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RESUMO

Estruturas reprodutivas sdo importantes ferramentas para estudos morfologicos
e evolutivos. Na presente tese, a ultraestrutura dos espermatozoides foi utilizada, em
conjunto com hipoteses filogenéticas moleculares atualmente aceitas, para avaliar a
evolucdo da morfologia em Decapoda (Capitulo 1) e na linhagem de camardes
semelhantes a peneideos (Capitulo 2). A principal conclusdo obtida no Capitulo 1 foi
que a condicdo uniestrelada de espermatozoides é resultante de evolugdo convergente
entre Pleocyemata e Dendrobranchiata. No Capitulo 2, o espermatozoide de
Farfantepenaeus brasiliensis foi investigado por microscopia eletrénica. Neste capitulo,
foi possivel concluir que o padrdo apresentado pela espécie é congruente com o
observado para Peneini, o qual provavelmente é o mais préximo daquele apresentado
pelo ancestral comum exclusivo de camardes semelhantes a peneideos. A capacitagdo
do espermatozoide de Farfantepenaeus paulensis foi investigada no Capitulo 3, sendo
demonstrado que as mudancas morfoldgicas do espermatozoide apds estocagem no
télico ocorrem principalmente no prd-ndcleo e na regido acrossomica. Nos Capitulos 4 e
5, 0 espermatdforo foi a estrutura reprodutiva investigada. No Capitulo 4, o processo de
regeneracdo foi avaliado em F. brasiliensis por meio de trés experimentos, sendo
concluido que a regeneracdo é gradual, a menos que ocorra muda, a qual acelera a
formagdo do espermatdforo. No Capitulo 5, foi avaliada a melanizagdo do
espermatoforo de F. brasiliensis por meio de um experimento. A melanizacdo do
espermatoforo de camardes geralmente € relacionada a patdgenos, estresse ou
degeneracgdo natural. No entanto, neste estudo € demonstrado que a melanizagcdo pode

ser resultante também de um processo inflamatorio decorrente da extrusdo manual.

Palavras-chave: Espermatozoides, Espermat6foros, Camarbes rosa, Morfologia da
reproducéo, Evolucdo da morfologia.



ABSTRACT

Reproductive structures are important tools for studies on morphology and
evolution. In this Thesis, the spermatozoal ultrastructure was used associated with
molecular phylogenetic hypotheses that are currently accepted to evaluate the evolution
of morphology in Decapoda (Chapter 1) and in the penaeid-like lineage (Chapter 2).
The main conclusion obtained in the Chapter 1 was that the unistellate condition of
decapod spermatozoa is result of convergent evolution between Pleocyemata and
Dendrobranchiata. In the Chapter 2, spermatozoal ultrastructure of Farfantepenaeus
brasiliensis was investigated using electron microscopy. In this chapter, the main
conclusion was that the spermatozoal pattern of F. brasiliensis is congruent with that
observed in Peneini, which is most likely the closest pattern to that of the exclusive
common ancestor of the penaeid-like lineage. Spermatozoal capacitation of F. paulensis
was investigated in the Chapter 3, in which was reported that the morphological
changes of spermatozoa primarily occur in nucleus and acrosomal region after stocking
of spermatophore into the thelycum. In the Chapters 4 and 5, the spermatophore was the
reproductive structure investigated. In the Chapter 4, regeneration was evaluated in F.
brasiliensis via results of three experiments and the conclusion was that this process is
gradual, unless that the molting occurs, which accelerates the formation of the new
spermatophore. In the Chapter 5, melanization was investigated in F. brasiliensis. This
process is usually related to pathogens, stress or natural degeneration. However, in the
study was demonstrated that the melanization may be also triggered by an inflammatory

process caused by manual extrusion method.

Keywords: Spermatozoa, Spermatophore, Pink shrimp, Morphology of reproduction,

Evolution of morphology.



INTRODUCAO GERAL

A reproducdo é um processo compartilhado por todos os seres vivos e esta
intrinsicamente relacionada a evolucédo, pois 0 sucesso de um organismo depende de o
mesmo se manter vivo por tempo suficiente para se reproduzir. O tipo sexuado €
amplamente desempenhado entre 0s animais e é caracterizado pela separacdo (gametas)
e recombinagdo (zigoto) do material genético. Este tipo de reproducdo contribui
decisivamente para a variabilidade genética das populacfes e seu sucesso no ambiente
constantemente mutavel (Brusca & Brusca 2003, Hickman et al. 2011).

Maturagdo sexual, producdo de gametas, corte e cOpula sdo exemplos de
processos reprodutivos associados a reproducdo sexuada (Brusca & Brusca 2003). A
diversidade de formas e processos envolvidos neste tipo de reproducdo representa um
amplo campo para estudos morfoldgicos, evolutivos e filogenéticos. Por exemplo, o
estudo da ultraestrutura dos espermatozoides tem sido aplicado em investigacdes
filogenéticas em varios grupos de animais, como platelmintos (Hendelberg 1986),
anelideos (Jamieson 1984, Musco et al. 2008), queliceriformes (Klann et al. 2009),
insetos (Lino-Neto & Dolder 2001), anfibios (Selmi et al. 1997, Garda et al. 2002),
répteis (Jamieson & Healy 1992, Vieira et al. 2007), peixes (Medina et al. 2003), etc.

