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RESUMO

Foram feitas descri¢des do sistema reprodutor masculino completo de Clibanarius sclopetarius e
Clibanarius symmetricus e inferéncias sobre sua biologia reprodutiva. Animais foram coletados
a mao no estudrio do Rio Jaguaribe. Aspectos externos e internos da morfologia do sistema
reprodutor masculino foram analisados macroscopicamente e sobre microscopia de luz. O
sistema reprodutor consiste em um par de testiculos e de vasos deferentes. Os testiculos sao
lobulares e sem comissura entre eles. Macroscopicamente os vasos deferentes sdo divididos em
uma regido proximal curta, fina e enovelada, uma mediana mais espessa e enovelada e uma distal,
curta, espessa e reta. Os gondporos sio aberturas circulares com cerdas curtas e simples. Nao
existem apéndices ou estruturas especializada na transferéncia de esperma. Microscopicamente,
os testiculos apresentam véarios 16bulos unidos por um cértex fibroso e apresentam uma zona
de transformacao contendo células germinativas e um ducto coletor onde espermatozoides sao
depositados . Os vasos deferentes sao dividos em trés regides, proximal, que secreta a parede
do espermatoforo e e secrecoes seminais, mediana, molda os espermatéforos e secreta material
gliproteico que os envolve e distal armazena os espermatéforos e secreta materiais seminais.
Os espermatéforos consistem em ampolas e projecdes laterais, sem pedinculo e pedestal. A
morfologia dos testiculos se assemelha a de outros crustidceos. O processo de formagao dos
espermat6foros ocorre de forma diferente da observada em outros caranguejos ermitdes. A
morfologia dos espermatéforos € diferente da observada na maioria da familia Diogenidae. A
morfologia do espermatéforo e dos gonéporos, bem como os tipos de materiais secretados pelos
vasos deferentes permitem inferir que a cOpula desse animais ocorrem pela deposicao da massa

espermatofdrica no cefalotérax das fémeas, com fecundagdo externa.

Palavras-chave: Reproduciao. Anomura. Espermatorofo. Histologia.



ABSTRACT

Descriptions of the complete male reproductive system of textit Clibanarius sclopetarius and
textit Clibanarius symmetricus and inferences on its reproductive biology have been made.
Animals were collected by hand in the estuary of the Jaguaribe River. External and internal
aspects of the male reproductive system morphology were analyzed macroscopically and on light
microscopy. The reproductive system consists of a pair of testicles and vas deferens. The testicles
are lobular and without commissure between them. Macroscopically the vas deferens are divided
into a short, thin, coiled proximal region, a thicker and coiled median region, and short, thick and
straight distal region. The gonopores are circular openings with short and simple setae. There are
no specialized structures or appendices in sperm transfer. Microscopically, the testicles present
several lobes joined by a fibrous cortex and present a transformation zone containing germ cells
and a collecting duct where sperm are deposited. The vas deferens are also divided into three
regions, proximal, which secretes the spermatophore wall and seminal secretions, median, molds
the spermatophores and secretes glyphrotic material that surrounds them and distal stores the
spermatophores and secretes seminal materials. Spermatophores consist of ampulaes and lateral
projections, without peduncle and pedestal. The morphology of the testicles resembles that of
other crustaceans. The process of spermatophore formation occurs differently from that observed
in other hermit crabs. The morphology of spermatophores differs from that observed in most
of the Diogenidae family. The morphology of the spermatophore and gonopores, as well as the
types of materials secreted by the vas deferens allow to infer that the copula of these animals
occur by the deposition of the spermatoform mass in the cephalothorax of the females, with

external fertilization.

Keywords: Reproduction. Anomura. Spermatophore. Histology.
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1 INTRODUCAO

O modo de reprodugdo e outros aspectos da biologia reprodutiva de qualquer animal,
reflete na morfologia do seu sistema reprodutor. Portanto, para adquirir uma melhor compreensao
dos mecanismos de reproducdo, ¢ importante conhecer a morfologia do seu sistema reprodutivo
(SHINOZAKI-MENDES et al., 2012; SOUZA et al., 2013) Em crustaceos decapodes, o sistema
reprodutor masculino consiste em um par de testiculos e um par de vasos deferentes (VD) que
termina nos gondporos localizados no quinto par de pereidpodes (KROL et al., 1992).

Os testiculos sdo formados por numerosos tibulos seminiferos ou 16bulos onde
os espermatozoides sdo formados por divisdes sucessivas das cé€lulas germinativas e depois
liberados para o ducto colector para serem transferidos para o VD (KROL ez al., 1992) . Os esper-
matozoides sdo entdo envolvidos em secre¢des das células do VD para formar o espermatéforo
(KROL et al., 1992; SUBRAMONIAM, 1993).

Os espermatozoides de quase todos os crustdceos e de todos os decdpodes, sdao
aflagelados e imdveis. A transferéncia para as fémeas € feitas através dos espermatéforos, cujas
fun¢des estdo relacionadas a protecdo contra estresses ambientais, propor¢do de um substrato
rico que pode manter os espermatozoides vidveis por mais tempo e agrupar os espermatozoides
para facilitar a passagem para as fémeas (KROL et al., 1992; SUBRAMONIAM, 1993).Em
alguns crustdceos, como os Brachyura, existem apéndices especializados para a transferéncia
dos espermatdforos, os quais sdo depositados diretamente no interior dos gondporos femininos.
Nesse grupo, a funcdo dos espermat6foros € apenas manter os espermatozoides juntos para
serem transferidos mais facilmente o que reflete em sua estrutura, sendo os espermatéforos
dos Brachyura os mais simples dentre os décapodes, consistindo geralmente de apenas uma
massa sem forma ou tamanho especificos contendo os espermatozoides(SUBRAMONIAM,
1993). A maioria dos pagurdides, por outro lado, com poucas exce¢des (TUDGE; LEMAITRE,
2004), ndo apresenta nenhuma estrutura especializada envolvida na transferéncia de esperma
e os espermat6foros desse grupos sdo os mais complexos e diversificados entre todos os crus-
tdceos. A transferéncia € feita depositando a massa espermatoférica na superficie ventral do
cefalotérax das fémeas ou das conchas de gastrépodes utilizadas por elas, onde mantém-se ligado
até a fecundagao ser completa, auxiliada por uma secre¢ao seminal adesiva (TUDGE, 1991;
SUBRAMONIAM, 1993; HESS; BAUER, 2002).

Tanto a ultraestrutura dos espermatozoides quanto a morfologia do espermat6foro

tém sido amplamente utilizadas em estudos filogenéticos, dada a sua grande diversidade e



15

especificidade (TUDGE, 1991; TUDGE, 1997; TUDGE, 2009) . O espermatozoide de Anomura
€ caracteristico por sua vesicula acrossomal esférica e a presenca de trés bracos microtubulares,
enquanto a presenc¢a de um denso anel do perforatorium em torno do bulbo perforatorial posterior
¢ especifica do género Clibanarius (TUDGE, 1997) . Quase toda a superfamilia Paguroideae
apresenta um espermatéforo tripartido com trés estruturas distintas: uma ampola esférica, uma
fina haste ou pedinculo e um pedestal (TUDGE, 1991) .

Embora a especificidade dessas estruturas seja conhecida, pouco esfor¢o tem sido
feito na compreensdo de como essas singularidades sdo formadas e como elas se refletem nos
orgaos onde elas sdo produzidas. Estudos morfolégicos e histoldgicos comparativos no sistema
reprodutivo completo destes animais sao importantes para obter uma maior compreensao desses
processos e, portanto, uma melhor interpretacdo da sua biologia reprodutiva (BURANELLI;
MANTELATTO, 2012; SANTOS; MANTELATTO, 2011; SHINOZAKI-MENDES et al.,
2012).

