoforos, MVD e PVD com maiores diametros internos, responsaveis pelo
armazenamento de espermatoforos e pela producdo de secrecdes complementares do fluido
seminal, respectivamente (Adiyodi & Anilkumar 1988; Diesel 1989; Krol et al. 1992; Sal
Moyano et al. 2009; Zara et al. 2012).

Em D. pagei e S. pictus foram ainda encontradas glandulas acessérias na PVD,
similares ao reportado para Maja brachydactyla Balss 1922. Entretanto, esta ultima espécie
apresenta também glandulas na MVD, o que ndo foi encontrado nos Trichodactylidae
analisados. Inachidae Samouelle, 1819 (Diesel 1989) e Portunidae Rafinesque, 1815 (Zara et
al. 2012; Nascimento & Zara 2013) também apresentam glandulas acessorias bem
desenvolvidas. Nos Portunidae Callinectes danae Smith, 1869 e Callinectes ornatus Ordway,
1863 tambem foram encontradas estas glandulas na MVD (denominadas de bolsas externas),
porém estas espécies apresentam as glandulas mais desenvolvidas que em D. pagei e S. pictus.
Este volume de secre¢do em Portunidae estd relacionado a formagdo de “plug” espermatico

(Zara et al. 2012; Nascimento & Zara 2013; Zara et al. 2014), o que ndo ocorre em
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Trichodactylidae, uma vez que as fémeas, apesar do comportamento de evitacdo, receberam
material espermatico de mais de um macho, levando assim a formacé&o de pacotes espermaticos
no interior dos receptaculos seminais. A formacdo de pacotes espermaticos em condigdes
naturais pode ser rara, ou mesmo ausente, tendo em vista o longo comportamento de evitacéo
da fémea, indicando que a mesma, apds a copula se afasta do macho. Assim, provavelmente a
fémea deverd buscar reflgio, sendo uma segunda copula somente provavel caso ocorra um
encontro acidental com um segundo macho. Todavia, 0 experimento demonstra que o
receptaculo seminal tem capacidade de armazenar mais de uma carga de fluido seminal, com
formacéo de pacotes.

Histologicamente, os testiculos de ambas espécies analisadas sdo do tipo tubular,
porém modificado, onde cada regido apresenta células germinativas em um mesmo estagio de
meiose, sendo este o padrdo mais similar ao testiculo do tipo lobular (Minagawa et al. 1994). O
testiculo do tipo tubular tipico deveria apresentar, numa mesma sec¢do transversal, trés zonas
distintas: a germinativa, onde encontram-se espermatogoénias; zona de transformacao, onde
ocorrem espermatocitos e espermatides; e zona de evacuagao, para onde 0s espermatozoides
sdo enviados ao final da espermatogénese, como encontrado em alguns Majoidea, Grapsoidea
e Xanthoidea (Sime0 et al. 2009; Tiseo et al. 2014). Tanto em D. pagei, quanto em S. pictus, 0s
testiculos apresentam células acessérias que variam em tamanho de acordo com o estagio de
producéo espermatica. O papel das células acessorias é importante durante a espermiogénese
de braquiuros, uma vez que fagocitam e degradam o citoplasma residual de espermatides, alem
de enviarem espermatozoides para os ductos seminiferos (Simeo et al. 2010; Zara et al. 2012).

A reducéo do diametro do nucleo das celulas reprodutivas tanto em D. pagei, quanto
em S. pictus durante a espermatogénese corrobora estudos sobre outros braquitros, como
observado em Portunidae (Stewart et al. 2010; Zara et al. 2012) e Ucididae Stevéié, 2005

(Castilho et al. 2008). A reducéo do nucleo nao foi significativa entre espermatide intermediaria
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e espermatide tardia em D. pagei, e houve diferenca entre todos os estagios em S. pictus. Ambas
espécies apresentaram aumento de espermatide intermedidria para espermatide tardia,
entretanto, de espermatide intermedidria para espermatozoide, em D. pagei as células
reprodutivas diminuiram, enquanto que em S. pictus tiveram aumento de tamanho. Similar aos
dados do presente estudo, em Portunidae essa reducdo € acentuada, porém ndo constam
diferencas entre espermatides e espermatocitos em C. danae (Zara et al. 2012), espermatogobnia
e espermatocitos e entre espermatide intermedidria e espermatide tardia em C. ornatus
(Nascimento & Zara 2013). Seguindo o mesmo padrdo, Ucides cordatus (Linnaeus, 1763)
também apresentou reducdo do didmetro nuclear durante a espermatogénese (Castilho et al.
2008). Entretanto esta reducdo no diametro nuclear ndo pode ser entendida como um padréo
para Brachyura, uma vez que M. brachydactyla ndo apresenta esta caracteristica durante sua
espermatogénese (Simeo et al. 2010).

Durante a espermiogénese, a espermatides iniciais das duas espécies de
Trichodactylidae aqui estudadas apresentaram cromatina em forma de anel, ocupando a
periferia do nucleo, diferindo do padrdo encontrado para C. danae (Zara et al. 2012), C. ornatus
(Nascimento & Zara 2013) e U. cordatus (Castilho et al. 2008), nos quais as espermatides
iniciais apresentam nicleo com cromatina homogeneamente corada ao azul de toluidina. Ao
microscopio de luz, a espermiogénese de D. pagei e S. pictus apresenta trés fases: espermatides
primarias, intermediarias e finais, no entanto, estudos sobre a producdo espermaética de
caranguejos tricodactilideos utilizando microscopia eletrénica de transmissdo sdo
recomendados para esclarecer provaveis fases intermediarias, bem como a organizacdo da
cromatina durante a espermatogénese (Stewart et al. 2010).

Dos testiculos, os espermatozoides sdo enviados para o vaso deferente onde serdo
imersos em matriz extracelular formando o0s espermatdforos. Ambas espécies de

tricodactilideos apresentam AVD constituido por epitélio simples com nucleos irregulares e
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camada muscular externa recoberta por tecido conjuntivo, com papel importante durante a
formacéo dos espermatoforos. Esta regido assemelha-se a encontrada em Portunidae (Stewart
et al. 2010; Zara et al. 2012; Nascimento & Zara 2013), Grapsidae MacLeay, 1838 (Tiseo et al.
2014), Ucididae (Castilho et al. 2008) e Epialtidae MacLeay, 1838 (Sal Moyano et al. 2009;
Simeo et al. 2009). Na AVDp ocorre a liberacéo de secrec6es basofilas fluidas e glicoproteicas
nas quais os espermatozoides estdo imersos. Estas secrecGes possuem papel importante, pois a
partir delas ocorrera a formacéo de espermatéforos que estardo finalizados na AVDd. Em D.
pagei e S. pictus, a AVDp apresenta secre¢des com granulos diminutos e baséfilos similar ao
encontrado em C. ornatus (Nascimento & Zara 2013), e diferente da caracteristica acidofila
encontrada em C. dane (Zara et al. 2012) e Pachygrapsus transversus (Gibbes, 1850) (Tiseo et
al. 2014).

No lumen da AVDp, as secrecbes de C. danae e C. ornatus apresentaram conteido
proteico (Zara et al. 2012; Nascimento & Zara 2013). Em C. ornatus os polissacarideos acidos
estdo presentes na AVDp, porém ausentes na AVDd e MVD, sugerindo que a formacéo da
parede dos espermatdforos ocorre somente na presenca de polissacarideos acidos (Nascimento
& Zara 2013). Entretanto, nas duas espécies de tricodactilideos ndo foram encontrados
polissacarideos acidos, ndo sendo necessaria a presenca deste composto para a formacédo da
parede e maturacdo dos espermatdforos em Trichodactylidae. Sugerimos que a auséncia de
polissacarideos acidos no fluido seminal pode ser um padréo para Trichodactylidae, entretanto,
sd0 necessarios estudos sobre outros géneros para confirmar esta hipotese, uma vez que este
componente do fluido seminal pode ser um agente antibacteriano, como proposto para Scylla
serrata (Forskal, 1775) por Jayasankar & Subramoniam (1999).

Sylviocarcinus pictus e D. pagei sdo animais que apresentam coenospermia, diferindo
de alguns Potamoidea e Gecarcinucoidea (para revisdo, Klaus et al. 2009). Entretanto, os

Trichodactylidae podem apresentar ambos os tipos de espermatdforos, descritos para Z.
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oronensis e V. serrata por Oliveira & Zara (Capitulo I1), como encontrado em Gecarcinucoidea
e Potamoidea (Klaus et al. 2009). A parede dos espermatoforos das espécies de tricodactilideos
apresenta constituicao glicoproteica, semelhante as encontradas em Portunidae (Zara et al 2012;
Nascimento & Zara 2013) e Grapsidae (Tiseo et al. 2014). Em M. brachydactyla a parede dos
espermatoforos apresenta uma camada externa simples (Simeo et al. 2009), o que difere do
encontrado em alguns Potamoidea, que apresenta diversas camadas de matriz extracelular
compondo a parede dos espermatoforos (Klaus et al. 2009). A coenospermia ou cleistospermia,
bem como a composi¢do quimica da parede dos espermatdéforos, podem estar diretamente
relacionadas com a velocidade de sua deiscéncia no interior do receptaculo seminal (Hinsch
1991; Klaus et al. 2009; Tiseo et al. 2014). Entretanto, estudos envolvendo MET sdo necessarios
para demonstrar maiores detalhes das paredes dos espermatdforos das espécies de
Trichodactylidae.

A MVD de D. pagei e S. pictus é um tubulo convoluto de calibre mais acentuado em
relacdo a AVD. Nestas duas espécies ndao foram encontradas bolsas laterais na MVD, em
contraste com o observado em Portunidae (Stewart et al. 2010; Zara et al. 2012; Nascimento &
Zara 2013) e Majidae (Simed et al. 2009). O epitélio da MVD é colunar simples, recoberto por
uma camada muscular simples e tecido conjuntivo, similar ao encontrado para o Epialtidae
Libinia spinosa Guérin, 1832 descrito por Sal Moyano et al. (2009) e M. brachydactyla (Sime6
et al. 2009), e em alguns Portunidae (Stewart et al. 2010; Zara et al. 2012; Nascimento & Zara
2013) e Ucididae (Castilho et al. 2008). Em L. spinosa a musculatura desenvolvida na porcao
distal da MVD tem funcéo de mobilizar os espermatoforos para a PVD e consequentemente
para os ductos ejaculatérios (Sal Moyano et al. 2009).