Para a ordem Decapoda, as relacfes filogenéticas ainda sdo controversas
(Scelzo & Medina 2004). No entanto, € amplamente aceito que Decapoda é subdividida
nas subordens Dendrobranchiata e Pleocyemata (Brusca & Brusca 2003).
Dendrobranchiata inclui apenas animais em forma de camardes e seria formada por duas
superfamilias: Sergestoidea, a qual inclui as familias Luciferidae e Sergestidae; e
Penaeoidea, incluindo Aristeidae, Benthesicymidae, Penaeidae, Sicyoniidae e
Solenoceridae (Pérez-Farfante & Kensley 1997). Penaeoidea seria formada por duas

linhagens evolutivas distintas: a de camardes semelhantes a aristeideos, incluindo



Aristeidae, Benthesicymidae e Solenoceridae; e de camardes semelhantes a peneideos,
incluindo Penaeidae e Sicyoniidae (Chu et al. 2009, Ma et al. 2009). A subordem
Pleocyemata, por sua vez, é dividida em infra-ordens como Caridea e Stenopodidea que
incluem camardes e outras cinco que incluem caranguejos, ermitdes, lagostas, lagostins,
corruptos, etc, que ttm em comum a predominancia do habito demersal, formando o
grupo Reptantia (Brusca & Brusca 2003, Shen et al. 2013).

O emprego da morfologia dos espermatozoides em estudos sobre as relagdes
filogenéticas de Decapoda tem sido limitado pela falta de descri¢fes da ultraestrutura
dessas células para os grupos da ordem. Desta forma, as hipoteses atualmente aceitas
sobre as relacdes filogenéticas baseadas principalmente em analises moleculares tém
sido usadas em estudos morfologicos para investigar a evolugdo da ultraestrutura dos
espermatozoides (Klaus & Brandis 2011, Braga et al. 2013a).

Outro campo de investigacdo de estudos das ultraestruturas de espermatozoides
tem permitido o conhecimento da morfologia de processos reprodutivos como reacéo
acrossOmica, fertilizacdo, espermatogénese e capacitacdo (Dall et al. 1990, Braga et al.
2013a). A capacitacdo do espermatozoide é o processo no qual a célula sofre mudancas
ibnicas, bioquimicas e morfoldgicas apds um tempo em contato com o corpo da fémea,
adquirindo capacidade de fertilizacdo. Esse processo ocorre tanto em invertebrados,
como em vertebrados (Wikramanayake et al. 1992, Visconti et al. 1995, 1999). Em
Decapoda, a capacitagdo é observada até mesmo em espécies com fertilizagdo externa,
como observado em Penaeidae (Alfaro et al. 2007).

Os espermatozoides de peneideos sdao compactados em um envoltorio protetor
(espermatdforo), que abriga uma densa massa espermatica embebida em uma matriz
extracelular. Durante a copula, 0 macho transfere o espermatoforo para a fémea (Bauer

1991, Bauer & Cash 1991). Em espécies de telico fechado, o espermatdforo é estocado



internamente, enquanto naquelas de télico aberto, ele é aderido externamente. Apesar da
copula, a fertilizacdo é externa, pois as fémeas liberam simultaneamente os ovécitos e
0s espermatozoides na agua durante a desova. Com os movimentos dos pledpodes, as
fémeas misturam externamente os gametas, iniciando as interacdes entre eles (Dall et al.
1990). A capacitagdo tem sido observada em camarGes de télico fechado e aberto
(Wikramanayake et al. 1992, Alfaro et al. 2007).

Alguns peneideos sdo abundantes no litoral brasileiro, tais como
Farfantepenaeus paulensis (Pérez-Farfante, 1967) e Farfantepenaeus brasiliensis
(Latreille, 1987). Farfantepenaeus paulensis é distribuido de 1lhéus, Brasil, até Mar del
Plata, Argentina (D'Incao 1991). Enquanto, F. brasiliensis ocorre desde a Carolina do
Norte, EUA, até o Rio Grande do Sul, Brasil (Pérez-Farfante & Kensley 1997). O ciclo
de vida em ambas as espécies é caracterizado pela reproducéo e desova no oceano e
crescimento em areas estuarinas (Valentini et al. 1991).

Em suas principais areas de distribuicdo, ambas as espécies sdo importantes
recursos pesqueiros. O interesse comercial no camardo rosa € justificado pelos melhores
precos em comparacdo com o camardo branco Litopenaeus vannamei (Boone, 1931),
especialmente no mercado asiatico. Assim, F. brasiliensis € um dos principais camardes
capturados nas costas brasileira e mexicana, enquanto F. paulensis € um importante
pesqueiro no sul e sudeste do Brasil (Valentini et al. 1991, Almeida & D'Incao 1999,
Pérez-Castafieda & Defeo 2001).