Clibanarius sclopetarius (Herbst, 1796) e C. symmetricus (Randall, 1840) sao
duas espécies de caranguejo-ermitio (DECAPODA, ANOMURA, PAGUROIDEA) comumente
encontradas juntas ao longo da costa brasileira (TURRA; LEITE, 2002; MELO, 1999).

Objetivos

Os objetivos desse trabalho sdo descrever a morfologia de todo o sistema reprodutor
masculino dessas duas espécies macroscopica e microscopicamente e discutir como essas

caracteristicas morfoldgicas refletem na biologia reprodutiva das mesmas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

De acordo com Krol er al. (1992) a morfologia bésica do Sistema Reprodutor
Masculino (SRM) de crustaceos decdpodes consiste em um par de testiculos, onde ocorre a
producdo de espermatozoides e um par de Vaso Deferente (VD) onde ocorre a formacao dos
espermatoforos, geralmente divididos em trés regides, uma proximal, uma mediana e uma distal,
que termina nos gondporos localizados no quinto par de pereidpodes.

Em muitos grupos de de décapodes, a fecundagdo € interna e os machos apresentam
estruturas especializadas como pénis ou papilas genitais e gonépodes para a transferéncia do
esperma diretamente para o interior dos gonoporos femininos (SUBRAMONIAM, 1993).

Becker et al. (2012) descreveu o sistema copulatdrio de trés espécies de caranguejos
europeus Pinnotheres pisum, Pinnotheres pectunculi, € Nepinnotheres pinnothere. Nessas
espécies estao presentes dois pares de gonépodes formados pelos primeiros e segundos pares de
apéndices do pléon e um pénis muscular formado por uma elongag@o dos ducto ejaculatério. Ravi
et al. (2014) Também descreve uma projecao do ducto ejaculatério no siri Portunus pelagicus
formando um pénis constituido de uma espessa camada de tecido muscular interna e uma fina
camada de tecido conjunto externa que auxilia na transferéncia da massa de espermat6foros dos
vasos deferentes para os gondpodes que entdo depositam a massa nos gondporos femininos.

Segundo Subramoniam (1993) a fecundagdo em caranguejos-ermitdes € sempre
externa.

Tudge e Lemaitre (2004) descreveram tubos sexuais formados por projecdes tanto do
VDD como de elementos da coxa ao redor do gondporo em Micropagurus acantholepis, mas ndo
fizeram observacdes de como ocorre a cOpula nesses animais, ndo estando claro se essa estrutura
teria a fungdo de colocar espermatéforo diretamente no gonéporo feminino ou ndo, mas sabe-se
que essas estruturas estdo ligadas a transferéncia de esperma.

Hess e Bauer (2002) descreveram a copula de Clibanarius symmetricus. Nessa
espécie, ndo existem estruturas especializadas para a transferéncia de esperma. O gonéporo
masculino € uma abertura circular coberto por um opérculo e com cerdas periféricas. Uma
massa de espermatéforos € depositada diretamente sobre o corpo da fémea, proximo a regido do
gondporo localizada na coxa do terceiro par de pereiépodes. A medida que os ovécitos saem
dos gondporos femininos, eles passam pela massa espermatofdrica, causando a abertura dos
espermat6foros e liberacdo dos espermatozoides.

Tirelli et al. (2007) também observou gondporos cobertos por um opérculo mem-
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branoso e contendo cerdas para Clibanarius erythropus, assim como Tirelli et al. (2010) para
Paguristes eremita, Buranelli et al. (2014) para Dardanus insignis, e SCELZO et al. (2004) para
Loxopagurus loxochelis. Amadio e Mantelatto (2009) menciona uma membrana ovoide fechando
os gondporos masculinos de Calcinus tibicen e Santos e Mantelatto (2011) utilizaram o termo
aba cuticular (cuticular flap) para a estrutura cobrindo o gonéporo de Clibanarius sclopetarius.
Os dois termos sao sindnimos do opérculo membranoso descrito pelos outros autores.

Os testiculos podem apresentar uma comissura conectando testiculo direito e es-
querdo, que pode ocorrer numa regiao mediana do 6rgdo, dando a este uma forma de H, ou
na extremidade, dando um aspecto de letra V (KROL et al., 1992). Os testiculos podem ser
tubulares ou lobulares, com cada lobo do testiculo podendo ser formado por vérios tibulos ou
l6bulos seminiferos ou por apenas um tnico tdbulo muito enovelado (KROL et al., 1992).De
acordo com esse autor, a espermatogénese em testiculos lobulares pode ser classificada como
sincronica quando existem células germinativas de apenas um estdgio ema sec¢ao do 16bulo ou
assincronica quando ocorrem células em estdgios diferentes.

Em Caridea, Cobos et al. (2011) Manjon-Cabeza et al. (2011) estudaram o SRM de
Hippolyte inermis e Hippolyte niezabitowskii e encontraram resultados semeslhantes. Nessas
espécies testiculos pares e vasos deferentes também pares sem comissura entre eles sdo encontra-
dos no cefalotérax, proximo ao coracdo. Os testiculos apresentam regides bem definidas com
uma linha de diferenciacao onde a espermatogénese comega a ocorrer da camada mais internas
para a mais externa de cada testiculo. O Vaso Deferente Proximal (VDP) € enovelado e produz
as secreg¢Oes que formam o espermat6foro, o Vaso Deferente Mediano (VDM) € reto e continua a
secrecao das substancia secretadas no VDP. O Vaso Deferente Distal (VDD) volta a se enovelar
e produz uma secrecdo proteica que engloba todo o conteido produzido pelas outras regides. O
espermatdforo consiste de um cilindro com parede em duas camadas, uma mucosa e outras com
substancia estruturais.

Poljaroen et al. (2010) estudou com detalhes a espermatogénese em Macrobrachium
rosenbergii. Nessa espécie, os testiculo apresentam uma capsula de tecido conjuntivo e cada uma
dos numerosos tibulos seminiferos apresenta espertagdnias na periféria e e células germinativas
em diferentes estdgio em dire¢do ao limen, no qual sdo depositados espermatozoides maduros.
O vasos deferentes também sao divididos em trés, mas a regido distal ¢ modificada em bulbo
ejaculatorio, muito muscular, nos qual os espermatozoides sdo empacotados em espermatéforos

e armazenados a até a copula.
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Em Astacidea, o SRM de Cherax quadracarinatus foi estudado por Lépez-Greco et
al. (2007) e An et al. (2011). O SRM fica localizado no cefalotérax. Os testiculos sdo formados
por nimeros l6bulos nas sec¢des de cada 16bulo sdo encontradas células da linhagem germinativa
em apenas um estdgio de maturagdo (sincronico) e o estdgio de maturagdo encontrado em cada
16bulo € independente do encontrado nos 16bulos adjacentes. Eles observaram diferencas entre
as células de Sertolli encontradas em 16bulos contendo espermatogodnias e 16bulos contendo
outras células da linhagem germinativa. Os vasos deferentes de Cherax quadricarinatus se
conectam aos testiculo em sua regido mediana e apresentam um VDP enovelado que produz a
primeira camada do espermat6foro, um VDM também enrolado que secreta a segunda camada
do espermat6foro uma VDD com espessa camada muscular que armazena os espermatéforos
maduros.

Erkan et al. (2009b) descreveu uma morfologia muito semelhante para os testiculos
de Astacus leptodactylus. Mas os vaso deferentes dessa espécies sdo enovelados em toda a sua
extensdo, ocorrente um aumento progressivo na espessura do vaso entre VDP, VDM e VDD.
Todo o material dos espermatéforos de Astacus leptodactylus € secretado em todas as regides,
sendo observado um espessamento da parede entre VDP, VDM e VDD. Os espermatéforo foi
descrito como sendo cilindrico com um aspecto de "tubo interrompido".