A auséncia de glandulas na MVD de Trichodactylidae ndo parece ser um fator
determinante para o acumulo de secrecdo seminal, estando ligada mais ao armazenamento de

espermatoforos. Os portunideos diferem neste aspecto dos tricodactilideos analisados, uma vez
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que parte da secrecdo componente do fluido seminal é produzida por bolsas laterais presentes
na MVD (Johnson 1980; Zara et al. 2012). De acordo com os Ultimos autores, a secrecao
glicoproteica produzida na MVD de C. danae é o principal composto do fluido seminal e esta
relacionada a manutencdo dos espermatoforos no vaso deferente. Em Chionoecetes opilio (O.
Fabricius, 1788), as secrecdes glicoproteicas estao relacionadas a diferenciacdo de espermatides
em espermatozoides (Sainte-Marie & Sainte-Marie 1999), bem como completar a formacao dos
espermatoforos em Inachus phalangium (Fabricius, 1775) demonstrado por Diesel (1989). Tal
fato ndo acontece em Trichodactylidae, nos quais 0s espermatozoides encontram-se finalizados
na zona de evacuacao dos testiculos e os espermatoforos sdo completados na por¢do proximal
da AVD.

No limen da MVD de D. pagei e S. pictus sdo armazenados os espermatdforos
recebidos da AVD (Sal Moyano et al. 2009; Sime6 et al. 2009), e sdo adicionados granulos de
secrec¢do acidofilos, como reportado para os Portunidae C. danae (Zara et al. 2012) e C. ornatus
(Nascimento & Zara 2013). Histoquimicamente, os granulos de secre¢do produzidos pelo
epitélio da MVD apresentaram leves diferencas entre as espécies de Trichodactylidae avaliadas
neste estudo. Enquanto D. pagei apresentou secrec¢ao granular com reacdo fortemente proteica
e PAS-positiva, S. pictus apresentou secrecdo com reacdo positiva para proteinas e fortemente
PAS-positiva, sendo as duas espécies com auséncia de polissacarideos acidos. Estas secre¢des
glicoproteicas da MVD podem ter funcao de prevenir a deiscéncia do espermatoforo ao serem
transferidos para os receptaculos seminais das fémeas (Subramoniam 1991; Benhalima &
Moriyasu 2000).

Os espermatoforos na MVD mantiveram a constituicdo glicoproteica de sua parede,
com a modificacdo da composicdo da secrecdo interna tornando-se fracamente PAS-positiva
em D. pagei e fortemente PAS-positiva em S. pictus. Assim, os espermatdforos nao tém parede

totalmente impermeavel ao sair da AVD e tais secre¢es podem servir como moléculas com
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algum valor energético aos espermatozoides (Subramoniam 1991; Benhalima & Moriyasu
2000). Em ambas espécies analisadas neste estudo, ha acumulo de secrec@es liberadas ao longo
do vaso deferente, com maior volume liberado pela PVD. O grande volume de secrecao e suas
caracteristicas quimicas no vaso deferente em Trichodactylidae pode estar relacionado a
formacdo de pacotes espermaticos e manutencdo dos espermatozoides no interior do
receptaculo seminal das fémeas. Em Ch. opilio, a secrecdo da AVD se MVD se une a
proveniente da PVD no momento da ejaculacdo, formando um complexo orgénico que pode
manter 0s espermatozoides viaveis por longos periodos no interior dos receptaculos seminais
(Beninger et al. 1988).

A PVD dos tricodactilideos analisados neste estudo sdo tubulos convolutos com
inimeras glandulas acessoérias e histologicamente apresentaram diferencas nos epitélios entre
as espécies. Em D. pagei a PVD mostra-se com epitélio pavimentoso simples, e em S. pictus o
epitélio é cubico simples. Ambas as espécies possuem musculatura e tecido conjuntivo, que
pode estar envolvida na transferéncia espermatica. Sylviocarcinus pictus nao apresentou
grandes quantidades de secrecdo na PVD quando comparado a D. pagei. Baseado em D. pagei,
sugerimos que em Trichodactylidae o armazenamento de espermatéforos em animais
reprodutivamente maduros ocorre principalmente na MVD, mas também podem ser
encontrados em muito pouca quantidade na PVD, similar ao reportado para L. spinosa (Sal
Moyano et al. 2009). Tais espermatdforos podem ser estruturas ali encontradas provenientes de
outras copulas previas.

O fluido seminal da PVD de Brachyura apresentam diversas caracteristicas
histoquimicas. A PVD de D. pagei produz secrecdo com granulos diminutos proteicos e PAS-
positivos, diferindo histoquimicamente de S. pictus, cuja secrecdo da PVD é fracamente
proteica e PAS-positiva, similar ao que ocorrem em Grapsidae (Tiseo et al. 2014). A secrecao

produzida na PVD de Trichodactylidae segue o padrdo para Portunidae (Zara et al. 2012;
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Nascimento & Zara 2013), no entanto, em Portunus (Portunus) pelagicus (Linnaeus, 1758) ndo
foram encontradas diferencas entre as secrecdes da MVD e PVD (Stewart et al. 2010). De
acordo Tiseo et al. (2014), a presenca de polissacarideos &cidos na PVD de P. gracilis
(cleistospérmico) faz com que a deiscéncia dos espermatdéforos ocorra de forma mais rapida
que em P. transversus (cleistospérmico). Em Portunidae as secre¢cdes da PVD sdo compostas
por glicoproteinas neutras (Zara et al. 2012; Nascimento & Zara 2013), ja em Grapsidae e
Eriphiidae MacLeay, 1838 foram reportados polissacarideos neutros e acidos (Garcia & Silva
2006; Tiseo et al. 2014).

O papel do fluido seminal em crustaceos ainda ndo é bem conhecido, entretanto
existem hipdteses de que podem agir como formadores de “plug” espermético para evitar
competicdo reprodutiva com o blogueio dos gondporos das fémeas (Johnson 1980; Diesel 1989,
1991); atividade proteolitica para dissolver o “plug” espermatico de outros machos, garantindo
uma nova coépula (Jayasankar & Subramoniam 1997); ou ainda garantir nutrientes a
sobrevivéncia dos espermatozoides (Subramoniam 1991). Esta Ultima, associada a outra
hipbtese de que o fluido seminal age como antibacteriano (Jayasankar & Subramoniam 1999)
pode explicar o grande volume do fluido seminal em Trichodactylidae.

No6s mostramos que nd3o ha formacdo de “plug” espermatico em D. pagei, e
provavelmente ocorra o mesmo em outros Trichodactylidae. Apesar de ndo haver “plug”
espermatico, ha formacéo de pacotes espermaticos nos receptaculos seminais em fémeas que
copulam duas ou mais vezes. Ainda que um macho preencha o receptaculo seminal das fémeas,
outros machos conseguem realizar cépula e transferir seu material genético, evidenciando a
plasticidade morfologica do receptaculo seminal em tricodactilideos. Este fato ocorre também
ocorre nos Platyxanthidae Guinot, 1977, como Danielethus crenulatus (A. Milne-Edwards,
1879) investigados por Farias et al. (2017) e nos Inachoididae Inachus phalangium Dana, 1851

(Diesel 1989, 1990, 1991), Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788) analisados por Antunes et
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al. (2016), sendo que este Gltimo apresenta diferentes pacotes espermaticos de um mesmo
macho. Apesar das evidéncias da auséncia de “plug” espermatico em tricodactilideos, sdo
recomendados estudos histolégicos sobre os receptaculos seminais das fémeas que realizam
mais de uma copula. Com isso, pode-se identificar como ocorre a sobreposicdo dos pacotes
espermaticos de diferentes machos, aléem de classificar o tipo de receptaculo seminal (ver
McLay & Lopez-Greco 2011) e qual macho obtém maior sucesso na fertilizagdo dos ovdcitos
e consequente transferéncia genética para a prole.

Em conclusdo, o sistema reprodutor masculino de D. pagei e S. pictus apresentaram
padrdo anatdbmico diferente dos demais registrados em Brachyura. A secrecdo produzida na
AVD esta relacionada a producdo e da MVD ao armazenamento e manutencdo dos
espermatoforos até o momento da transferéncia espermaética para a fémea. Apesar da
morfologia do sistema reprodutor masculino apresentar caracteristicas de animais formadores
de “plug” espermético, os Trichodactylidae formam pacotes esperméticos dentro dos
receptaculos seminais, isto ndo ocorre, mas sim de pacotes espermaticos em condigdes
experimentais, tendo a PVD e suas inimeras glandulas acessorias, como maior produtora de

secrecdo seminal glicoproteica.
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Lista de Tabela
Tabela 1. Caracterizacao histoquimica das secre¢fes seminais do vaso deferente anterior
proximal (AVDp) e distal (AVDd), medial (MVD), posterior (PVD) e paredes dos

espermatoforos. + = fracamente positivo; ++ = positivo; +++ = fortemente positivo; - =

negativo.
Especie Secregéo Composto histoguimico
Proteinas Polissacarideos Polissacarideos
neutros acidos
AVDp + ++ -
AVDd it N ]
Dilocarcinus
MVD ++ + )
pagei
PVD ++ ++ _
Parede do espermato6foro +++ 4+ }
AVDp + n _
AVDd +++ +++ ;
Sylviocarcinus
: MVD ++ +++ ]
pictus
PVD + + )
Parede do espermatoforo +++ 4+ B
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Lista de Figuras

Figura 1. Anatomia do sistema reprodutor masculino de Sylviocarcinus pictus e Dilocarcinus

pagei.