Complementarmente & sua importancia para a pesca, F. paulensis e F.
brasiliensis sdo de interesse para aquicultura. Larvas de F. paulensis, por exemplo, tém
sido obtidas por meio da reproducdo em cativeiro desde a década de 80 no Brasil
(Marchiori & Boff 1983), existindo um pacote tecnoldgico desenvolvido para

maturacdo e desova da espécie (Peixoto et al. 2011). O dominio de técnicas de



reproducdo de F. paulensis viabilizou a producéo comercial em cercados no estuério da
Lagoa dos Patos na década passada (Poersch et al. 2006). Em contrapartida, o interesse
no cultivo de F. brasiliensis é mais recente e tem sido motivado por observacdes de
rusticidade as condicGes de cultivo, como, por exemplo, a inducdo gonadal de fémeas
por meio da ablagdo unilateral do peddnculo ocular (Braga et al. 2011). Tendo em vista
a rusticidade e outras caracteristicas, como a ampla distribuicdo latitudinal, o tamanho
maximo dos adultos maior do que de outros peneideos e taxas de crescimento
relativamente boas em comparagdo com outras espécies de Farfantepenaeus, a espécie
tem sido considerada uma potencial candidata para aquicultura (Gaxiola et al. 2010,
Braga et al. 2011). Porém, a falta de estudos sobre nutricdo e selecdo genética limita
atualmente a concretizacao do cultivo de F. brasiliensis.

Estudos morfoldgicos de gametas de Farfantepenaeus tém sido realizados na
Estacdo Marinha de Aquacultura do Instituto de Oceanografia da Universidade Federal
do Rio Grande (EMA-FURG) (Peixoto et al. 2002, 2003, Braga et al. 2013b). Estes
estudos sdo principalmente voltados para F. paulensis. Para F. brasiliensis, os primeiros
estudos morfoldgicos da reproducdo realizados na EMA-FURG estdo incluidos na
presente tese. No entanto, em outros centros de pesquisa tém sido realizados estudos
sobre aspectos morfolégicos da reproducdo de F. brasiliensis. Entre estes, foram
descritos previamente o comportamento da espécie durante a copula e uma escala de
maturagdo ovariana definida com base em caracteristicas morfo-histologicas (Brisson
1986, Quintero & Garcia 1998), sendo, portanto, limitadas as informacgdes sobre a
reproducéo de F. brasiliensis. Diante do exposto acima, a presente tese esta centrada no
estudo de aspectos morfoldgicos e evolutivos de estruturas reprodutivas de machos de

F. paulensis e F. brasiliensis, tais como espermatozoides e espermatoforos.



ESTRUTURA DA TESE

A presente tese é composta por cinco capitulos. Os trés primeiros tratam sobre
aspectos morfoldgicos e evolutivos do espermatozoide de F. paulensis e F. brasiliensis.
Nos outros dois, aspectos morfoldgicos do espermatéforo de F. brasiliensis sdo
abordados. Uma breve descricdo destes capitulos € apresentada abaixo.

No Capitulo 1, a diversidade e a evolucdo dos espermatozoides uniestrelados
de Decapoda sdo abordadas. A morfologia do espermatozoide de F. paulensis, Unica
espécie de Farfantepenaeus até entdo estudada, esta incluida neste capitulo. O capitulo é
parte de uma revisdao mais abrangente publicada no peridédico Zoomorphology no ano de
2013. No Capitulo 2, a ultraestrutura do espermatozoide de F. brasiliensis é descrita,
relacionando-a a evolucdo da morfologia na linhagem de camarfes semelhantes a
peneideos. O manuscrito correspondente a este capitulo encontra-se submetido para
publicacdo no periddico Arthropod Structure & Development. No Capitulo 3, a
morfologia da capacitacdo do espermatozoide de F. paulensis ap6s a estocagem do
espermatdforo no télico € descrita. No Capitulo 4, a regeneracdo do espermatéforo de F.
brasiliensis é descrita, sendo avaliado o efeito da muda nesse processo. No Capitulo 5, a
ocorréncia da melanizagdo hemocitica do espermatdéforo de F. brasiliensis ocasionada
pela extrusdo manual € demonstrada histologicamente.

Ap0s os capitulos, sdo apresentadas Conclusfes Gerais, nas quais 0s aspectos
morfologicos e evolutivos das estruturas reprodutivas consideradas na presente tese sao

concluidos de maneira integrada.



OBJETIVOS

Geral:

Avaliar aspectos morfologicos e evolutivos dos espermatozoides e
espermatdforos de F. paulensis e F. brasiliensis.

Especificos:

1. Analisar a evolugdo da morfologia de espermatozoides uniestrelados de
Decapoda.

2. Descrever a ultraestrutura do espermatozoide de F. brasiliensis,
relacionando-a com a evolucdo da morfologia na linhagem de camardes semelhantes a
peneideos.

3. ldentificar e descrever as mudangas morfolGgicas apresentadas pelos
espermatozoides de F. paulensis referentes ao processo de capacitacdo apos a
estocagem do espermatdforo no télico.

4. Avaliar a regeneracdo do espermatdforo de F. brasiliesis e o efeito da muda
neste processo.

5. Avaliar a melanizacdo do espermat6foro de F. brasiliensis apds sucessivas

extrusdes manuais.