Em Nephrops norvegicus, Rotllant et al. (2012) encontrou testiculos lobulares pares
que apresentam duas comissuras, formando uma estrutura de duplo H. Histologicamente nao tem
diferenciacao entre os I6bulos encontradas nas diferente regioes desse duplo H. Cada 16bulo vai
apresentar células germinativas em um ou dois estagios, células acessorias e um ducto coletor
central onde sdo depositados os espermatozoides. Os vasos deferentes ndo sdo enovelados em
nenhuma regido, mas pode-se distinguir trés regides distintas de acordo com a espessura do
vaso. O VDP é mais fino que o VDM e € subdividido em duas regodes, a primeira secreta
uma substancia amorfa que se junta aos espermatozoides e a segunda secreta a matriz que
posteriormente se torna a parede do espermatéforo. O VDM € o mais espesso e forma um
esfincter em sua por¢ao final, o qual € responsavel pela separacao do cordao de espermatéforo
em espermatoforos inicos no momento da cépula. O VDD € o mais fino e serve apenas para
transferir os espermatozoides para os gondpodes a medida que eles passam pelo esfincter.

Em Brachyura, o Majoidae Maja brachydactyla apresenta testiculos tubulares, nos
quais ha uma clara distin¢do entre trés regides do tibulo seminifero: uma zona germinativa na

periferia em um lado do tibulo, contendo espermatogonias e células acessdrias, uma zona de eva-
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cuagdo no lado oposto contendo espermatozoides e entre elas, a zona de transformagao, contendo
espermatdcitos e espermdtides em diferentes estagios (SIMEO e al., 2009). Os espermatozoides
sdo transferidos para o VD, onde os espermat6foros sdo formados na por¢ao mais proximal
(chamada por ele de Vaso Deferente Anterior) e armazenados na por¢cdo mediana. A porcdo
posterior tem fun¢do glandular. Os espermat6foros sao esféricas a ovais de espermatozoides em
uma matriz. Moyano et al. (2010) descrevem uma morfologia semelhante para outro membro da
mesma familia, Libinia spinosa.

Becker et al. (2013) estudou o SRM em trés espécies de Pinnotheridae. Elas também
apresentam vasos deferentes divididos em trés por¢des. Na proximal os espermatéforos come-
cam a ser secretados, sdo completados na por¢ao mediana onde ficam armazenados. O VDD
nao contém espermatdforos e consistem em tubo curtos com varios apéndices secretores que
produzem grandes quantidades de fluidos seminais.

Os testiculos de Eriphia verrucosa, segundo Erkan et al. (2009a) consistem de tubos
seminiferos bastante enovelados, no quais existem uma zona germinativa em uma extremidade e
um ducto coletor na outra. Espermétides maduras sao depositadas no ducto coletor e completam
a espermiogénese em seu interior.

O Portunidae Portunus pelagicus foi estudos por Ravi et al. (2014) e Stewart et al.
(2010). O primeiro fez uma descricdo do SRM completo e o dltimo focou na espermatogénese.
Outro Portunidae, Callinectes danae foi estudados por Zara et al. (2012). Os trés estudos mostram
uma morfologia semelhantes para essas espécies. Os testiculos sdo lobulares e apresentam uma
clara distin¢do entre uma zona germinativa, zona de transformacao e ducto coletor. Ndo sdo
encontradas diferencas entre regides anterior e posterior dos testiculos. O VDP € subdivido em
uma porc¢ao proximal e uma distal baseada na morfologia das células epiteliais e na atividade
secretora. O VDM secreta a matriz espermatoforica na qual os espermat6foros ficam embebidos
e o VDD secreta materiais seminais, mas nio apresenta espermatéforos.

Segundo Shinozaki-Mendes et al. (2012) Cardisoma guanhumii (Gecarcinidae) apre-
senta testiculos lobulares com uma comissura em sua por¢ao posterior. Cada I6bulo apresenta
uma zona germinativa bem evidente, contendo apenas espermatogonias, uma zona de transfor-
macao e eum ducto coletor. O ducto coletor se conecta com o vaso deferente. A regido mais
proximal do VD secreta a parede do espermatéforo e a mediana secreta a matriz espermatoforica
e armazena os espermatdéforo. A regido posterior é formada por varios tubulos que secretam uma

matriz glicoproteica a ser ejaculada juntos com a massa espermatoférica. Os espermatéforos sao
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ovoides e de tamanhos variados.

Uma morfologia semelhante do SRM, incluindo um VDP formado por vérios tibulos
secretores também foi observado por Nicolau e al. (2012) para o Grapsidae Aratus pisonii.

Os espermat6foros de crustdceos sao amplamente utilizados na filogénia do grupo
(TUDGE, 1991). Especialmente em Paguroideos onde eles apresentam a maior complexidade
estrutural e maior diversidade de formas (TUDGE, 1991; SUBRAMONIAM, 1993). De acordo
com Tudge (1991) e Subramoniam (1993) o espermat6foro tipico de Paguroidea € tripartido e
consiste em uma ampola, um peddnculo e um pedestal.

Em Pagurus exilis, os vasos deferentes sao divididos em apenas duas regides, um
proximal curta e enovelada e uma distal longa e reta (SCELZO et al., 2010). Os espermatéforos
maduros foram encontrados aleatoriamente em toda a extensdo do vaso deferente. Os espermat6-
foros sdo tripartidos, com uma ampola principal alongada, pequenas ampolas acessorias laterais,
um pedunculo curto e um pedestal.

Tirelli et al. (2007) e Tirelli et al. (2010) observaram uma sequencia na formagado dos
espermat6foros semelhantes para Clibanarius erythropus e Paguristes eremita respectivamente.
Nessas espécies a parede dos espermatéforos comeca a ser formada no VDP. Entre o VDP e
0 VDM o espermatéforo € separado em pacotes, formando as ampolas. Ao longo do VDM, o
pedinculo e o pedestal sdo formados e o espermatéforo completo é armazenado no VDD. O
espermatéforo de C. erythropus apresenta uma ampola esférica com uma invaginagao na base,
na qual o pedunculo fino e alto € inserido e pedestal. J4 o de P. eremita apresenta uma ampola
cilindrica com um pedunculo curto e grosso e um pedestal.

Em Calcinus tibicen, os espermatéforos jé estdo separados formando ampolas esfé-
ricas e ligadas por pedestais no VDP. No VDM, o pedinculo e o pedestal irdo se desenvolver
e os espermatoforos continuam ligado pelos pedestais. O espermatéforo maduro apresenta
pedinculos longos e finos, ampolas esféricas e pedestais bem desenvolvidos formando a ligacao
entre os espermat6foros (AMADIO; MANTELATTO, 2009).

Buranelli e Mantelatto (2012) reportam que os espermatéforos tripartidos de Petro-
chirus diogenes ja estdo formados (i.e. apresentam sua trés estruturas basicas, ampola, pedunculo
e pedestal) no VDP e apenas ocorre um alongamento do pedinculo durante a passagem pelo
VDM. O espermatéforo maduro encontrado no VDD apresenta um pedinculo longe e fino com
uma ampola achatada dorso-ventralmente e um pedestal que liga os espermatéforos formando

um cordio.
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Uma e Subramoniam (1984) encontraram um espermatéforo diferente do padrao
basico de Diogenidae para C. longitarsus. O espermat6foro nao apresenta pedinculo nem pedes-
tal. Os espermat6foros consistem apenas em um corddo de ampolas contendo espermatozoides
ligadas umas as outras através de um cordao gelatinoso. A parede do espermatéforo € secretada
no VDP e o espermatéforo € dividido em ampolas na transicao entre o VDP e o VDM. O cordao
gelatinoso € secretado pelo VDM e ligado as ampolas na regido da invaginacao central na base
destas.

Hess e Bauer (2002) registraram um espermatéforo sem pedinculo e pedestal para
C. vitattus ao estudarem a forma de cépula dessa espécies. Os espermatoforos consistem em
corddes de ampolas ligadas umas as outras por projecoes laterais.