A, Vista dorsal da disposicéo interna do sistema reprodutor masculino de S. pictus. B-G, Anatomia do sistema
reprodutor masculino de D. pagei. B, Vista dorsal da disposicao interna do sistema reprodutor masculino de D.
pagei. C, Sistema reprodutor masculino de D. pagei completo (bilateral) mostrando testiculos e vaso deferente
convoluto. D, Vista de um dos lados do sistema reprodutor masculino de D. pagei com detalhe para as colorac6es
dos testiculos e vaso deferente. Asteriscos indicam as glandulas acessorias localizadas na PVD. E, Detalhe da
AVD de D. pagei, tibulos convolutos com uma regido central esbranquigada, preenchida por fluidos seminais. F,
Detalhe da MVD convoluta de D. pagei com coloracdo esbranquicada caracteristica dos fluidos seminais e com
calibre relativamente maior em relagdo a AVD. G, Detalhe da PVD de D. pagei com glandulas acessorias de
coloracgdo esbranquicada do fluido seminal. Asteriscos indicam as glandulas acessorias. AVD = vaso deferente

anterior; MVD = vaso deferente medial; PVD = vaso deferente posterior; T = testiculos; VD = vaso deferente.
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Figura 2. Histologia dos testiculos, espermatogénese e espermiogénese de Dilocarcinus pagei.

A, Vista geral do testiculo do tipo tubular, com regides preenchidas por espermatécitos primarios, uma com
espermatdcitos secundarios e uma preenchida por espermatides iniciais. Asteriscos indicam a zona de evacuagédo
onde localizam-se os espermatozoides; setas pretas indicam células acessorias [HE]. B, Tubulo germinativo
preenchido por espermatogdnias e seus nicleos com aspecto granular. Notar células acessorias (seta preta) [azul
de toluidina pH 4.0]. C, Espermatdcitos primarios em préfase em tdbulo germinativo delimitado por células
acessorias (seta preta) [azul de toluidina pH 4.0]. D, Espermatécitos secundarios com cromatina com aspecto
granular e condensada circundados por células acessérias (seta preta) dos tibulos germinativos [azul de toluidina
pH 4.0]. E, Espermdtides iniciais apresentando ndcleo em forma de anel (cabeca de seta branca) com regido B-
metacromatica e inicio da formagdo da vesicula proacrossomal (cabeca de seta preta) em tdbulo germinativo
delimitado por células acessdrias (seta preta) [azul de toluidina pH 4.0]. F, Espermatides intermediarias com ndcleo
em forma de “D” (cabeca de seta branca) e formagao da vesicula proacrossomal com a-metacromasia (cabeca de
seta preta), circundadas por células acessorias (seta preta) e ncleo com regido p-metacromatica [azul de toluidina
pH 4.0]. G, Espermatides intermediarias com vesicula proacrossomal fortemente reativa a técnica para detecgdo
de polissacarideos neutros (cabeca de seta preta) e micleo em forma de “D” (cabeca de seta branca) [PAS]. H,
Espermatides tardias com nticleo em forma de “C” com regido em B-metacromasia (cabeca de seta branca)
formando um copo onde se encaixa a vesicula proacrossomal a-metacromatica (cabeca de seta preta) [azul de
toluidina pH 4.0]. Notar o0 aumento de tamanho do ndcleo das células acessdrias (seta preta) [azul de toluidina pH
4.0]. 1, Espermatides tardias com vesicula proacrossomal fortemente reativa & técnica para detec¢do de
polissacarideos neutros (cabega de seta preta) e nucleo em forma de “C” (cabeca de seta branca) [PAS]. J,
Espermatoforo com parede o-metacromatica (seta preta) contendo espermatozoides com acrossomo em a-
metacromasia (cabeca de seta preta) e nicleo com B-metacromasia (cabeca de seta branca) [azul de toluidina pH
4.0]. K, Espermatozoide com acrossomo fortemente reativo a técnica para deteccdo de polissacarideos neutros
(cabeca de seta preta) e ndcleo formado (cabeca de seta branca) [PAS]. EST = espermatide inicial; LST =
espermatide tardia; MST = espermatide intermediéria; SPC1 = espermatocito primario; SPC2 = espermatocito

secundario; SPG = espermatogdnia; SZ = espermatozoide.
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Figura 3. Histologia e histoquimica do vaso deferente de Dilocarcinus pagei.

A, Porcdo proximal da AVD com epitélio ctbico colunar simples e ndcleos basais irregulares, recoberto por uma
delgada camada muscular e tecido conjuntivo. Na porcdo luminal, os espermatozoides estdo livres em secrecdo
basofila [HE]. B, Secrecdo componente do fluido seminal proteica (cabeca de seta preta) na por¢cdo proximal da
AVD [Xylidine ponceau]. C, Secrecdo componente do fluido seminal reativa a técnica para deteccdo de
polissacarideos neutros (cabeca de seta preta) na porgdo proximal da AVD [PAS]. D, Porgdo distal da AVD
apresentando espermatoforos (seta preta) e epitélio ctbico colunar simples recoberto por uma delgada camada
muscular e tecido conjuntivo. Nesta por¢do a secre¢do mostra-se fracamente acidofila (seta preta) [HE]. E,
Secrecdo componente do fluido seminal fortemente proteica (cabeca de seta preta) na porcdo distal da AVD na
qual os espermat6foros estdo imersos [Xylidine ponceau]. F, Secrecdo da porcdo distal da AVD fracamente
positiva a técnica de coloracdo para deteccdo de polissacarideos neutros (cabeca de seta preta) [PAS]. G, MVD
com epitélio cubico simples e delgada camada muscular. Notar no detalhe os espermatéforos e secregdo granular
acidofila (cabeca de seta preta) [HE]. H, Secrecdo da MVD fortemente corada pela técnica de deteccdo de
proteinas. Detalhe mostra os granulos de secrecéo proteicos (cabeca de seta preta) [Xylidine ponceaul]. I, Secrecéo
granular da MVD fracamente positiva para técnica de polissacarideos neutros. Detalhe dos granulos de secre¢do
fracamente corados para polissacarideos neutros (cabega de seta preta) [PAS]. J, MVD submetida a técnica de
coloragdo azul de Alcian (pH 2,5) para deteccdo de polissacarideos acidos. Notar somente os nucleos dos
espermatozoides corados (cabeca de seta branca). K, Glandulas acessorias da PVD com secrecdo acidofila no
lumen (asteriscos) [HE]. L, Glandulas acessérias com secre¢do proteica no limen. Detalhe dos granulos de
secrecdo (asterisco) [Xylidine ponceau]. M, Secre¢do das glandulas acessérias coradas para polissacarideos
neutros. Detalhe dos granulos de secrecdo (asterisco) [PAS]. AVD = vaso deferente anterior; AG = glandula
acessoria; CT = tecido conjuntivo; EP = epitélio; M = musculo; MVD = vaso deferente medial; PVD = vaso

deferente posterior; Sph = espermatéforo; SZ = espermatozoide.
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Figura 4. Histologia dos testiculos, espermatogénese e espermiogénese de Sylviocarcinus

pictus.

A, vista geral do testiculo do tipo tubular, com tibulos germinativos delimitados por células acessorias (setas
pretas) e preenchidos por células germinativas em um mesmo estagio de espermatogénese. Notar a zona de
evacuacdo (asteriscos) onde localizam-se os espermatozoides [HE]. B, Tubulo germinativo delimitado por células
acessorias (seta preta) preenchido por espermatogénias em préfase [azul de toluidina pH 4.0]. C, Espermatécitos
primarios em tubulo delimitado por células acessorias (seta preta) [azul de toluidina pH 4.0]. D, Espermatdcitos
secundarios e seus respectivos nucleos com aspecto granular e células acessérias (seta preta) delimitando o tbulo
germinativo [azul de toluidina pH 4.0]. E, Espermatides iniciais com cromatina formando um anel (cabega de seta
branca) e centro menos reativo a coloragao e inicio da formagao da vesicula proacrossomal (cabeca de seta preta)
em tubulo delimitado por células acessérias (seta preta) [azul de toluidina pH 4.0]. F, Espermatides intermediarias
com nucleo em forma de “D” e formagao da vesicula proacrossomal (cabeca de seta preta), circundadas por células
acessorias (seta preta) [azul de toluidina pH 4.0]. G, Espermatides intermediarias com vesicula proacrossomal
fortemente reativa a técnica para detecgdo de polissacarideos neutros (cabeca de seta preta) e ntcleo em forma de
“D” (cabeca de seta branca) [PAS]. H, Espermatides tardias com ntcleo em forma de “C” apresentando -
metacromasia, formando uma “taga” onde localiza-se a vesicula proacrossomal a-metacromatica [azul de toluidina
pH 4.0]. I, Espermatides tardias com vesicula proacrossomal fortemente reativa a técnica para deteccdo de
polissacarideos neutros (cabega de seta preta) e nticleo em forma de “C” (cabega de seta branca) [PAS]. J, zona de
evacuacdo contendo espermatozoides com acrossomo em o-metacromasia e nucleo com regido com f-
metacromasia [azul de toluidina pH 4.0]. K, Espermatozoide com acrossomo formado (cabecga de seta preta) e
nacleo formado (cabega de seta branca) [PAS]. CT = tecido conjuntivo; EST = espermaétide inicial; LST =
espermatide tardia; MST = espermatide intermediaria; SPC1 = espermatdcito primario; SPC2 = espermatocito

secundario; SPG = espermatogdnia; SZ = espermatozoide.
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Figura 5. Histologia e histoquimica do vaso deferente de Sylviocarcinus pictus.