HIPOTESES

Abaixo seguem as hipoteses de trabalho estabelecidas na presente tese:

i) A condicdo uniestrelada do acrossoma é resultante de evolugdo convergente
entre Dendrobranchiata e Pleocyemata;

ii) A ultraestrutura do espermatozoide de F. brasiliensis é congruente com o
padrdo generalizado de Peneini, sendo este 0 mais préximo daquele apresentado pelo
ancestral comum exclusivo da linhagem de camardes semelhantes a peneideos;

iii) O espermatozoide de F. paulensis sofre mudancas morfoldgicas ap6s a
estocagem do espermatdforo no télico;

vi) A regeneracdo do espermatoforo de F. brasiliensis € um processo gradual
afetado pela muda.

v) A melanizacdo do espermatoforo de F. brasiliensis pode ser decorrente de

um processo inflamatério ocasionado pela extrusdo manual.
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CAPITULO 1

EVOLUCAO DA MORFOLOGIA DE ESPERMATOZOIDES

UNIESTRELADOS DE DECAPODA!

'Artigo publicado: BRAGA, A, CL NAKAYAMA, LH POERSCH & W
WASIELESKY. 2013. Unistellate spermatozoa of decapods: comparative evaluation
and evolution of the morphology. Zoomorphology, 132: 261-284.
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INTRODUCAO

O padrdo morfoldgico dos espermatozoides de Decapoda é Unico entre 0s
demais grupos de animais. Os espermatozoides de decapodes sdo desprovidos de flagelo
e, por isso, ndo apresentam motilidade. Ultraestruturalmente, esses espermatozoides séo
compostos de um corpo principal, o qual geralmente é dividido em regides acrossomica
e pré-nuclear formada por cromatina ndo condensada (Felgenhauer & Abele 1991,
Jamieson 1991, Jamieson & Tudge 2000, Tudge 2009).

Os espermatozoides de decapodes foram originalmente classificados como uni
ou multiestrelados (Medina 1994). Os multiestrelados sdo tipicos da subordem
Pleocyemata, exceto as infra-ordens Stenopodidea e Caridea. Assim, esse tipo de
espermatozoide é observado em caranguejos, siris, ermitdes, lagostas, lagostins, etc
(Felgenhauer & Abele 1991). O padrdo generalizado de um espermatozoide
multiestrelado consiste de véarios apéndices caracterizados por serem extensfes do
citoplasma e/ou do pré-nicleo, contendo, portanto, microtdbulos e/ou cromatina
(Jamieson 1991, Medina & Rodriguez 1992, Jamieson & Tudge 2000, Cuartas & Sousa
2007, Tudge 2009).

Os espermatozoides uniestrelados, por sua vez, ocorrem em carideos e nas
familias Penaeidae, Sicyoniidae e Solenoceridae (subordem Dendrobranchiata). Este
tipo de espermatozoide de Decapoda é caracterizado por apresentar um Unico apéndice
acrossdmico e que, portanto, ndo € continuo com o citoplasma nem com o pro-nucleo
(Lynn & Clark 1983b, Shigekawa & Clark 1986, Clark & Griffin 1988).

A ultraestrutura dos espermatozoides das familias dendrobranquiatas
Benthesicymidae e Luciferidae ainda ndo é conhecida. Essa limitacdo impede a

confirmacdo de quais e quantos sdo os padrdes morfoldgicos apresentados por
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decapodes. No entanto, é sabido que no minimo um padrdo destoante de multi e
uniestrelado ocorre em Decapoda. Por exemplo, os espermatozoides de Stenopodidea e
das familias Aristeidae e Sergestidae (Dendrobranchiata) ndo apresentam apéndices
(Jamieson & Tudge 2000), evidenciando a necessidade de reconsideracdo da
classificacdo dos tipos morfoldgicos de espermatozoides de decapodes (Medina 1995a).

O estudo da ultraestrutura de espermatozoides tem sido aplicado em
investigacBes filogenéticas de crustdceos em geral. Um dos exemplos mais bem
sucedidos da aplicacdo do padrdo morfologico do espermatozoide em filogenia foi
aquele que sugeriu a inclusdo do entdo filo Pentastomida em Crustacea (Storch &
Jamieson 1992). Posteriormente, anélises morfoldgicas e moleculares corroboraram
Pentastomida como uma subclasse de Maxillopoda (Halanych 2004).

A maior parte dos estudos sobre ultraestrutura de espermatozoides de
decapodes tem investigado as relacdes de taxons multiestrelados. Por exemplo, Tudge
(1997) propds uma filogenia de Anomura, enquanto Tirelli et al. (2010) investigaram a
posicdo filogenética de espécies de Diogenidae (Anomura), ambos com base na
morfologia dos espermatdforos e dos espermatozoides. Guinot et al. (1994) propuseram
Podotremata como um grupo monofilético dentro de Brachyura baseados na
ultraestrutura dos espermatozoides. De maneira semelhante, outros autores investigaram
as relagOes filogenéticas em Anomura e Brachyura com base na ultraestrutura de
espermatozoides, tais como Jamieson & Tudge (1990), Jamieson (1994) e Jamieson et
al. (1995).

Em contrapartida, a falta de informagGes sobre a ultraestrutura de
espermatozoides uniestrelados tem inviabilizado investigagdes filogenéticas confiaveis.
A limitacdo de informacOes sobre espermatozoides uniestrelados pode ser

exemplificada pelo fato de ndo haver descri¢des da ultraestrutura de espermatozoides da
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tribo Trachypeneini (Penaeidae) disponiveis na literatura. Para esta tribo, apenas a
configuracdo externa do espermatozoide tem sido investigada por meio de microscopia
eletronica de varredura (Bauer & Min 1993, Alfaro et al. 2003).