Um espermat6foro apedunculado também foi descrito para Clibanarius sclopetarius
por Santos e Mantelatto (2011). Os espermatdforos sao formados por ampolas achatadas ventro-
dorsalmente e projecdes laterais das ampolas que conectam essas umas as outras formando um

corddo de ampolas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta dos animais

Individuos de Clibanarius sclopetarius e C. symmetricus foram coletados a mao
no estudrio do Rio Jaguaribe (4°28°34"S 37°46°38"W) proximo ao municipio de Aracati - CE
durante o periodo de Novembro de 2014 a Novembro de 2016. Os animais foram coletados
como parte de um projeto maior que busca analisar toda a biologia reprodutiva e populacional

desses animais.

3.2 Laboratorio

Em laboratdrio, os animais foram colocados em congelador durante 15 minutos,
tempo suficiente para anestesia-los, mas ndo para congelar os tecidos. Foram retirados das
conchas de gastropodes em que se encontravam e foram dissecados para retirada do sistema
reprodutor masculino.

Os orgaos dissecados foram analisados macroscopicamente e fotografados e entao
fixados em solu¢do de Davidson durante 24 horas. Apds fixacdo, o material foi desidratado
em série de concentracdo crescente de etanol (70-100%), clarificado em Xilol e impregnado e
incluido em parafina. Foram feitas seccdes de 5 pwm com o auxilio de um micrétomo.

As laminas foram coradas pelo métodos Hematoxilina-Eosina (JUNQUEIRA; JUN-
QUEIRA, 1983), Tricromico de Gomori (BEHMER; TOLOSA, 2003) para diferenciacao de
tecidos e detec¢do de fibras coldgenas, Azul de Alcian/PAS (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983)
para deteccdo de polissacarideos 4cidos e glicoproteinas e Azul de Bromofenol (PEARSE, 1953)
para deteccao de proteinas gerais. As observacoes foram feitas em um microscépio Leica DM
10000 com camera acoplada.

As observacdes da morfologia dos espermatéforos foram feitas a partir esperma-
téforos de animais que haviam espontaneamente ejaculado sua massas espermatofdricas, que
puderam ser observadas proximas aos gonoporos desses animais. Os espermat6foros foram

corados com Rosa Bengala e analisados imediatamente.
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4 RESULTADOS
4.1 Identificacdo das Espécies

Individuos de Clibanarius sclopetarius e C. symmetricues apresentam um abdome
assimétrico, ndo calcificado e que ndo se encontra fusionado com o ultimo segmento toracico,
havendo uma separacdo marcante entre o cefalotérax e o abdome, pela formacdo de uma
"cintura"caracteristica de membros da familia Diogenidae. Machos de ambas as espécies
apresentam pledpodos impares, estando presentes em apenas um lado do abdome. Nenhuma
das duas espécies apresenta diferencas significativas entre os quelipodos direito e esquerdo. A
diferenciacdo entre as duas espécies pode ser feitas a partir do padrao de faixas presentes nos
pereiépodes. C. sclopetarius apresenta um padrdo de quatro faixas escuras alternando com 4
faixas claras, enquanto C. symmetricus apresentar 8 faixas escuras separadas por 8 faixas claras
mais finas (Figura 1).

Figura 1 — Vista dorsal de individuos. A. Clibanarius symmetricus B. C. sclopetarius. Abdome
torcido e ndo calcificado, nao fusionado ao ultimo segmento tordcido, formando

uma cintura (seta) entre abdome e cefalotérax , com pleépodes impares. Quelipodes
semi-iguais. Identificacdo das espécies pelas faixas nos pereiopodes.

a. abome. ct. cefalotérax. p. pereidpode. q. quelipode. Barra de escala: 1 cm

Fonte: O autor.

4.2 Descri¢ao do Sistema Reprodutor Masculino

Os sistemas reprodutores masculinos de C. sclopetarius e C. symmetricus sdo bas-

tante semelhantes. As descri¢cOes e ilustragdes apresentadas sdo vélidas para ambas as espécies.
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4.2.1 Aspectos Macroscopicos

O Sistema Reprodutor Masculino de ambas as espécies consiste em um par de testicu-
los e um par de vasos deferentes localizados em sua maior parte no abdome, mas que se conectam
com o exterior pelos gondporos localizados nas coxas do quinto par de pereiépodes (Figura
2). Os gondporos sdo aberturas circulares cobertas por um opérculo membranoso circundados
parcialmente por cerdas curtas (Figura 2). Nenhum apéndice ou estrutura especializada para a
transferéncia de esperma foi observada.

Figura 2 — Vista ventral de individuos. A. Gondéporo masculino localizado nas coxas do quinto
par de pereidpodes (pereidpodes nimeros do 1° ao 5° par). B. Detalhe dos gondporos

apresentando um opérculo membranoso. C. Detalhe de um unico gonéporo com
opérculo membranoso e rodeado por cerdas curtas (setas).

g. gondporo. o. opérculo. c. coxa.

Fonte: O autor.

Os testiculos, parte mais posterior do sistema reprodutor masculino, fica localizado
aproximadamente na metade do abdome, dorsalmente ao hepatopancreas (Figura 3). Sao
lobulares e apresentam uma coloracao que variou de transparente esbranquicada a amarelada.
Os testiculos sdo mantidos juntos por uma membrana, mas ndo existe nenhuma conexao ou

comissura interligando os testiculos direito e esquerdo. Cada testiculo continua diretamente para
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cada vaso deferente, sem haver conexdes entre os componentes direito e esquerdo do sistema

reprodutor em toda a sua extensao (Figura 3).

Figura 3 — Fotos da dissecacdo dos individuos. A. Posicionamento do sistema reprodutor mas-
culino no abdome, dorsalmente ao hepatopancreas (h). B. Apds retirada do sistema
reprodutor, possibilitando a visualizacao dos testiculos lobulares e um vaso deferente
com trés regides, um vaso deferente proximal (VDP) curto, vaso deferente mediano

(VDM) longo e enovelado e um vaso deferente distal (VDD) reto.

VDM

Barra de eala:q 1 cm

Fonte: O autor.

Baseado em seu aspecto macroscopico, o vaso deferente € dividido em trés regioes:
o vaso deferente proximal (VDP), o vaso deferente mediano (VDM) e o vaso deferente distal
(VDD) (Figura 3). O VDP € o mais proximo do testiculo, diretamente conectado com este
e se apresenta como um tubo fino e altamente enovelado, muitas vezes de dificil observacdo
e dissecacdo. A medida que ele continua para o VDM, o vaso fica mais espesso e altament
enovelado, com coloragdo esbranquicada mais evidente. Na regido mais distal, VDD, ele fica
ainda mais espesso mas perde o seu aspecto enovelado, sendo um tubo relativamente reto e mais
curto se comparado com o VDM. Todo o sistema reprodutor masculino de C. sclopetarius e C.

symmetricus esta localizado no abdome desses animais com exce¢do da por¢ao final do VDD
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que se extende para o gondporos no cefalotérax.

4.2.2 Aspectos Microscopicos

4.2.2.1 Testiculo

. Os testiculos sdo revestidos por uma membrana fibrosa que agrupa todos os 16bulos
(Figura 4C).

O revestimento de cada 16bulo € formado por um fino epitélio simples pavimentoso,
com células achatadas (Figura 4B). Células acessdrias sdo encontradas em proximidade com o
epitélio simples dos 16bulos internamente a esse (Figura 4B). As células acessorias apresentam
um nucleo grande basoéfilo de aspecto granular e formas irregulares, variando de esféricas a
ovoides. O citoplasma € de dificil distin¢ao.