A, Porgdo proximal da AVD com epitélio cubico simples, recoberto por uma delgada camada muscular. Nesta
regido os espermatozoides encontram-se livres, imersos em secrecdo basofila [HE]. B, Secrecdo componente do
fluido seminal proteica (cabeca de seta preta) na porcdo proximal da AVD [Xylidine ponceau]. C, Secrecéo
componente do fluido seminal fracamente positiva para polissacarideos neutros (cabeca de seta preta) na por¢édo
proximal da AVD [PAS]. D, Porcéo distal da AVD apresentando epitélio cubico colunar simples com nucleos
irregulares, recoberto por uma delgada camada muscular e tecido conjuntivo. Notar no detalhe os espermatéforos
em secrecdo fracamente basofila (cabeca de seta preta) [HE]. E, Secrecdo componente do fluido seminal
fortemente proteica (cabega de seta preta) na por¢do distal da AVD, na qual os espermatdforos estdo imersos
[Xylidine ponceau]. F, Secrecdo componente do fluido seminal com reacdo fortemente positiva para técnica de
coloragdo para polissacarideos neutros (cabeca de seta preta) na por¢do distal da AVD [PAS]. G, MVD epitélio
cubico simples recoberto por delgada camada muscular e tecido conjuntivo, preenchida por espermat6foros e
secrecdo acidéfila (cabeca de seta preta) [HE]. H, Secre¢cdo da MVD com reacao positiva para técnica de detec¢do
de proteinas (cabega de seta preta) [Xylidine ponceau]. I, Secrecdo da MVD fortemente positiva para técnica de
polissacarideos neutros. Notar no detalhe a secrecdo formadora dos espermatdforos positiva para polissacarideos
neutros [PAS]. J, PVD com epitélio ctbico simples e nicleos irregulares. Detalhe dos poucos espermatoforos no
limen da PVD [HE]. K, Granulos de secre¢do diminutos no limen da PVD fracamente positivo para proteinas
(asterisco) [Xylidine ponceau]. L, Secrecdo no Iumen da PVD fracamente positiva para polissacarideos neutros.
Notar os diminutos granulos de secrecdo (asterisco) [PAS]. AVD = vaso deferente anterior; CT = tecido
conjuntivo; EP = epitélio; M = mulsculo; MVD = vaso deferente medial; PVD = vaso deferente posterior; Sph =

espermat6foro; SZ = espermatozoide.

59

Caunesp



Mestrando Leo Jaime F. de Oliveira Orientador — Fernando J. Zara

Figura 6. Experimento de transferéncia espermatica em Dilocarcinus pagei.

A, Casal de D. pagei pareado durante a cépula. B, Receptaculo seminal de uma fémea que realizou somente uma
copula. Notar massa espermatica homogénea recebida do macho. C, Receptaculo seminal de uma fémea que
realizou duas copulas. Notar as duas massas de fluido seminal masculino formando dois pacotes espermaticos.
Asterisco indica parte do receptaculo seminal vazio. D, Receptaculo seminal de uma fémea que realizou trés
copulas. Notar as trés massas de secre¢do seminal proveniente dos machos formando trés pacotes espermaticos. F

= fémea; M = macho; Ov = ovério; V = vulva; Vg = vagina.

60

Caunesp



Mestrando Leo Jaime F. de Oliveira

Figura 1

1 mm
|

Caunesp

Orientador — Fernando J. Zara

61



Mestrando Leo Jaime F. de Oliveira

Figura 2

Orientador — Fernando J. Zara

Caunesp

62



Mestrando Leo Jaime F. de Oliveira

Figura 3

Orientador — Fernando J. Zara

Caunesp

63



Mestrando Leo Jaime F. de Oliveira Orientador — Fernando J. Zara

Figura 4

h Py Al

» z.““ﬁighf

:'f' n Ty
ey AR T S0
. ”~ &
< .

64

Caunesp



Orientador — Fernando J. Zara

Mestrando Leo Jaime F. de Oliveira

Figura 5

»
LRI

L4

WA

65

Caunesp



Mestrando Leo Jaime F. de Oliveira

Figura 6

Caunesp

5 mm

Orientador — Fernando J. Zara

66



Mestrando Leo Jaime F. de Oliveira Orientador — Fernando J. Zara

Capitulo 11

Ultraestrutura dos espermatoforos e espermatozoides de
Dilocarcinus pagei, Zilchiopsis oronensis e Valdivia serrata

(Crustacea: Decapoda: Trichodactylidae)

Leo Jaime Filgueira de Oliveira, Fernando José Zara

Capitulo redigido de acordo com as normas do periodico Journal of Natural History

Caunesp

67



Mestrando Leo Jaime F. de Oliveira Orientador — Fernando J. Zara

Ultraestrutura dos espermatoforos e espermatozoides de Dilocarcinus pagei, Zilchiopsis
oronensis e Valdivia serrata (Crustacea: Decapoda: Trichodactylidae)

Leo Jaime Filgueira de Oliveira, Fernando José Zara

Centro de Aquicultura (CAUNESP) e Laboratorio de Morfologia de Invertebrados (IML) -
Departamento de Biologia Aplicada (DBAA) - Via de Acesso Prof. Donato Castellane, S/N,
Jaboticabal, SP, CEP: 14884-900, Brasil.

Email:

LJFO leojfo@gmail.com — autor correspondente

FJZ fjzara@gmail.com

Agradecimentos

Os autores agradecem ao CNPq pela bolsa de p6s-graduacédo (#134523/2015-6) concedido a
LJFO, CAPES Ciéncias do Mar (CIMAR) Il (Proc. #1989/2014) e a Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) (Proc. #2010/50188-8 e 2016/25344-2)
concedidos a FJZ. Ao ICMBIo pela licenca para coleta #52258-1. Ao Dr. Célio Magalhaes
(INPA) pela confirmacéo da identificacdo das espécies. A Marcia F. Mataqueiro pelo suporte
técnico e ao Laboratério de Microscopia Eletrénica da FCAV — Unesp / Jaboticabal. Ao
Laboratorio de Zoologia e ao Grupo de Pesquisa em Biologia e Producdo de Organismos
Aquaticos Amazonicos do ICET/UFAM, coordenados por Gustavo Yomar Hattori e Bruno

Sampaio Sant’ Anna.

68

Caunesp



Mestrando Leo Jaime F. de Oliveira Orientador — Fernando J. Zara

Resumo

A ultraestrutura dos espermatoforos e espermatozoides de caranguejos de &gua doce
Trichodactylidae séo pouco conhecidas, sem a descri¢éo de caracteres exclusivos para a familia.
Neste estudo, descrevemos e comparamos a ultraestrutura dos espermatoforos e
espermatozoides de Dilocarcinus pagei, Zilchiopsis oronensis e Valdivia serrata. Além disso,
realizamos uma analise comparativa com outras espécies de caranguejos de dgua doce descritos
na literatura. Fragmentos do vaso deferente foram processados de acordo com a rotina para
microscopia eletrénica de transmissdo. As trés espécies estudadas apresentaram espermatoforos
coenospérmicos, e Z. oronensis e V. serrata apresentaram também espermatoforos
cleistospérmicos, sendo pela primeira vez descritos em Trichodactylidae. Os espermatozoides
das trés espécies investigadas apresentaram o padrdo encontrado em Brachyura, entretanto
foram encontradas caracteristicas comuns para a familia Trichodactylidae. O opérculo é
saliente, ndo perfurado, espesso, com a presenca de anel opercular acessorio, sendo arredondado
em D. pagei e triangular em Z. oronensis e V. serrata. A cdmara perforatorial é panduriforme
em D. pagei e Z. oronensis, e oblonga em V. serrata. A membrana da camara perforatorial em
D. pagei apresenta numerosas corrugacGes curtas, enquanto Z. oronensis e V. serrata
apresentam poucas corrugacoes, porém profundas. As trés espécies apresentam uma placa
nucleo-citoplasmatica espessa, sendo lamelar em D. pagei e uniforme em Z. oronensis e V.
serrata. Esta Ultima caracteristica provavelmente € uma autapomorfia para Trichodactylidae
que diverge de todas as outras familias de caranguejos dulcicolas, apoiando a hipétese de pelo
menos duas origens independentes das linhagens de caranguejos de 4gua doce.
Palavras-chave: Brachyura; caranguejo de agua doce; microscopia eletronica de transmisséo,

sistema reprodutor masculino.
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Abstract

The ultrastructure of spermatophores and spermatozoa of freshwater crabs Trichodactylidae
remain unknown, without the description of uniquely characters to the family. In this study, we
described and compared the ultrastructure of spermatophores and spermatozoa of Dilocarcinus
pagei, Zilchiopsis oronensis and Valdivia serrata. In addition, we performed a comparative
analysis with other freshwater crabs described in the literature. Fragments of the vas deferens
were processed according to the routine for transmission electron microscopy. All the studied
species presented coenospermic spermatophores, and Z. oronensis and V. serrata also presented
cleistospermic spermatophores, described here for the first time in Trichodactylidae. The
spermatozoa of the three species investigated presented the pattern found in Brachyura,
however common traits were found for the family Trichodactylidae. The operculum is
protruding, not perforated, thick, with the presence of an opercular accessory ring, being
rounded in D. pagei and triangular in Z. oronensis and V. serrata. The perforatorial chamber is
panduriform in D. pagei and Z. oronensis, and oblong in V. serrata. The membrane of the
perforatorial chamber presents numerous short corrugations in D. pagei, while Z. oronensis and
V. serrata present few but deep corrugations. The three species present a thick nucleus-
cytoplasmic plate, being lamellar in D. pagei and uniform in Z. oronensis and V. serrata. The
latter feature is probably an autapomorphy for Trichodactylidae that diverges from all other
sweet crab families, supporting the hypothesis of at least two independent sources of freshwater
crab lineages.