Sobre os dados limitados de espermatozoides uniestrelados, Medina et al.
(2006b) comentam o qudo é dificultoso realizar uma analise filogenética apenas com
base em caracteres das células espermaticas. Essa limitacdo torna impraticivel a
execucdo de analises de parcimonia confidveis. Desta forma, estudos descritivos e
comparativos sdo necessarios para a formacdo de um banco de dados, que contribua
para a pesquisa das relagdes filogenéticas de decdpodes (Medina 1995a, Scelzo &
Medina 2004).

Medina et al. (2006b) recomendam também o uso integrado dos resultados de
analises moleculares com os de estudos morfologicos do espermatozoide, visando
melhorar o conhecimento da evolugdo da morfologia. Nesse sentido, o presente estudo
teve como objetivo analisar comparativamente a diversidade dos espermatozoides
uniestrelados, utilizando as relacdes filogenéticas entre decapodes atualmente aceitas

para investigar a evolucdo da morfologia desse tipo de espermatozoide.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo, padrées morfologicos dos espermatozoides uniestrelados
de Pleocyemata e Dendrobranchiata foram identificados por meio de descri¢bes da
morfologia interna ou externa da célula espermatica de 38 espécies disponiveis na
literatura. Dentre essas espécies, 17 eram de Pleocyemata e 21 eram de
Dendrobranchiata. Na Tabela 1.1, as espécies e fontes bibliograficas utilizadas neste

estudo, assim como a morfometria dos espermatozoides, estdo discriminadas.
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Tabela 1.1: Espécies consideradas no presente estudo e a morfometria de seus

espermatozoides.

Espécies Comprimento CO‘I'pO princigal Compﬁ@ento Fontes bibliograficas

total Comprimento Didmetro do espinho

Pleocyemata
Caridea
Procarididae
Procaris ascensionts Chace and Manning, 1972 28 - - 18 Felgenhauer ef al. (1988)
Atyidae
Paratya australiensis (Kemp, 1917) - - - - Jamieson & Tudge (2000)
Rhynchocinetidae
Rhynchocinetes typus H. Milne Edwards, 1837 - 14 30 53 Dupré & Barros (1983)
Rhynchocinetes uritai Kubo, 1942 - - - - Bauer & Thiel (2011)
Palaemonidae
Maerobrachium australiense Holthuis, 1950 - - 9-10 13-15  Butcher & Fielder (1994)
Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1879) - 4 9-10 12-15  Lynn & Clark (1983b)
Palaemon elegans De Man, 1892 - - - - Pochon-Masson (1969)
Palaemon serratus (Pennant, 1777) - - - - Papathanassiou & King (1984)
Palaemonetes kadiakensis (Rathbun, 1902) - - - - Felgenhauer ef al. (1988)
Palaemonetes paludosus (Gibbes, 1850) - - 10-12 12-14  Koehler (1979)
Hippolytidae
Exhippolysmata oplophoroides (Holthuis, 1948) - - - - Nunes et al. (2010)
Hippolyte inermis Leach, 1816 - - - - Cobos et al. (2011)
Hippolyte niezabitowskii d'Udekem d'Acoz, 1996 - - - - Manjon-Cabeza et al. (2011)
Hippolyte obliquimanus Dana, 1852 - 2-3 4-5 3-32  Terossietal (2012)
Lysmata wurdemanni (Gibbes, 1850) - - - - Bauer & Holt (1998)
Pandalidae
Pandalopsis japonica Balss, 1914 52-55 24-26 - 40-44  Kim et al. (2003)
Crangonidae
Crangon septemspinosa Braznikov, 1907 - - - - Arsenault et al. (1979)
Dendrobranchiata
Penaeidae
Parapeneini
Artemesia longinaris Spence Bate, 1888 6 - 34 25 Scelzo & Medina (2003)
Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846) 55 - 4.2 3 Medina (1994)
Penaeopsis serrata Spence Bate, 1881 6.37 - 3.49 3.36 Medina et al. (1994a)
Peneini
Farfantepenaeus paulensis (Pérez Farfante, 1967) 10.71 * 5.56 5.15 Braga et al. (2013b)
Fenneropenaeus chinensis (Osbeck, 1765) - * - - Kang ef al. (2008)
Fenneropenaeus indicus (H. Milne Edwards, 1837) - * - 5-7 Mohamed & Diwan (1993)
Litopenaeus occidentalis (Streets, 1871) - * 4 3 Alfaro et al. (2003)
Litopenaeus schmitti (Burkenroad, 1936) - - - - Fernandes (2013)
Litopenaeus stylirostris (Stimpson, 1871) - * 6.5 - Alfaro et al. (2007)
Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) - * 4-3 - Alfaro et al. (2007)
Marsupenaeus japonicus (Spence Bate, 1888) 79 * 4.7 4 Medina et al. (1994b)
Penaeus kerathurus (Forskal, 1775) 5 * 29 2.5 Medina et al. (1994b)
Penaeus monodon Fabricius, 1798 - * - - Pongtippatee ef al. (2007)
Trachypeneini
Trachypenaeus byrdi Burkenroad, 1934 - 6 - 35 Alfaro et al. (2003)
Trachypenaeus similis (Smith, 1885) - - - - Bauer & Min (1993)
Xiphopenaeus riveti Bouvier, 1907 - 11-12 - 4 Alfaro et al. (2003)
Sicyoniidae
Sicyonia carinata (Briinnich, 1768) 6.54 * 3.4 3.01 Medina et al. (1994a)
Sicyonia ingentis (Burkenroad, 1938) - * 3 3 Clark & Griffin (1988)
Solenoceridae
Solenocera membranacea (Risso, 1816) 45 * 2.55 2.06 Medina et al. (2006b)
Solenocera africana Stebbing, 1917 - * - - Medina ef al. (2006b)
Pleoticus muelleri (Spence Bate, 1888) 3.95 * 2.18 1.90 Medina ef al. (2006b)

A tabela é composta apenas por dados descritos pelos autores nos seus estudos.
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*Espermatozoide esférico, logo o comprimento do corpo corresponde ao diametro.