No interior de cada tibulo pode-se observar uma zona de transformacao (ZT) onde
estdo presentes células germinativas em diferentes estagios e um ducto coletor (DC) com lumen
irregular onde sdo depositados os espermatozoides para serem transferidos para o vaso deferente
(Figura 4A). Apenas espermatozoides foram encontrados no DC. Uma secre¢ao basdfila rica em
polissacarideos chamada aqui de Secrecdo 1 (S1) (Tabela 1) € adicionada ao DC englobando os
espermatozoides (Figura 4).

Em uma mesma sec¢ao do testiculo € possivel observar células germinativas em
estdgios diferentes em diferentes 16bulos, mas em cada I6bulo estdo presentes apenas um ou dois
estagios da linhagem germinativa (Figura 4A). Espermatogdnias e outras células germinativas
estavam presentes em secc¢oes de toda a extensdo dos testiculos, ndo havendo uma diferencia¢ao
entra regides posterior e anterior.

Foram descritos quatro tipos de células da linhagem germinativa (Figura 5). Esper-
matogdnias (Figura SA) sdo células com nicleo granular grande e com o citoplasma reduzido em
relacdo ao tamanho nicleo, geralmente aparecendo com uma faixa fina ao redor desse. Esperma-
tocitos (Figura 5B) apresentam cromatina mais dispersa no nucleo em relacio a espermatogonia,
mas também apresentam uma nucleo grande em relagdo ao citoplasma reduzido. Espermédtides
foram observadas em dois estdgios. A espermaétide inicial (Figura 5C) apresenta uma fase
granular. Seu nicleo € bem visivel e sdo observados alguns pontos de condensac¢do da cromatina.
A espermatide final (Figura 5D) apresenta uma concentra¢do de material em dos polos da célula,

iniciando o processo de formacdo da vesicula acrossomal dos espermatozoides.
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Figura 4 — Fotomicrografias do Sistema Reprodutor Masculino. Testiculo. A. Visdo geral do
testiculo com vdrios 16bulos formados por uma zona de transformagdo (ZT) com
células germinativas e um ducto coletor (DC) com espermatozoides e S1. B. Detalhe
da periferia dos 16bulos, com um epitélio simples escamoso e células acessorias
préximas a ele. C. Testiculo revestido por uma membrana fibrosa

-y 2 \

ept. Epitélio. nc. Célula Acessoéria. sc. Espermatdcito. sg Espermat-ogénia. st. Espermatide. sz. Epermatozoide. A
e C, Hemtoxilina-Eosina. B, Tricromico de Gomori. Barra de escala: A. 100 um. B. 20 um. C. 20 um

Fonte: O autor.

Os espermatozoides de ambas as espécies apresentam uma vesicula acrossomal
esférica eosinodfila grande. Citoplasma e nicleo sdo dificilmente observdveis. Na vesicula
acrossomal € possivel distinguir pelas diferencas na reagdo aos corantes, um perforatorium e ao
redor dele um anel do perfortarium que se coram mais intenasmento com a eosina em relacdo ao
resto da vesicula. Na extremidade oposta ao perforatorium, observa-se um opérculo baséfilo. A
estrutura dos espermatozoides de ambas as espécies sao muito semelhantes a microscopia de luz.
A unica diferenca estd no tamanho da vesicula acrossomal com C. sclopetarius apresentando

uma vesicula um pouco menor que a de C. symmetricus (Figura 6.
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Figura 5 — Fotomicrografias do Sistema Reprodutor Masculino. Células germinativas. A, Esper-
matogonia. B, Espermatécito. C, Espermatide inicial. D, Espermatide final.
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sg. espermatogonia. sc. espermatdcito. sti. espermatide inicial. stf. espermatide final. Hematoxilina-Eosina. Barra

de escala: 20 um
Fonte: O autor.

4.2.2.2 Vaso deferente e formag¢do do espermatoforo

4.2.2.2.1 Vaso Deferente Proximal(VDP)

O revestimento do VDP € formado por uma camada interna espesssa de epitélio
colunar secretor, com células altas e uma fina camada de tecido conjuntivo (Figura 7).
Em secg¢des transversais € possivel notar uma diferenca na espessura do epitélio,

formado por diferenca na altura de suas células em dois lados opostos do vaso(Figura 7).



29

Figura 6 — Fotomicrografias do Sistema Reprodutor Masculino. Espermatozoides A e C, Cliba-

narius sclopetarius. B e D, Clibanarius symmetricus. A e B, Testiculo. C e D, Vaso

Deferente Distal. Espermatozoides formados por uma vesicula acrossomal esférica

contendo um perforatorium e ao redor deste, um anel do perforatorium (setas). No

apice, um opérculo baséfilo.
X " i '

p. perforatorium. op. opérculo. A e C, Hematoxilina-Eosina. B e D, Tricromico de Gomori. Barra de escala: 20 um
Fonte: O autor.

Microscopicamente, o VDP pode ser subdivido ainda em duas regides uma regiao
inicial(Figura 7A), mais proxima dos testiculos e uma final(Figura 7B), mais distante do testiculo.

O VDP inicial (VDP1i) é menos espesso e seu epitélio secreta uma substancia acidéfila
de natureza proteica e fibrosa, a Parede do Espermatéforo (SW) (Tabela 1) que envolve os
espermatozoides e a S1 previamente produzidas no testiculo(Figura 7A).

No VDP final (VDPY), o espermat6foro, que neste momento € um tubo simples e
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continuo formado pela SW, circundando os espermatozoides e a S1, € mantido préximo ao lado
menos espesso da parede do vaso enquanto é separado do outro lado a medida que o lumen
cresce e € preenchido por com uma nova secre¢do, Secrecio 3 (S3), rica em mucopolissacarideos

produzida pelo epitélio do VDP final(Figura 7B, Tabela 1).

4.2.2.2.2 Vaso Deferente Mediano (VDM)

Microscopicamente o VDM se difere do VDP por apresentar um revestimento
formado por uma cama epitelial interna e uma camada musucular externa(Figura 8). O VDM
€ um tubo enovelado e seccoes longitudinais permitem a diferenciacdo do revestimento do
tubo entre o lado concavo e convexo de cada volta(Figura 8). O lado convexo apresenta um
epitélio achatado com aspecto pavimentoso e que secreta uma um componen basoéfilo em baixas
quantidades que se misturam a S3, e sua camada muscular tem espessura mais fina se compara
com o lado concavo(Figura 8D). No lado concavo, o epitélio tem aspécto cubico, com células
de nucleo esférico e secretoras de uma nova secre¢do acidofila, Secrecio 4 (S4) (Tabela 1)de
natureza glicoproteica que fica associada aos espermatéforos(Figura 8A, B e C).

No VDM, o espermat6foro ja pode ser observado como pacotes isolados, contendo
os espermtazodides e S1, diferente do aspecto tubular observado no VDP(Figura 8).

O limen do VDM ¢é completamente preenchido com espermat6foros, S3 e S4

préximo aos espermatéforos no lado concavo do tubo.

4.2.2.2.3 Vaso Deferente Distal (VDD)

O revestimento do VDM (Figura 9) é formado por uma camada fibrosa mais externa,
uma expessa camada de tecido muscular e um epitélio cibico mais interno. O VDD € um tubo
reto e ndo ha distin¢do no revestimento entre lados distintos do tubo. O epitélio cibico do VDD
secreta uma nova Secre¢do 5 (S5) de rica em polissacarideos e que se difere da S3 pela sua
reacdo com Azul de Bromofenol, indicando a presenca de proteinas (Tabela 1).

O lumen do VDD ¢ preenchido com os espermatoforos ja formados as demais
secrecOes formadas no nas outras regides do sistema reprodutor e a S5 que se junta as demais
secrecOes seminais.

Um resumo com todas as reacdes apresentadas pelas secregcdes descritas aqui é

apresentado na Tabela 1 a seguir.