Keywords: Brachyura; freshwater crab; male reproductive system; transmission electron

microscopy.
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Introducéo

Os espermatozoides em Brachyura sdo células imdveis e aflageladas, com vesicula acrossomal
com zonas ou camadas esféricas concéntricas, revestido por uma membrana moderadamente
elétron-densa. Centralmente, 0 espermatozoide é penetrado pela camara perforatorial ou tubo
perfurador. Sobre o &pice da camara perforatorial observa-se o opérculo elétron-denso, o qual
pode ser perfurado ou continuo, sendo algumas vezes adornado. O nlcleo apresenta cromatina
condensada e bracos radiais que podem formar projecdes, além de conter elementos de
citoesqueleto, como microtubulos (Jamieson 1994; Jamieson & Tudge 2000; Tudge 2009;
Tudge et al. 2014). Algumas caracteristicas tém sido descritas como sinapomorfias em
Eubrachyura, como a presenca de anel espessado e presenca de trés bracos radiais,
caracteristicas encontradas na maioria dos Majoidea (Tudge et al. 2014). Recentemente,
diversos estudos vém correlacionando os dados da ultraestrutura dos espermatozoides com a
filogenia molecular, buscando encontrar padrées mais robustos para estudos filogenéticos e
evolucdo dos caracteres espermaticos (Klaus & Brandis 2011; Tudge et al. 2014; Assugeni et
al. 2017).

Para Trichodactylidae, somente a ultraestrutura do espermatozoide de Dilocarcinus
septemdentatus Herbst, 1783 foi descrita (Matos et al. 1996). Porém, tal descricdo é bastante
simplificada, sem profundas comparacdes com outros grupos ja descritos na literatura.
Recentemente, outras familias de caranguejo de agua doce do sudeste asidtico, como
Potamonautidae Bott, 1970, Potamidae Ortmann, 1896 e Gecarcinucidae Rathbun, 1904, além
de duas especies europeias desta Gltima familia foram descritas e comparadas, somando
atualmente um total de 28 spp. de caranguejos de &gua doce com a ultraestrutura dos
espermatozoides conhecida (Guinot et al. 1997; Klaus et al. 2009; Klaus & Brandis 2011; Klaus

et al. 2011).
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O empacotamento dos espermatozoides em espermatoforos é conhecido em diversos
grupos de decapodes, como Penaeoidea (Bauer & Cash 1991), Astacidea (Erkan et al. 2009),
Anomura (Tudge 1991) e Brachyura (Guinot et al. 1997; Klaus et al. 2009; Tiseo et al. 2017).
Os espermatoforos podem ocorrer de duas formas, sendo a cleistospermia (um espermatozoide
por espermatoforo) e coenospermia (varios espermatozoides por espermatdforo). Em
braquiuros, os espermatdforos podem ser formados por matriz homogénea (Klaus et al. 2009),
ou apresentar de uma a sete camadas com diferentes composicdes e eletrodensidades (Tiseo et
al. 2014, 2017). Estes ultimos autores afirmam que os espermatoforos ndo apresentam
caracteristicas com valor taxondmico, e ainda que estes estdo mais relacionados com a
deiscéncia, que para impedir polispermia, como sugerido por Guinot et al. (1997).

O conhecimento dos espermatoforos e espermatozoides dos caranguejos de agua doce
da familia Trichodactylidae H. Milne Edwards, 1853 pode auxiliar no esclarecimento das
relaces filogenéticas e preencher lacunas quanto as ddvidas sobre a origem e relacdo de
parentesco deste grupo (Ng et al. 2008; Tsang et al. 2014). Utilizando a ultraestrutura do
espermatozoide de diferentes géneros de Trichodactylidae pode-se obter caracteres especificos
para a familia e assim fornecer caracteres adicionais aos dados moleculares sobre o0s
caranguejos de agua doce (Tsang et al. 2014). Assim, estes dados podem ser Uteis para
identificar as relacGes filogenéticas entre estes caranguejos de agua doce, como foi demonstrado
para camardes Penaeoidea (Camargo et al. 2015; 2017).

A ultraestrutura dos espermatozoides e espermatoforos ainda permanece inexplorada
em Trichodactylidae (Klaus et al. 2009). Desta maneira ndo é possivel a comparagdo com outras
familias filogeneticamente proximas ou outras familias de caranguejos de dgua doce. Além de
aspectos ecologicos e taxondmicos, 0 conhecimento dos aspectos reprodutivos de
tricodactilideos é importante a conservacdo da biodiversidade, ndo so carcinologica, como

também dos ecossistemas nos quais estes animais estdo inseridos. Com isso, 0 objetivo do
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presente estudo foi descrever de maneira comparada o espermatoforo e espermatozoide de
Dilocarcinus pagei Stimpson, 1861, Zilchiopsis oronensis (Pretzmann, 1968) e Valdivia serrata
White, 1847, buscando caracteres que sejam exclusivos da familia Trichodactylidae. Além
disso, comparar o espermatozoide e os espermatoforos com outra espécie de Trichodactylidae
e de outras familias de agua doce ja descritas, buscando verificar se as caracteristicas

compartilhadas corroboram a filogenia molecular.

Material e Métodos

Os caranguejos foram coletados manualmente ou com auxilio de pucas de méo (30 x 70 mm)
durante 2h nas margens do Médio Rio Amazonas, ltacoatiara (AM) (03°07°11,10S,
58°27°13,0”0). Os animais foram encaminhados ao Laboratério de Zoologia do Instituto de
Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade Federal do Amazonas (ICET/UFAM), onde
foram aclimatados até 0 momento dos procedimentos para rotina de microscopia eletrénica de
transmissdo. Os espécimes foram anestesiados por choque térmico (-20 °C / 5 min),
posteriormente tiveram a porcdo dorsal da carapaca removida para que fosse localizado o
sistema reprodutor. Apo6s a remocdo, fragmentos do vaso deferente anterior e médio foram
fixados em glutaraldeido 2,5%, em tampé&o cacodilato de s6dio 0,1M (pH 7,2) por 24 h.

O material dissecado e fixado foi encaminhado para o Laboratério de Morfologia de
Invertebrados (IML - FCAV/UNESP Jaboticabal), onde foram entéo submetidas a trés lavagens
(10 min) no mesmo, pds-fixados em tetroxido de 6smio a 1% tamponado (1h) e novamente
submetidos a 3 lavagens. A contrastagdo “En Bloc” foi realizada com acetato de uranila 1%
aquoso overnight. As amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de acetona (50
— 100%), sendo posteriormente embebidas e incluidas em resina Epon-Araudite. Cortes
ultrafinos foram obtidos em ultramicrotomo Leica UC7, coletados em grades de cobre e

contrastados com acetato de uranila 2% em agua por 45 min., seguido de citrato de chumbo
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0,4% em NaOH 0,1M por 10 min. (Reynolds 1963). As grades foram analisadas e fotografadas
no microscépio eletronico de transmissdo JEOL JEM 1010 operado com 80KV.

Para a descricdo dos espermatozoides foi utilizada a nomenclatura proposta por
Jamieson (1994), Guinot et al. (1997), Klaus et al. (2009), Tudge et al. (2014) e Tiseo et al.
(2017). A morfologia da camara perforatorial foi descrita com base nas medidas e nomenclatura
das formas proposta para gregarinas (Clopton 2004). Para isto, a descri¢do geral da forma foi
tomada por uma linha transversal no limite do anel espessado, sendo a mesma metodologia
aplicada ao apice da camara perforatorial, porém a linha transversal foi realizada na altura do

contato da camara com a camada subopercular.

Resultados

Os espermatozoides das trés espécies aqui investigadas apresentam opérculo fechado, com
apice triangular pontiagudo e elétron-denso. A camara perforatorial apresenta elementos de
tubulos perforatérios associados a membrana, formando corrugacGes. A base da camara
perforatorial é circundada pelo anel espessado bem desenvolvido. O acrossomo possui trés
camadas concéntricas com diferentes eletrodensidades e auséncia de lamelas. O acrossomo é
circundado pelo ntcleo em forma de “C”, com bragos laterais preenchidos por cromatina fibrilar
(Figura 1-3). Os caracteres morfoldgicos dos espermatoforos e espermatozoides de D. pagei, Z.
oronensis, V. serrata, bem como D. septemdentatus descrito por Matos et al. (1996), estdo

sumarizados na Tabela 1.

Dilocarcinus pagei
Nesta espécie foram encontrados somente espermatéforos coenospérmicos com morfologia de

irregular a elipsoide (Figura 1A). A secrecdo no interior dos espermatdforos é menos elétron-

74

Caunesp



Mestrando Leo Jaime F. de Oliveira Orientador — Fernando J. Zara

densa que a exterior, e a parede composta por secrecdo elétron-densa que delimita os
espermatoforos é delgada (Figura 1A e B).

Os espermatozoides de apresentam morfologia globular, com acrossomo esferoidal,
centralmente penetrado pela camara perforatorial, circundado pelo nucleo (Figura 1C). A
camara perforatorial ¢ classificada como panduriforme, com apice oblongo (Figura 1C e D). O
acrossomo possui trés camadas: uma interna estreitamente deltoide elétron-densa continua com
0 anel espessado, a externa larga menos elétron-densa que a interna e a periférica delgada e com
menor eletrodensidade entre todas (Figura 1C-E). O opérculo ndo é perfurado, saliente
arredondado, delgado e se estende sobre 0 acrossomo, expandindo-se lateralmente (Figura 1D
e E). O apice do opérculo, marcado pela extremidade da camara perforatorial adjacente, também
é arredondado. Logo abaixo do opérculo encontra-se a regido subopercular (Figura 1D e E),
delgada e menos elétron-densa que o opérculo, estendendo-se sobre o &pice da camara
perforatorial ao longo das projeces laterais do opérculo. Sob a extremidade lateral do opérculo
estd o anel opercular acessorio, menos elétron-densa e mais espesso opérculo (Figura 1E). A
base do perforatorio apresenta um alargamento, preenchido por elementos dos tubulos
perforatorios e esta circundada pelo anel espessado, de onde parte a camada interna do
acrossomo (Figura 1F). Nesta regido encontram-se ainda mitocéndrias degeneradas em uma
camada citoplasmatica vestigial (Figura 1C e F). O nucleo esta preenchido por cromatina de
aspecto fibrilar, e é envolto por uma unidade de membrana que o separa do meio externo. Na
face em contato com o citoplasma, na base da camara perforatorial, o envoltério nuclear €
marcadamente elétron-denso formando a placa nucleo-citoplasmatica (Figura 1F e G). Em
cortes transversais, a cdmara perforatorial, envolta por uma unidade de membrana, apresenta
numerosas corrugagdes pouco acentuadas nas quais associam-se os elementos dos tubulos

perforatoriais (Figura 1G e H).
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Zilchiopsis oronensis

A morfologia dos espermatoforos varia de esférica a eliptica, com secrecdo interna menos
elétron-densa que a externa, sendo a parede elétron-densa e espessa (Figura 2A). Esta espécie
produz tanto espermatdforos coenospérmicos, quanto cleistospérmicos sem diferencas
ultraestruturais (Figura 2A e B). Nos espermatoforos cleistospérmicos o espermatozoide fica
comprimido, restando pouco espaco entre o0 espermatozoide e a parede espermatoforica (Figura
2B).