Para a analise da evolugdo da morfologia, um cladograma foi construido com
base nas seguintes hipoteses filogenéticas para Decapoda disponiveis na literatura:

a) Monofilia de Reptantia (Bracken et al. 2009, Shen et al. 2013);

b) Monofilia de Stenopodidea (Fransen & De Grave 2009);

c) Caridea € mais basal do que Stenopodidea (Shen et al. 2013);

d) Separacdo da superfamilia Procaridoidea de Caridea, formando uma infra-
ordem basal de Pleocyemata, Procarididea (Bracken et al. 2010);

e) Monofilia de Sergestoidea (Tavares et al. 2009);

f) Duas linhagens evolutivas distintas dentro de Penaeoidea: camarfes
semelhantes a aristeideos, incluindo Solenoceridae (mais basal), Benthesicymidae e
Aristeidae (mais derivado); e camardes semelhantes a peneideos, incluindo Penaeidae
(mais basal) e Sicyoniidae (mais derivado) (Ma et al. 2009).

A partir dessas relacdes filogenéticas, hipdteses sobre a evolucdo da
morfologia do espermatozoide foram inferidas com base nos principios de sistematica

filogenética.

RESULTADOS
Diversidade morfoldgica dos espermatozoides uniestrelados

Dentre 0s espermatozoides uniestrelados considerados no presente estudo,
quatro tipos morfolégicos generalizados relacionados ao formato do corpo principal
foram identificados: (1) em forma de taca invertida, como observado em todos
Pleocyemata uniestrelados estudados; (2) esféricos observados em Sicyoniidae,
Solenoceridae e Peneini; (3) abaulados, tipico de Parapeneini; (4) e alongados em
Trachypeneini. Os quatro padrdes morfologicos de espermatozoides uniestrelados estéo

ilustrados na Figura 1.1.
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Figura 1.1: Diversidade de espermatozoides uniestrelados. (A-B) Espermatozoides em
forma de taca invertida. (C-E) Espermatozoides esféricos. (F) Espermatozoide abaulado.
(G) Espermatozoide alongado. (A) Pandalopsis japonica (modificado de Kim et al.
20003). (B) Macrobrachium rosenbergii (modificado de Lynn & Clark 1983b). (C)
Sicyonia ingentis (modificado de Shigekawa & Clark 1986). (D) Solenocera
membranacea (modificado de Medina et al. 2006b). (E) Farfantepenaeus paulensis
(modificado de Braga et al. 2013b). (F) Artemesia longinaris (modificado de Scelzo &
Medina 2003). (G) Xiphopenaeus riveti (modificado de Alfaro et al. 2003).

Além da forma de taca invertida do corpo principal, os espermatozoides
uniestrelados de Pleocyemata apresentam o pré-nucleo cdncavo. Esta regido é composta
por cromatina ndo condensada, o que atribui uma aparéncia floculada. O envoltério pro-
nuclear pode estar ausente ou apresentar rupturas parciais. O citoplasma corresponde a
uma regido entre o pro-nlcleo e a base do espinho e € geralmente composto por
vesiculas e lamelas. Mitocondrias e centriolos podem estar presentes. A regido
acrossdbmica € composta por um capuz acrossdbmico que projeta anteriormente o
espinho. O material que compde o0 capuz e o0 espinho varia entre as espécies, podendo

ser estrias transversais, fibras radiais, granulos ou estruturas tubulares. Porém, em uma
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mesma espécie, esse material € sempre homogéneo entre capuz e espinho, por isso 0
acrossoma de espermatozoides uniestrelados de Pleocyemata néo é zoneado.

Apesar da distingdo dos espermatozoides uniestrelados de Dendrobranchiata em
trés tipos basicos (esférico, abaulado e alongado), estes se diferenciam daqueles
uniestrelados observados em Pleocyemata. Por exemplo, a ruptura do envoltorio pro-
nuclear é sempre total e o pro-nucleo é esférico ou ovoide. O citoplasma é composto por
lamelas e vesiculas, como em Pleocyemata. Porém, em dendrobranquiatas, esta regido é
uma fina camada perinuclear e organelas nunca estao presentes. A regido acrossémica é
zoneada em vesicula acrossdmica e regido subacrossémica, formados por material
heterogéneo. A vesicula acrossémica é dividida em capuz acrossémico, que se estende
lateralmente ao corpo principal, e 0 espinho, que é projetado a partir da regido central
do capuz acrossébmco. A regido subacrosomal é localizada entre o pré-ndcleo e a base
do espinho. As semelhancas e diferencas observadas entre espermatozoides

uniestrelados em pleociematas e dendrobranquiatas estdo listadas na Tabela 1.2.