Figura 7 — Fotomicrografias do Sistema Reprodutor Masculino. Vaso deferente
proximal. A, VDP inicial. B, VDP final.
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Fonte: O autor.
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Figura 8 — Fotomicrografias do Sistema Reprodutor Masculino. Vaso Deferente Mediano. A,
secdo transversdo mostrando o acumulo de S4 e dos espermatéforos em um lado
do vaso. B, sec¢do longitudinal evidenciando as diferencgas entre os lado concavo e
convexo do vaso. C e D, detalhes de B.

S - . —=
ecu. Epitélio cibico. ep. Epitélio pavimentoso. Ico. Lado Cdncavo. lcx. Lado convexo. m. Camada muscular. spt.
Espermatéforo. Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: A. 200 um. B. 100 um. C e D. 20 um

Fonte: O autor.

4.2.3 Morfologia do Espermatiforo

Em ambas as espécies, os espermat6foros consistem em uma corrente de ampolas
contendo os espermatozoides e S1 e membranas laterais que ligam as ampolas entre elas. Haste
e pedestal ndo estdo presentes no espermatéforos de C. sclopetarius e C. symmetricus (Figura

10). Na base de cada ampola, existe uma invaginacdo central.



33

Figura 9 — Fotomicrografias do Sistema Reprodutor Masculino. Vaso Deferente Distal. Camada
interna formada por um epitélio cubico secretor da S5 e camada externa muscular
espessa.
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ecu. epitélio ciibico. m. camada muscular. Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 50 um

Fonte: O autor.

Tabela 1 — Origem e reacdo das secre¢des do sistema reprodutor masculino aos reagentes utiliza-

dos.

S1 SW S3 S4 S5
Origem Testiculo VDPi VDPf VDM VDD

H-E + ++ + ++ +
Roxo Vermelho Roxo Vermelho Roxo

Azul de Alcian/PAS ++ ++ ++ ++ ++
Azul Magenta Azul Magenta Azul

Azul de Bromofenol - ++ - ++ +

Tricromico de Gomori + ++ + ++ +
Roxo Vermelho/Verde Roxo Vermelho Roxo

S1. Secrec¢do 1. SW. parede do espermatdforo. S3. secrecdo 3. S4. secregdo 4. S5. secrecdo 5. VDD. vaso deferente
distal. VDM. vaso deferente mediano. VDPi. vaso deferente proximal inicial. VDPf. vaso deferente proximal final.

Fonte: O autor

Nao foram encontradas diferencas significativas na morfologia entre os espermat6fo-

ros de C. sclopetarius e C. symmetricus. O espermatéforo de C. sclopetarius aparenta conter
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mais espermatozoides que os de C. symmetricus mas a contagem precisa das células ndo foi
realizada.
Figura 10 — Espermaté6foro de Clibanarius symmetricus A. Espermat6foros unidos lateralmente

formam um corddo de espermat6éforos. B. Detalhe do espermatéforo, formado por
uma ampola com projecdes laterais e uma invaginagdo basal.
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a. ampola. pl. projecdo lateral. i. invaginacdo. Corante: Rosa Bengala. Barra de escala: A. 200 mum. B. 100 mum
Fonte: O autor.
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5 DISCUSSAO
5.1 Aspectos Macroscopicos

Os gondporos masculinos de C. sclopetarius e C. symmetricus apresentam um
opérculo membranoso de acordo com o observado por outros autores para as mesmas espécies
(SANT’ANNA et al., 2010; SANTOS; MANTELATTO, 2011) e semelhante ao encontrado em
outros membros da familia Diogenidae como Calcinus tibicen (AMADIO; MANTELATTO,
2009), Clibanarius erythropus (TIRELLI et al., 2007), Clibanarius vitattus(HESS; BAUER,
2002) Dardanus insignis (BURANELLI et al., 2014), Paguristes eremita (TIRELLI et al., 2010),
Petrochirus diogenes (BURANELLI; MANTELATTO, 2012) e de outras familias de caranguejos-
ermitdes Pagurus exilis (SCELZO et al., 2010) embora alguns desses autores tenham usado
nomenclaturas diferentes ("cobertura do gonéporo"”, "membrana tipo aba"e "aba cuticular", do
inglés "gonopore cover", "flap-like membran"e "cuticular flap").

A funcao desse opérculo pode estar associado a protecdo contra dessecacdo em
espécies que vivem na zona entremarés, durante o periodo de maré baixa em que esses animais
ficam expostos. E provivel que a abertura do opérculo ocorra por meio de forca mecinica a
medida que os espermatéforo vao sendo expelidos no momento da cépula como proposto por
Tirelli et al. (2007). Entretando os mesmo autores ressaltam que a possibilidade de outras formas
de abertura como quebra mecanica, atividade muscular e dissolu¢do quimica nao devem ser
descartadas.

Nenhum tipo de prolongagdo dos ductos ejaculatdrios ou gonéporos como os tubos
sexuais observado em outras espécies de caranguejos-ermitdes (TUDGE; LEMAITRE, 2004) ou
papilas genitais ou penis observados em outros crustiaceos (RAVI et al., 2014) estd presente em
C. sclopetarius e C. symmetricus. Também nado existem nenhum outro tipo de especializagcdo dos
pledpodes para essa funcdo como os gondpodes presentes em outros crusticeos (BECKER et al.,
2012; BECKER et al., 2013; TISEO et al., 2014). Pode-se presumir que a fecundagdo ocorra
externamente com os machos depositando a massa espermatoforica diretamente sobre a regidao
ventral do cefalotérax das fémeas, proximo aos gondporos femininos como descrito por Hess e
Bauer (2002).

Cerdas formando um arco ou rodeando completamente a periferia dos gonoporos
estdo presentes em muitas espécies de caranguejo ermitio (AMADIO; MANTELATTO, 2009;
TIRELLI et al., 2007; HESS; BAUER, 2002; BURANELLI; MANTELATTO, 2012; BURA-
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NELLI et al., 2014; TIRELLI et al., 2010; SCELZO et al., 2010) . As cerdas dos gondporos
masculinos de C. sclopetarius e C. symmetricus sdo simples e curtas, diferente das cerdas longas
e com cérdulas presentes em Pa. exilis (SCELZO et al., 2010), P. eremita (TIRELLI et al.,
2010), Pe. diogenes (BURANELLI; MANTELATTO, 2012) e D. insignis (BURANELLI et
al., 2014). Clibanarius erythropus (TIRELLI et al., 2007) também apresenta cerdas simples e
curtas semelhantes as cerdas de C. sclopetarius e C. symmetricus encontradas aqui. Entretanto,
em C. erythropus estdao presentes outros tipos de cerdas longas e compostas enquanto em C.
sclopetarius e C. symmetricus estdo presentes apenas as cerdas simples e curtas.

Apesar dessas diferengas, a fung¢do dessas cerdas é provavelmente sensorial, ajudando
o animal a localizar os gondporos femininos no cefalotérax das fémeas como proposto por outros
autores (TIRELLI et al., 2007).

Os sistemas reprodutores masculinos de C. sclopetarius e C. symmetricus seguem o
padrio bdasico descrito para crusticeos com testiculos pares que continuam em vasos deferentes
também pares (KROL ez al., 1992). Diferente do observado em outros grupos de crusticeos em
que o sistema reprodutor masculino estd localizado no cefalotérax (KROL et al., 1992; L6PEZ-
GRECO et al., 2007; SHINOZAKI-MENDES et al., 2012; ZARA et al., 2012; ROTLLANT
etal.,2012; BECKER et al., 2013; NICOLAU et al., 2012; GREGATI et al., 2014; TISEO et
al.,2014; RAVI et al., 2014; PILLAI et al., 2014; ERKAN et al., 2009b), o sistema reprodutor
masculino das duas espécies deste estudo estd localizado no posteriormente no pléon como
observado em outras espécies de caranguejos ermitdes (KROL er al., 1992; AMADIO; MAN-
TELATTO, 2009; BURANELLI; MANTELATTO, 2012; BURANELLI et al., 2014; HESS;
BAUER, 2002; LEMAITRE ez al., 2014; SANT’ ANNA et al., 2010; SANTOS; MANTELATTO,
2011; SCELZO et al., 2010; TIRELLI et al., 2007; TIRELLI et al., 2010; TIRELLI et al., 2013;
TUDGE; LEMAITRE, 2004).