Os espermatozoides apresentam morfologia globular, com acrossomo esferoidal
circundado em sua maior extensdo pelo nucleo (Figura 2C). A camara perforatorial é
panduriforme com o apice profundamente romboide e com marcadas depressdes laterais
(Figura 2C e D). O opérculo é saliente, ndo perfurado, elétron-denso, delgado, com apice
triangular pontiagudo (Figura 2C-E). No opérculo nota-se a presenca de saliéncias as quais
formam as depressdes laterais no apice da cadmara perforatorial. O opérculo expande-se
lateralmente se estendendo sobre o acrossomo (Figura 2C e E). Abaixo do opérculo encontra-
se a regido subopercular, menos elétron-densa moderada elétron-densidade que se estende até
a regido das projecdes laterais do opérculo (Figura 2E). Sob a extremidade da projecao lateral
do opérculo encontra-se o0 anel opercular acessorio que apresenta menor elétron-densidade e
maior espessura em relacdo ao opérculo (Figura 2E). O acrossomo ¢ formado por trés camadas
adjacentes, sendo a interna ampuliforme elétron-densa, a externa larga e a periférica delgada
com menor eletrodensidade entre as trés (Figura 2C e E). O perforatorio € panduriforme,
apresentando um estreitamento em sua base, onde encontram-se elementos dos tubulos
perforatorios e é circundada pelo anel espessado (Figura 2F). Ainda nesta regido encontram-se
mitocondrias degeneradas no citoplasma (Figura 2C e G). A base lateral do acrossomo
apresenta uma leve concavidade, acompanhada pela morfologia no anel espessado e pelo

material citoplasmatico com diferente eletrodensidade, o qual preenche a camera perforatorial
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(Figura 2C e F). O nucleo apresenta cromatina fibrilar, envolto por uma unidade de membrana
e a placa nucleo-citoplasmatica elétron-densa também estd presente, na mesma posicéo,
marcadamente sob o material citoplasmatico que é continuo com camara perforatorial (Figura
2F). Em corte transversal, observam-se as trés camadas concéntricas, o acrossomo (Figura 2G).
A camara perforatorial é envolta por uma unidade de membrana que apresenta corrugacgoes
pouco numerosas, porém profundas, que estdo em contato com os elementos dos tabulos

perforatoriais (Figura 2H).

Valdivia serrata

Esta espécie apresenta espermatoforos coenospérmicos e cleistospérmicos com secrecdo
interior menos elétron-densa que a exterior (Figura 3A). Os dois tipos de espermatéforos ndo
apresentam diferencas ultraestruturais (Figura 3A-C). A parede dos espermat6foros € composta
por duas camadas sendo a externa delgada e menos elétron-densa que a interna, que é espessa
e de maior eletrodensidade que a interior (Figura 3B). Os espermat6foros em cleistospermia
exibem pouco espaco entre sua parede e 0s espermatozoides (Figura 3C).

A morfologia dos espermatozoides é globular, e o acrossomo € esferoidal circundado
pelo nucleo (Figura 3D). A camara perforatorial tem lados paralelos, com formato estreitamente
oblongo. O apice da camara perforatorial é piriforme, apresentando depressdes laterais devido
a saliéncia do opérculo (Figura 3D e E). O acrossomo apresenta trés camadas, a interna
luniforme mais elétron-densa, a camada externa larga menos elétron-densa e uma periférica
delgada com menor eletrodensidade em relacdo as duas anteriores (Figura 3D-F). O opeérculo é
fechado, elétron-denso e espesso, com chanfradura e estende-se sobre as camadas interna e
externa do acrossomo (Figura 3E e F). A regido subopercular € menos elétron-densa que o
opérculo e apresenta formato triangular (Figura 3E). O anel opercular acessorio esta presente e

sua situa-se abaixo e proxima a extremidade externa do opérculo e superior lateral opercular da
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camada interna do acrossomo (Figura 3F). A regido lateral da base do acrossomo apresenta uma
concavidade acentuada, sobre a qual localiza-se o anel espessado que se estende até a base da
camara perforatorial (Figura 3G). No citoplasma encontram-se mitocéndrias degeneradas, mas
0 material continuo com o perforatorio mostra diferente eletrodensidade do restante do
citoplasma (Figura 3D e G). A cromatina é fibrilar densa e o envoltorio tem uma Unica unidade
de membrana e a placa nucleo-citoplasmatica elétron-densa (Figura 3G e H). Transversalmente,
a camara perforatorial é envolta por uma unidade de membrana que apresenta reentrancias
profundas, corrugacdes da camara perforatorial, as quais parecem estar conectadas aos

elementos dos tabulos perforatoriais (Figura 3H).

Discussao
Todas as trés espécies avaliadas neste estudo apresentaram espermatoforos coenospérmicos,
sendo este o padrdo mais comum entre os Brachyura (Castilho et al. 2008; Klaus et al. 2009;
Stewart et al. 2010; Zara et al. 2012; Assugeni et al. 2017; Tiseo et al. 2017). Além de
espermatoforos coenospérmicos, Z. oronensis e V. serrata apresentam espermatoforos
cleistospérmicos. Tal caracteristica € mais comum em caranguejos dulcicolas, como
demonstrado para os Potamidae (Guinot et al. 1997; Klaus et al. 2009) e Gecarcinucidae (Klaus
et al. 2009; Klaus et al. 2011).

A ultraestrutura dos espermatoforos encontrados em D. pagei séo similares aquelas em
outros caranguejos dulcicolas, como o Potamidae Larnaudia beusekomae (Bott, 1970) e o
Gecarcinucidae Terrathelphusa kuhli (De Man, 1883) descritas por Klaus et al. (2009), que
apresentam uma camada simples de matriz extracelular compondo a parede dos
espermatoforos. Os espermatoforos cleistospérmicos de Z. oronensis e V. serrata deixam pouco
espaco entre o espermatozoide e a parede espermatoférica. N&o excluindo o fato da parede

espermatoforica simples também agir na nutricdo do espermatozoide, 0 pouco espaco entre o

78

Caunesp



Mestrando Leo Jaime F. de Oliveira Orientador — Fernando J. Zara

espermatozoide e parede espermatofdrica pode estar relacionada a hipotese de a cleistospermia
ser uma estratégia para fertilizacédo de ovos lecitotroficos desenvolvida por caranguejos de agua
doce (Guinot et al. 1997; Klaus et al. 2009). Contudo, tal funcdo ndo pode ser atribuida ao
Grapsoidea, pois esta correlacdo ndo foi observada (Tiseo et al. 2014). A presenca dos dois
tipos de espermatoforos com mesmas caracteristicas ultraestruturais pode indicar um
mecanismo deiscéncia similar, ou ainda, pode ser um indicativo de transicdo de coenospermia
para cleistospermia.

Nos Trichodactylidae investigados, a ultraestrutura da parede dos espermatoforos
apresenta estrutura similar ao reportado em Potamidae (Guinot et al. 1997; Klaus et al. 2009) e
Gecarcinucidae (Klaus et al. 2009). Os espermatoforos apresentaram uma camada elétron-
densa delgada em D. pagei e relativamente mais espessa em Z. oronensis, relembrando os
espermatoforos compostos por matriz mucosa descritos em Gecarcinucidae (Klaus et al. 2009).
Somente os espermatoforos de V. serrata apresentaram duas camadas, uma mais elétron-densa
e mais espessa que em D. pagei e Z. oronensis, recoberta por outra elétron-ltcida extremamente
delgada. Este padrédo de espermatdforos formados por diversas camadas também foi encontrado
em Potamidae (Guinot et al. 1997; Klaus et al. 2009). Tais diferencas de eletrodensidade entre
as camadas formadoras dos espermatoforos estdo relacionadas a sua variada composicao
bioquimica (Jeyalectumie & Subramoniam 1987). De acordo com estes mesmos autores, as
paredes dos espermatdforos sdo compostas majoritariamente por proteinas, carboidratos e
lipideos, os quais estdo relacionados com a nutricdo e protecdo dos espermatozoides.
Entretanto, sdo necessarios estudos sobre a composi¢édo bioquimica que evidenciem tal hipotese
sobre os espermatoforos.

Em V. serrata, as camadas das paredes espermatoforicas relembram aqueles descritos
em Potamon ibericum (Bieberstein, 1808) por Guinot et al. (1997). Entretanto, o0s

espermatoforos de P. ibericum apresentam uma camada externa elétron-ltcida relativamente
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mais espessa que 0s de V. serrata. Paredes espermatofdricas similares as de V. serrata foram
também encontradas nos Potamidae Johora singaporensis Ng, 1986, Thaiphusa sirikit
(Naiyanetr, 1992) e nos Gecarcinucidae Heterothelphusa fatum Ng, 1997, Sartoriana spinigera
(Wood-Mason, 1871) e Sayamia bangkokensis (Naiyanetr, 1982) investigados por Klaus et al.
(2009). Estas diferentes camadas provavelmente apresentam caracteristicas bioquimicas
distintas, cuja funcéo esteja ligada a deiscéncia no interior do receptaculo seminal das fémeas.