Tabela 1.2: Principais caracteres dos espermatozoides uniestrelados de Pleocyemata e

Dendrobranchiata.

Pleocyemata

Dendrobranchiata

Formato do corpo

Formato do pré-nucleo
Envoltério pro-nuclear
Estado da cromatina
Localizagdo do citoplasma
Composicéo do citoplasma
Organelas

Complexidade da regido acrossémica

Forma de
taca invertida

Cobncavo

Ruptura parcial
ou total

Nao condensada

Entre pré-nucleo e
espinho

Lamela e vesiculas
Podem estar presentes

Simples

Esférico, abaulado
ou alongado

Esférico ou ovoide

Sempre ruptura
total

N&o condensada
Perinuclear
Lamela e vesiculas
Sempre ausentes

Zoneada
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Outra diferenca marcante observada entre espermatozoides uniestrelados de
Pleocyemata e Dendrobranchiata esta relacionada & morfometria. As espécies estudadas
de pleociematas apresentam espermatozoides maiores do que as dendrobranquiatas.
Adicionalmente, na maioria dos pleociematas o comprimento do espinho € duas ou trés
vezes maior do que o do corpo. Dentre os dendrobranchiatas, os comprimentos do corpo
principal e do espinho sdo geralmente proporcionais. Excec¢do deste padrdo é observada
para Trachypeneini, na qual o corpo principal corresponde a duas ou trés vezes ao

comprimento do espinho, como resultado da forma alongada do primeiro (Tab. 1.1).

Evolucéo de espermatozoides uniestrelados em Decapoda
Na Figura 1.2 estd demonstrado o cladograma construido a partir das hipéteses
filogenéticas consideradas no presente estudo. No cladrograma foram incluidas as

apomorfias identificadas neste estudo para cada grupo.

Trachypeneini

0 Parapeneini
. . (corpo principal - e
Aristaeopsis alongado) (corpo principa Sicyoniidae
abaulado) s

Aristaeomorpha
(sem acrossoma***)

(corpo principal
Peneini esférico)
(corpo principal
esférico)

Aristeus
(acrossoma esférico)

Solenoceridae Penacidae
Aristeidae (espinho*, esférico e
(sem apéndices) acrossoma zoneado)
< . Stenopodidea lﬁgp?gat(;ag*
Semelhantes & peneideos (sem acrossoma***)  (multiestrelados™*)

~ < Normaeagesr (espinho* e acrossoma zoneado) :

Semelhantes a aristeideos Caridea
(espinho* e

acrossoma ndo zoneado)

Sergestes
Peisos (sem acrossoma***) Procarididea

. ot * o
(acrossoma semelhante. Penaeoidea ) ”(L.spm!w o
ao de multiestrelados**) agtossoma:niBo zoneado)
Sergestoidea.

(sem apéndices)

Dendrobranchiata  Pleocyemata

Espermatozoide
com acrossoma

Figura 1.2: Evolucdo de espermatozoides uniestrelados de Decapoda. Evolucgéo
convergente entre Pleocyemata e Dendrobranchiata (*); Peisos e Reptantia (**); e

Stenopodidea, Sergestes e Aristeidae (***).
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DISCUSSAO

A ultraestrutura do espermatozoide € amplamente diversa entre os decépodes.
No entanto, alguns padrdes morfolégicos podem ser observados. Por exemplo, Medina
(1995b) relata que a ruptura parcial ou total do envoltdrio pré-nuclear e a auséncia de
flagelo s@o simplesiomorfias de Decapoda. Tudge (2009) enumera outras caracteristicas
dos espermatozoides de decapodes: (1) auséncia de motilidade como consequéncia da
auséncia do flagelo; (2) origem da vesicula acrossémica a partir do reticulo
endoplasmatico, diferentemente de todos 0s outros grupos animais, cujo acrossoma se
origina do complexo de Golgi; (3) proteina pré-nuclear Unica entre os animais; (4) pro-
nacleo composto por fibras de cromatina heterogéneas, filamentosas e difusas; (5)
auséncia de mitocondrias.

Os espermatozoides uniestrelados de Pleocyemata e Dendrobranchiata
investigados no presente estudo obviamente compartilham os caracteres tipicos de
decapodes. No entanto, algumas diferencas sdo observadas entre os espermatozoides
desses grupos, como sumarizado na Tabela 1.2. Por exemplo, o espinho ndo parece ser
homdlogo entre pleocyematas e dendrobranchiatas. Nos primeiros, o espinho €
homogéneo ao capuz acrossémico, enquanto nos dendrobranchiatas ele é composto de
material diferente do restante da regido acrossomica (Jamieson 1991, Jamieson & Tudge
2000). Desta forma, a hipdtese de que o espinho, que caracteriza a condicao
uniestrelada, € resultante de convergéncia evolutiva entre pleociematas e
dendrobranquiatas deve ser considerada.

A hipdtese de homoplasia para explicar a condigdo uniestrelada em
pleociematas e dendrobranquiatas seria corroborada pelo fato de que considerar esta
condicdo como apormorfia de um hipotético clado Caridea-Dendrobranchiata,

implicaria em Pleocyemata parafilético. No entanto, a monofilia tanto de
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Dendrobranchiata quanto de Pleocyemata tem sido amplamente aceita (Martin & Davis
2001, Ahyong & O'Meally 2004, Tsang et al. 2008, Bracken et al. 2009, Toon et al.
2009, Shen et al. 2013).