Embora os testiculos sejam mantidos fortemente juntos pelo cortex testicular, ndo foi
observada nenhuma comissura ligando os dois testiculos como presentes em outros crusticeos
(KROL et al., 1992). Cada testiculo parece ser um 6rgdo independente que se liga a cada vaso
deferente também independentes.

Os vasos deferentes podem apresentar formas variadas em diferentes grupos de
crustaceos, mas essa variagdo nao representa as relacdes filogenéticas dos grupos. Macroscopica-
mente os vasos deferentes de C. sclopetarius e C. symmetricus podem ser divididos em VDP,

VDM e VDD. Essa mesma subdivisao € observada em muitas espécies de Decapoda (KROL et
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al., 1992; SHINOZAKI-MENDES et al., 2012; AMADIO; MANTELATTO, 2009; TIRELLI
et al.,2007; ZARA et al., 2012), mas difere de outras espécie da mesma familia. Scelzo et al.
(2010) descreveram apenas duas regioes do vaso deferente para Pa. exilis, uma proximal fina
e enovelada e uma distal mais espessa e reta e Buranelli et al. (2014) descrevem todo o vaso

deferente de D. insignis como apenas um tubo reto que conecta os testiculos aos gonéporos.

5.2 Aspectos microscopicos
5.2.1 Testiculos

Os testiculos de crustiaceos décapodes podem ser tubulares ou lobulares (KROL et
al., 1992). Os testiculos de C. sclopetarius e C. symmetricus sdo lobulares como em muitos
outros décapodes (LOPEZ-GRECO et al., 2007; STEWART et al., 2010; NICOLAU et al.,
2012; SHINOZAKI-MENDES et al., 2012; ROTLLANT et al., 2012; RAVI et al., 2014). Os
lobulos testiculares s@o revestidos por um cortex fibroso como o encontrado em Libinia spinosa
(MOYANO et al., 2010) e Aratus pisonii (NICOLAU et al., 2012) o que difere do padrao geral
para decdpodes apresentado por Krol ef al. (1992) com uma camada externa de tecido epitelial
e uma camada interna de tecido conjuntivo. Outras espécies apresentam ainda outros tipos de
estrutura do revestimento dos testiculos. Portunus pelagicus apresenta apenas uma camada de
tecido conjuntivo externa e uma camada membranosa interna (STEWART et al., 2010; RAVI et
al., 2014).

Células germinativas de todos os estados podem ser entradas seccdes feitas em
qualquer por¢do do testiculo em sua extensao, ndo havendo uma diferenciacio entre porcao
posterior e anterior do 6rgdo como ocorre em Portunus pelagicus(STEWART et al., 2010).

Em muitas espécies de crustidceos decdpodes, cada I6bulos ou tibulos seminiferos
apresentam trés regides distintas, uma zona germinativa, contendo espermatogonias, uma zona de
maturacdo ou transformagdo, contentado espermatdcitos e espermétides em diferentes estdgios
e uma ducto coletor onde sdo depositados os espermatozoides maduros (SIMEO et al., 2009;
MOYANO et al., 2010; STEWART et al., 2010; NICOLAU et al., 2012; SHINOZAKI-MENDES
et al., 2012; BECKER et al., 2013; RAVI et al., 2014; TISEO et al., 2014). Esse padrao
nao € observado em C. sclopetarius e C. symmetricus. Cada 16bulo dos testiculos dessas
espécies apresenta um ducto coletor, onde sdo depositados os espermatozoides e uma zona de

transformacao, que pode conter de um a dois tipos de células da linhagem germinativa com células
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acessorias presentes em todos os 16bulos independe de qual célula germinativa estd presente
semelhante ao observado no lagostim australiano Cherax quadricarinatus (LOPEZ-GRECO et
al., 2007; AN et al., 2011). Também de forma semelhante a Ch. quadricarinatus, o tipo de
célula da linhagem germinativa encontrada em um I6bulo € independente do tipo encontrado
nos lébulos adjacentes, dizendo-se entdo que a maturagc@o ocorre de forma assincronica entre os
I6bulos, mas apresenta sincronia dentro de um mesmo l6bulo (KROL et al., 1992).

As células acessoérias (também chamadas de células enfermeiras, células nutritivas,
células foliculares, células de Sertoli (KROL et al., 1992)) ajudam a sustentar as células germina-
tivas durante a sua maturacao e em algumas espécies foi reportada como sendo responsédvel pela
formac¢ao do lumen do ducto coletor (KROL et al., 1992). Nao foram encontradas evidéncias de
que o epitélio escamoso do testiculo de C. sclopetarius e de C. symmetricus apresentem atividade
secretora. E mais provavel que as células acessérias que se apresentam em proximidade com o
ducto coletor sejam responsdveis pela formacao da S1 que posteriormente serd empacotada junto
com o0s espermatozoides no interior do espermatéforo.

Apenas espermatozoides maduros sdo encontrados nos ductos coletores de C. sclo-
petarius e C. symmetricus o que difere do observado por alguns autores para outros crustaceos
em que espermadtides sdo lancadas no ducto coletor e completam a maturacao ao longo do duco
coletor e dos vasos deferentes (KROL e al., 1992; ERKAN et al., 2009a; STEWART et al.,
2010). Também nao foram observadas diferencas entre os espermatozoides presentes nos ductos
coletores e nos espermat6foros da regido distal do vaso deferente.

A ultraestrutura de espermatozoides de crustidceos tem sido amplamente utilizada
na taxonomia do grupo (TUDGE, 1997; TUDGE, 2009). Embora algumas caracteristicas
apomorficas do género Clibanarius como o anel do perforatorium (TUDGE, 1997) possam ser
observadas com microscopia de luz, essa técnica nao se mostrou eficiente para observagdo de
estruturas importantes nas andlises filogenéticas como a forma dos bragos citoplasmaticos e

conteddos do citoplasma e nicleo (TUDGE, 1997; TUDGE, 2009).
5.2.2 Vasos deferentes

A parede do vaso deferente proximal de C. sclopetarius e C. symmetricus € composta
por um epitélio colunar alto e uma camada externa de tecido conjuntivo, como a descri¢ao
generalizada para décapodes (KROL ez al., 1992). Uma subdivisdo em uma porg¢ao inicial e

uma final do VDP também € descrita para o Portunideo Callinestes danae (ZARA et al., 2012).
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Entretanto a diferencia¢do nessa espécie € marcada por um aumento na secre¢do de componentes
da parede do espermat6foro e ndo por uma mudanca do tipo de material secretado como em C.
sclopetarius e C. symmetricus.

Assim como em muitas outras espécies de crusticeos (KROL et al., 1992; SUBRA-
MONIAM, 1993), os espermat6foros comegam a ser formados no VDP. Em Ca. tibicen, o VDP
j& contém ampolas esféricas ligadas por pedestais (AMADIO; MANTELATTO, 2009) e em Pe.
diogenes os todas as estruturas do espermatéforos ja estdo formadas no vaso deferente proximal,
sendo observado apenas um alongamento do pedinculo nas regides seguintes (BURANELLLI;
MANTELATTO, 2012). Em contraste com o observado para essas espécies, no VDP de C. sclo-
petarius € C. symmetricus os espermatoforos se apresentam apenas como tubos continuos sem
haver separacdo em ampolas ou formagdo de outras estruturas do espermatéforo. As observacoes
de Santos e Mantelatto (2011) também confirmam isso para C. sclopetarius.