A presenca dos dois tipos de espermatéforos em Trichodactylidae indicam que esta
caracteristica, ndo quanto a forma, mas quanto ao tipo, pode ser utilizada para estabelecer
relacBes filogenéticas (Klaus et al. 2009). O tipo de empacotamento espermatoforico
encontrado nos Trichodactylidae pode estar mais relacionado a diferentes mecanismos de
deiscéncia como proposto para Chionoecetes opilio (O. Fabricius, 1788) por Beninger et al.
(1993).

Os espermatozoides das espécies investigadas neste estudo (Tabela 1) apresentaram
morfologia tipica de Eubrachyura (Jamieson 1994), como 0s caranguejos de agua doce
Potamonautidae e Potamidae (Guinot et al. 1997; Klaus et al. 2009) e Gecarcinucidae (Klaus et
al. 2009; Klaus & Brandis 2011). Apesar de apresentarmos trés espécies, de géneros distintos
da familia Trichodactylidae, as diferencas morfoldgicas observadas podem ser utilizadas como
ferramenta taxonémica, bem como confrontados com dados moleculares para se hipotetizar as
relacOes filogenéticas entre géneros e espécies em tricodactilideos.

Estruturas homdlogas dos espermatozoides de D. pagei, Z. oronensis e V. serrata
variam significativamente ao nivel de género, podendo estas estruturas serem utilizadas como
ferramenta taxonémica. O espermatozoide de D. pagei é similar ao encontrado em D.
septemdentatus, com pequenas varia¢Ges na camara perforatorial, sendo ambos com formato
panduriforme, porém com apice mais estreito em D. septemdentatus (Matos et al. 1996). Estes

mesmos autores propuseram que o0s espermatozoides de D. septemdentatus apresentam
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diferentes estagios de maturacdo ao longo do vaso deferente anterior, médio e posterior.
Entretanto, neste trabalho foram analisados espermatozoides provenientes da regido anterior e
média e nenhuma diferenca morfoldgica foi observada. Além disso, é demonstrado que 0s
espermatozoides em D. pagei e S. pictus estdo completamente formados na zona de evacuacgéo
dos testiculos (Oliveira & Zara, Capitulo 1). Assim, é provavel que os espermatozoides estejam
formados também na zona de evacuacao dos testiculos em D. septemdentatus, e as alteragdes
pelos autores descritas seja engano de interpretacdo da imagem ao microscopio de contraste
interdiferencial de fase.

A morfologia da camara perforatorial em Trichodactylidae apresenta similaridades
com os Potamonautidae, Potamidae e Gecarcinucidae. Entretanto, Z. oronensis e V. serrata
apresentam depressdes no apice da camara perforatorial, que ndo ocorre em outros caranguejos
de agua doce descritos (Guinot et al. 1997; Klaus et al. 2009; Klaus et al. 2011). A depressdo
da camara perforatorial, associada a saliéncia no opérculo pode ser uma caracteristica que
distingue géneros dentro de Trichodactylidae, uma vez que as trés espécies estudadas pertencem
a mesma subfamilia (Ng et al. 2008), estando Z. oronensis e V. serrata filogeneticamente mais
préximos. Nao foram observados centriolos em nenhum dos tricodactilideos, provavelmente
devido ao plano de corte ou problemas de fixacdo em zonas tropicais (Klaus et al. 2009). Uma
das caracteristicas de Brachyura basais, as corrugacfes, foram observadas na camara
perforatorial dos espermatozoides dos tricodactilideos analisados. Entretanto, as corrugacoes
encontradas nos animais deste estudo apresentam invaginagdes da camara perforatorial mais
numerosas e profundas que nos Raninoidea (Jamieson 1994) e parecem estar associadas aos
tubulos perforatoriais. As corrugaces da camara perforatorial podem ser uma caracteristica
plesiomorfica, porem modificada na linhagem de caranguejos de agua doce das Américas, 0

que os difere da linhagem dos Potamonautidae, Potamidae e Gecarcinucidae.
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O opérculo também apresentou variacdo significativa nas espécies analisadas no
presente estudo, sendo ovoide em D. pagei e D. septemdentatus, deltoide em V. serrata e
deltoide mais acentuado em Z. oronensis. Além disso, todas espécies apresentaram opérculo
fechado, sendo mais delgada em D. pagei e Z. oronensis, e mais espessa em V. serrata. Tais
caracteristicas diferem dos Potamidae Potamon fluviatile (Herbst, 1785), P. ibericum e do
Gecarcinucidae J. singaporensis, 0s quais possuem opérculo pouco ou ndo acentuados e
perfurados (Klaus et al. 2009). Os opérculos dos espermatozoides de Trichodactylidae sdo mais
similares aos Gecarcinucidae e ao Potamonautidae Hydrothelphusa aff. madagascariensis (A.
Milne-Edwards, 1872), os quais apresentam opérculo mais acentuados e ndo perfurados (Klaus
et al. 2009; Klaus et al. 2011). Apesar das similaridades do opérculo dos espermatozoides entre
0s grupos de caranguejos de agua doce, a estrutura do opeérculo, associada a cAmara perforatorial
estdo mais relacionadas ao mecanismo de fertilizacdo, cujas diferencas podem ser cruciais para
explicar como estes mecanismos ocorrem em cada espécie (Beninger et al. 1988).

A morfologia globular do acrossomo com trés camadas com diferentes
eletrodensidades é similar a de outros braquiuros, por exemplo, espécies da familia Mithracidae
MaclLeay, 1838 estudados por Assugeni et al. 2017. Entretanto, os Trichodactylidae
apresentaram caracteristicas mais similares aos Potamonautidae, Potamidae e Gecarcinucidae
(Guinot et al. 1997; Klaus et al. 2009), nos quais ha auséncia de estruturas lamelares
concéntricas na camada externa do acrossomo e auséncia de botdo apical, o que pode indicar
perda desta caracteristica em animais mais derivados como os Grapsidae MacLeay, 1838 (Tiseo
et al. 2017). A chanfradura a base lateral do acrossomo pode ainda ser outra caracteristica
autapomdrfica para tricodactilideos. As espécies investigadas neste estudo apresentaram tal
caracteristica, o que ndo foi observado em Potamonautidae, Potamidae e Gecarcinucidae.
Entretanto, estudos sobre os espermatozoides de outros géneros sdo necessarios para confirmar

esta hipdtese.
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O anel espessado na base da camara perforatorial € bem desenvolvido em
Trichodactylidae. Em D. pagei e D. septemdentatus, a camada interna do acrossomo inicia-se
na extremidade opercular do anel espessado. Ja em Z. oronensis e V. serrata apresentam
morfologia mais proxima, na qual a camada interna do acrossomo recobre todo o anel
espessado. Nos outros caranguejos de agua doce como Potamonautidae, Potamidae e
Gecarcinucidae, o anel espessado é delgado (Guinot et al. 1997; Klaus et al. 2009; Klaus et al.
2011), assim como o reportado em Grapsoidea, Portunoidea e Majoidea (ver Benetti et al. 2008;
Stewart et al. 2010; Assugeni et al. 2017; Tiseo et al. 2017). Nos Potamidae e Gecarcinucidae,
o0 anel espessado é delgado, mais similar ao que ocorre em animais marinhos. O fato de o anel
espessado ser bem desenvolvido em Trichodactylidae pode ser uma caracteristica que distingue
este grupo das outras linhagens de caranguejos de agua doce (Tsang et al. 2014).

Nos Trichodactylidae aqui investigados, bem como em D. septemdentatus descrito por
Matos et al. (1996), os espermatozoides apresentam uma placa nucleo-citoplasmatica elétron-
densa. Em D. pagei, esta estrutura apresenta lamelas, o que ndo pode ser observado em D.
septemdentatus devido a falta de detalhes da descricdo (ver Matos et al. 1996). Em Z. oronensis
e V. serrata a placa nucleo-citoplasmatica ndo apresenta lamelas, sendo homogénea por toda
sua extensdo. Tal estrutura parece ser uma caracteristica que mostra que Z. oronensis esta
filogeneticamente mais proximo a V. serrata que a D. pagei. Entretanto, tal hipotese podera ser
confirmada com o avanco em estudos com base em dados moleculares.

O presente estudo apresentou o primeiro registro de espermatéforos cleistospérmicos
em Trichodactylidae, que anteriormente havia sido proposto exclusivamente para Potamidae
por Guinot et al. (1997). Apesar de Z. oronensis e V. serrata apresentarem tanto espermatoforos
coenospermicos, quanto cleistospéermicos, ainda nao foi possivel obter dados com propriedades
taxonémicas para os tricodactilideos devido ao nimero de espécies investigadas. A placa

nucleo-citoplasmatica espessa elétron-densa, bem como a chanfradura na base lateral do
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acrossomo dos espermatozoides sdo provavelmente autapomorfias para Trichodactylidae.
Dilocarcinus pagei e D. septemdentatus apresentaram morfologia dos espermatozoides similar,
diferindo de Z. oronensis e V. serrata que compartilham maior numero de caracteristicas,
estando filogeneticamente mais proximos. Tal hipdtese podera ser reforcada por estudos com
base em dados filogenéticos para a familia Trichodactylidae. Apesar da morfologia dos
espermatozoides apresentarem caracteristicas similares entre Trichodactylidae e outras familias
de agua doce, a autapomorfia apresentada nos espermatozoides dos tricodactilideos avaliados
ndo descartam a hipotese do surgimento de duas linhagens independentes de caranguejos de

agua doce.
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Lista de Tabela

Tabela 1 — Caracteristicas ultraestruturais dos espermatéforos e espermatozoides
observados em Dilocarcinus pagei, Zilchiopsis oronensis, Valdivia serrata e Dilocarcinus
septemdentatus. A terminologia para a morfologia dos espermatozoides foi obtida de
acordo com Jamieson (1994), Guinot et al. (1997), Klaus et al. (2009), Tudge et al. (2014)
e Tiseo et al. (2017).