Na transicao entre o VDP e o VDM, os espermatéforos sdo moldados em pequenos
pacotes, formando as ampolas. Isso também foi observado para P. eremita (TIRELLI et al.,
2010) e C. erythropus (TIRELLI et al., 2007). Nessas espécies, ao longo do VDM sao formadas
o pedestal e a haste do espermat6foro, estruturas que estdo ausentes em C. sclopetarius e C.
symmetricus. No VDM das espécies estudadas aqui, € formada uma secrecdo, chamada aqui
de S4, de material proteico semelhante a parede do espermatdforo, exceto pela auséncia de
fibras coldgenas. Seria possivel argumentar que essa secre¢do ¢ adicionada a estrutura do
espermatoforo, como observado materiais produzidos pelo VDM de Clibanarius erythropus,
Pe. diogenes, Ca. tibicen, P. eremita, Eupagurus hertihurdus e D. asper (TIRELLI et al., 2007,
AMADIO; MANTELATTO, 2009; BURANELLI; MANTELATTO, 2012; TIRELLI et al.,
2010; SUBRAMONIAM, 1993). O que poderia ser fortalecido pela coloracao diferencial entre
as projecgoes laterais e as ampolas com o Rosa Bengala no espermatéforos de C. symmetricus.
Entretanto, essa diferenca na coloragdo é mais provavelmente consequencia do acimulo de
espermatozoides e S1 que é maior nas ampolas. E mais provavel que as projecdes laterais dos
espermatoforos de C. sclopetarius e C. symmetricus seja formada pela prépria SW produzida no
VDP, através da atividade muscular que molda os espermatéforos em ampolas, sendo a S4, uma
das secrecdes seminais que se liga aos espermatéforos e ajudam a fixd-los no corpo das fémeas
apos a copula.

Em algumas espécies de crustdceos, 0 VDD nao contem espermatéforos, tendo a

funcdo apenas de produzir secregdes seminais (KROL et al., 1992; MOYANO et al., 2010;
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BECKER et al., 2013). Em outras, foi reportado que o VDD tem a fun¢do apenas de armazenar
os espermat6foros e expulsa-los no momento da cépula (TIRELLI et al., 2007; AMADIO;
MANTELATTO, 2009; BURANELLI; MANTELATTO, 2012; TIRELLI et al., 2010), mas
alguns desses estudos buscavam investigar apenas a formacao do espermatdforo, sem observacoes
sobre outros materiais secretados. Em C. sclopetarius e C. symmetricus o VDD armazena os
espermat6foros maduros, mas também produz uma nova secre¢ao que € adicionada as secrecdes
seminais.

Hess e Bauer (2002) ao estudar a cépula entre individuos de C. vitattus descreve
uma secrec¢do seminal formada por uma material opaco, mucoso e adesivo que ajuda a manter os
espermatoéforos ligados ao corpo da fémea até que elas liberem os 6vulos que passam por essa
massa espermatoforico, causando a abertura dos espermatéforos e liberacio dos espermatozoides.
Aqui nés observamos que a massa espermatoférica é formada pelos espermatéforos e pelo
menos mais quatro secre¢oes (S3, S4, S5 e S6) que formam os fluidos seminais. Estudos mais
detalhados precisariam ser feitos para conhecer qual a fungdo especifica de cada uma dessas
secre¢des no momento da copula, mas a disposi¢do da S4, sempre unida a por¢ao mais basal dos
espermatéforos a torna candidata mais provavel a ser a principal responsavel pela ligagao dos
espermatéforos ao corpo das fémeas. As demais secegdes sdo atribuidas as funcdes de: a) ajudar
na saida da massa espermatoférica através dos gondporos, b) prover uma meio extra de prote¢ao

dos espermatdforos e c) ajudar a S4 nessa funcdo de ligacao ao corpo das fémeas.
5.2.3 Espermatoforos

O espermatéforos de C. sclopetarius e C. symmetricus consistem em apenas um
cordao de ampolas ligadas umas as outras por projecdes laterais. O mesmo foi observado para
C. sclopetarius por Santos e Mantelatto (2011). O espermatéforo de C. symmetricus ainda nao
havia sido descrito desde a sua desambiguacdo com C. vitattus por Lemaitre et al. (2014).

Os espermatéforos tipicos da familia Diogenidae consistem em uma ampola que
contem os espermatozoides, um pedunculo ou haste longo e fino e um pedestal (TUDGE, 1991).
Espermatéforos ndo pedunculados em Diogenidae foram observados em apenas quatro espécies
do género Clibanarius: C. longitarsus (UMA; SUBRAMONIAM, 1984), C. vitattus (HESS;
BAUER, 2002), C. sclopetarius (SANTOS; MANTELATTO, 2011) e C. symmetricus (Esse
estudo). Entretanto, a formacdo do corddo de espermatoforos em C. longitarsus é diferente

do observados nas outras trés espécies. Nestas, as ampolas s@o ligadas umas as outras por
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projecoes laterais da propria ampola, enquanto que em C. longitarsus Uma e Subramoniam
(1984) descrevem um cordao gelatinoso que se insere numa invaginagao central na base dos
espermat6foros mantendo estes ligados. Portanto, a morfologia do espermat6foro revela uma
proximidade entre C. sclopetarius, C. symmetricus e C. vitattus, mas o padrao niao pedunculado
de C. longitarsus parece ter evoluido independentemente do dessas trés espécies, diferente do
proposto por Santos e Mantelatto (2011).

Entre C. sclopetarius e C. symmetricus nao foi observada nenhuma diferenca mar-
cante na morfologia do espermatéforo. No método utilizado foi observada a morfologia apenas
de espermatdforos ja ejaculados encontrados proximo ao gondporo de alguns poucos individuos.
O baixo numero nao permitiu uma comparagdo adequada entre os caracteres morfométricos
dos espermat6foros entre as duas espécies. Parece haver uma diferenca no nimero de esper-
matozoides por espermat6foro, mas o método utilizado ndo era adequado para a contagem de
espermatozoides com precisdo. Estudos futuros com os espermatoforos de C. sclopetarius e C.
symmetricus devem ser conduzidos para esclarecimento dessas lacunas.

A func¢do do pedinculo dos espermat6foros de caranguejos-ermitdes nao € clara.
De acordo com Subramoniam (1993) o pedinculo pode ajudar no alcance dos ovocitos no
momento em que eles saem dos gondporos femininos e passam pela massa espermatoforica.
Em Diogenidae, a massa espermatoférica € depositada no corpo das fémeas ou no interior das
conchas de gastropodes que elas utilizam (TUDGE, 1991). Nesse caso, talvez a presenca de um
espermatoforo pedunculado seja mais necessaria. Em C. vitattus Hess e Bauer (2002) observaram
que a massa espermotofdrica € depositada diretamente sobre o corpo da fémeas, préximo aos
gondporos femininos. E provavel que a cépula em C. sclopetarius e C. symmetricus ocorra da
mesma forma que ocorre nessa espécie, baseado na proximidade entre elas e nas caracteristicas

em comum da morfologia dos gondporos e dos espermatoforos entre as trés espécies.
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6 CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

Os sistemas reprodutores masculinos de Clibanarius sclopetarius e C. symmetricus
sdo muito semelhantes. Consistem em um parte de testiculos e um par de vasos deferentes. A
morfologia dos gondporos e dos espermatéforos permitem inferir que a copulas do individuos
ocorre de forma semelhantes a de C. vitattus com a massa espermatoférica sendo depositada
diretamente sobre o corpo da fémea e ficando ligado a ela até a liberacdo dos ovdcitos para
fecundacao. Essa ligacdo € auxiliada pelas secre¢des do VD.

Estudos futuros devem buscar esclarecer algumas questdes como o mecanismo de
abertura dos gondporos e a formacao da linha lateral dos espermatéforos. Estudos com um
maior ndmero de espermatéforos sao importante para realizar um comparacao na morfologia do

espermat6foro entre as duas espécies.
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