. Dilocarcinus Dilocarcinus Zilchiopsis Valdivia
Caracteristicas . * .
pagei septemdentatus oronensis serrata
Tipo Coenospermia CIelstosperml.a /
Coenospermia
i Morfologia Elipsoide / Esférico
Espermatéforo Duas
Parede Simples
camadas
Quantidade Variavel
Zona Concéntrica (3 camadas)
acrossomal
Ampuliforme / Luniforme /
. Deltoide / Continua com o anel pulit Recobrindo o
Camada interna Recobrindo o
espessado anel
anel espessado
espessado
Camada
Vesicula externa Larga / Granular
acrossomal Camada
el - Delgada
periférica
Lamelas Ausente
concéntricas
o Leve x Chanfradura Chanfradura
Base lateral Né&o observado pouco
chanfradura profunda
acentuada
Tipo N&o perfurado
Projecdes Ausente
Espessura Delgado Espesso
_Anel Ausente
] periopercular
Opérculo
Anel opercular
- Presente
acessorio
Protuberancia
do material Ausente
subopercular
Bot&o apical Ausente
Morfologia Panduriforme Oblongo
Apice Oblongo Estreitamente Romboide Piriforme
oblongo
Camara Contetdo Tubulos perforatoriais
perforatorial
~ Numerosas / Pouco Pouco
Corrugacdes da x
aredex Pouco Né&o observado numerosas/ | numerosas /
P profundas Profundas Profundas
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Anel espessado™*

Espesso / Finalizado na regido
média da base do acrossomo

Espesso / Estende-se por toda

base do acrossomo

Anel Xanthidae Ausente
Cépsulas Ausente
Projecdes capsulares Ausente
Céamara capsular Ausente

Centriolos

Nao observado

Bracos laterais Presente
Aspecto da cromatina Fibrilar
Processo mediano posterior Ausente

Placa ndcleo-citoplasmatica**

Espessa / Elétron-densa

Lamaelas na placa nicleo x
- e o Presente Néo observado Ausente
citoplasmatica
Mitocdndria Presente

*Dados obtidos a partir de Matos et al. (1996); **Caréater exclusivo de Trichodactylidae.
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Lista de Figuras

Figura 1. Micrografia eletronica de transmissdo do espermatoforo e espermatozoide de
Dilocarcinus pagei.

A, Vista geral da morfologia do espermatéforo em coenospermia de D. pagei. Notar a parede do espermatéforo
elétron-densa. B, Detalhe da parede do espermatéforo formada por uma Gnica camada de secrecédo elétron-densa.
C, Corte longitudinal do espermatozoide de D. pagei imerso em matriz extracelular mais elétron-llcida que a
exterior ao espermatdforo. Notar a placa nicleo-citoplasmatica elétron-densa delimitando a cromatina com aspecto
fibrilar (seta branca). D, Detalhe do opérculo fechado delgado recobrindo a cdmara perforatorial, estendendo-se
lateralmente sobre o acrossomo. Notar a camada subopercular menos elétron-densa, estendendo-se até o anel
subopercular. E, Detalhe do anel subopercular menos elétron-denso e logo abaixo da projecéo do opérculo. Notar
as camadas interna, externa e periférica do acrossomo. F, Detalhe da base da cAmara perforatorial com o anel
espessado e placa ndcleo-citoplasmatica elétron-densa (seta branca). Cabega de seta branca indica a leve
chanfradura na base lateral do acrossomo. Notar os tibulos perforatérios em disposicéo perpendicular (cabeca de
seta preta) e as lamelas na placa nucleo-citoplasmética (seta branca). G, Corte transversal do espermatozoide.
Notar a camara perforatorial no centro, envolta pelas camadas interna, externa e periférica do acrossomo. H,
Detalhe das reentrdncias da membrana no sentido interno da camara perforatorial. Ar = bracos radiais; Cy =
citoplasma; In = camada interna do acrossomo; Mt = mitocondria; N = nlcleo; O = opérculo; Oa = camada externa
do acrossomo; P = camara perforatorial; Pa = zona periférica do acrossomo; Sl = camada subopercular; Sr = anel

opercular acessorio; SW = parede do espermatéforo; SZ = espermatozoide; Tr = anel espessado.
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Figura 2. Micrografia eletronica de transmissdo do espermatoforo e espermatozoide de

Zilchiopsis oronensis.

A, Vista geral da morfologia dos espermatoforos em coenospermia de Z. oronensis. Parede do espermatoforo
elétron-densa e espessa e secrecdo do interior do espermatdforo mais elétron-lGcida que a exterior. B,
Espermatdforo de Z. oronensis em cleistospermia. C, Corte longitudinal do espermatozoide de Z. oronensis imerso
em matriz extracelular mais elétron-lcida que a exterior ao espermat6foro. Seta branca indica a placa nucleo-
citoplasmatica elétron-densa. D, Detalhe do apice da camara perforatorial, opérculo fechado que estende-se
lateralmente sobre o0 acrossomo. Notar o material subopercular e chanfradura no opérculo (cabeca de seta branca)
préximo ao apice da camara perforatorial. Cabecas de seta preta indicam os tlbulos perforatoriais. E, Detalhe do
anel subopercular menos elétron-denso e logo abaixo da proje¢do do opérculo. Notar chanfradura do opérculo
(cabeca de seta branca) e tibulos perforatoriais (cabeca de seta preta). F, Base da cAmara perforatorial com o anel
espessado e tubulos perforatoriais em posicao perpendicular (cabeca de seta preta). Notar a leve chanfradura na
base do acrossomo (cabeca de seta branca) e placa nucleo-citoplasmética elétron-densa (seta branca). G, Corte
transversal do espermatozoide de Z. oronensis. Notar a cAmara perforatorial no centro, envolta pelo anel espessado
extremamente elétron-denso, seguido pelas camadas interna, externa e periférica do acrossomo. H, Detalhe da
camara perforatorial com reentréncias da membrana para o sentido interno. Ar = bracgos radiais; Cy = citoplasma;
In = camada interna do acrossomo; Mt = mitocondria; N = nucleo; O = opérculo; Oa = camada externa do
acrossomo; P = camara perforatorial; Pa = zona periférica do acrossomo; Sl = camada subopercular; Sr = anel

opercular acessorio; SW = parede do espermatdforo; SZ = espermatozoide; Tr = anel espessado.
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Figura 3. Micrografia eletronica de transmissao do espermatéforo e espermatozoide de Valdivia

serrata.

A, Vista geral da morfologia do espermatdforo em coenospermia de V. serrata. A parede do espermatéforo é
elétron-densa e espessa, € a secrecdo do interior do espermatéforo é mais elétron-lucida que a exterior. B, Detalhe
da parede do espermatdforo formada por duas camadas de secrecdo, uma elétron-densa mais espessa (cabeca de
seta preta) e outra elétron-licida delgada. C, Espermatéforo de V. serrata em cleistospermia. D, Corte longitudinal
do espermatozoide de V. serrata em matriz extracelular. Seta branca indica o envelope nuclear delimitando a
cromatina. E, Detalhe do opérculo fechado elétron-denso espesso estendendo-se lateralmente sobre o acrossomo.
Notar chanfradura préxima ao &pice cdmara perforatorial (cabeca de seta branca) e tlbulos perforatoriais (cabega
de seta preta). Notar também a camada subopercular em forma de delta menos elétron-densa, estendendo-se até o
anel subopercular. Cabecas de seta preta indicam os ttbulos perforatoriais. F, Anel subopercular sob o acrossomo.
G, Detalhe da base da camara perforatorial com o anel espessado e envelope nuclear (seta branca). Notar a
chanfradura na base do acrossomo (cabeca de seta branca). H, Corte transversal do espermatozoide. Notar a cAmara
perforatorial no centro, envolta pelas camadas interna, externa e periférica do acrossomo. I, Detalhe da cadmara
perforatorial com reentrancias da membrana para sentido interno. Ar = bragos radiais; Cy = citoplasma; In =
camada interna do acrossomo; Mt = mitocdndria; N = nlcleo; O = opérculo; Oa = camada externa do acrossomo;
P = camara perforatorial; Pa = zona periférica do acrossomo; SI = camada subopercular; Sr = anel opercular

acessorio; SW = parede do espermatéforo; SZ = espermatozoide; Tr = anel espessado.
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Consideracoes finais

Este estudo apresenta pela primeira vez a descricdo do sistema reprodutor masculino e
espermatogénese de caranguejos de agua doce da familia Trichodactylidae. A morfologia do
sistema reprodutor masculino é similar em Dilocarcinus pagei e Sylviocarcinus pictus, com
excecao da quantidade de glandulas acessorias que € muito maior em D. pagei. Estas diferencas
provavelmente estdo relacionadas ao mecanismo de transferéncia espermatica e competicéo
reprodutiva. A espermatogénese ocorre de forma similar em ambas espécies, e apesar dos
resultados ao microscopio de luz evidenciarem a formacdo dos espermatdforos no vaso
deferente anterior distal, sdo necessarios estudos ao microscopio eletrénico de transmissao para
mostrar como 0s mecanismos de secrecao estdo envolvidos na formacao dos espermatoforos e
producdo do fluido seminal.

A ultraestrutura dos espermatoforos e o fato de estes serem coenospérmicos ou
cleistospérmicos podem ndo ser uma ferramenta taxondmica eficiente. Entretanto este estudo
mostrou que a morfologia dos espermatozoides, devido as suas variabilidades interespecificas,
podem ser utilizadas como suporte para analises filogenéticas. Assim, sdo necessarios outros
estudos sobre a morfologia dos espermatozoides de caranguejos tricodactilideos com mais de
uma espécie por género para evitar falsas conclusdes sobre as homologias dos caracteres
obtidos nos espermatozoides. Novos estudos sobre este grupo podem auxiliar no entendimento
dos mecanismos de transferéncia espermatica, suas relacdes filogenéticas, bem como a

transicdo do ambiente marinho para o dulcicola.
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