Os espermatozoides uniestrelados de Pleocyemata apresentam alguns
caracteres também observados em multiestrelados, tais como a presenca eventual de
centriolos na base do acrossoma e citoplasma localizado entre a regido anterior do pro-
nacleo e a base do acrossoma. Esses caracteres compartilhados suportam certa relacdo
entre 0s membros de Pleocyemata. No entanto, além do espinho, apomorfias séo
observadas nos espermatozoides uniestrelados de Pleocyemata, como por exemplo, o
pré-ndcleo concavo (Jamieson 1991, Medina 1994, 1995a, Jamieson & Tudge 2000,
Tudge 2009). Adicionalmente, Caridea apresenta um processo de fertilizacdo Unico
entre os decapodes, no qual ndo ha reacdo acrossémica visivel e o espermatozoide
inteiro € incorporado no ovdcito (Lynn & Clark 1983a, Barros et al. 1986, Chow &
Sandifer 2001). Essas caracteristicas sdo evidéncias relacionadas & ultraestrutura do
espermatozoide que corroboram que Caridea € uma linhagem evolutiva independente
dentro de Decapoda (Medina 1994, 1995a, Jamieson & Tudge 2000), reforcando a
hipo6tese de convergéncia evolutiva entre os espermatozoides uniestrelados.

Enguanto a monofilia dos principais taxons de decapodes tem sido corroborada
por analises morfologicas e moleculares, o posicionamento evolutivo dos grupos tem
sido bastante controverso. A maioria dos autores tem concordado com a posi¢do basal
de Dendrobranchiata, enquanto a posicdo de Stenopodidea e Caridea tem demandado
maior debate (Schram 2001, Ahyong & O'Meally 2004, Tsang et al. 2008, Bracken et
al. 2009, Fransen & De Grave 2009, Toon et al. 2009). No entanto, recentemente Shen
et al. (2013) analisaram a filogenia de decapodes usando genomas mitocondriais de 50

especies e sugeriram que Caridea é mais basal do que Stenopodidea. A relagéo evolutiva
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entre os decapodes atualmente aceita (Shen et al. 2013), com Dendrobranchiata
(espermatozoides uniestrelados ou sem acrossoma) e Caridea (uniestrelados) mais
basais do que Stenopodidea (sem acrossoma) e Reptantia (multiestrelados), é importante
para avaliar a evolucdo da morfologia do acrossoma em decépodes.

H& controvérsias para suportar a condigdo sem acrossoma como plesiomorfia
ou apomorfia de decdpodes. Inicialmente, a auséncia de acrossoma foi sugerida como
plesiomdrfica com base no fato de que essa condicdo € compartilhada por
Euphausiacea, Stenopodidea e alguns Dendrobranchiata (Aristeidae e Sergestidae)
(Medina 1995a). Conforme essa hipotese, esta condigdo seria plesiomorfica para
Eucarida, uma vez que analises filogenéticas indicavam que os ancestrais de decapodes
eram semelhantes a eufausiaceos. Adicionalmente, a hipétese de que o espermatozoide
do ancestral de decépodes possuia acrossoma e de que houve a perda independente do
acrossoma em varias linhagens evolutivas de Eucarida (menos parcimoniosa) parecia
improvavel (Medina 1995a, b, Jamieson & Tudge 2000). Entretanto, com base nos
resultados de analises moleculares do inicio da década passada foi sugerido que
Euphausiacea ¢ mais relacionada filogeneticamente com Peracarida do que com
Decapoda (Jarman et al. 2000, Richter & Scholtz 2001). Além disso, perdas repetidas
do acrossoma tém sido descritas em varias linhagens evolutivas independentes de
crustaceos (Jamieson 1991). Desta forma, a possibilidade de que a condicdo sem
acrossoma represente uma apomorfia dentro de Decapoda foi considerada (Medina et al.
20064, b).

Resultados recentes de anélises filogenéticas de decapodes tém provido novos
argumentos para essa discussdo. Por exemplo, Bracken et al. (2010) propuseram a
separacdo da superfamilia Procaridoidea de Caridea, formando uma infra-ordem

separada de Pleocyemata (Procarididea). A estrutura acrossomica ndo zoneada
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observada no espermatozoide de Procaris ascensionais Chace & Manning, 1972 parece
homologa com aquela descrita para os demais espermatozoides uniestrelados de
Pleocyemata, isto é, para Caridea (Felgenhauer et al. 1988, Jamieson & Tudge 2000).
Desta forma, a presenca de um acrossoma nas linhagens evolutivas independentes mais
basais de Decapoda (Dendrobranchiata, Procarididea e Caridea) corrobora a hipdtese de
que o espermatozoide original desta ordem tinha um acrossoma. Logo, a auséncia do
acrossoma seria apormorfica para Decapoda e uma homoplasia resultante de evolucéao
convergente entre Stenopodidea, Aristeidae e Sergestidae, como previamente sugerido
por Scelzo & Medina (2004).

A respeito do reconhecimento de Procaridoidea como uma infra-ordem de
Caridea (Bracken et al. 2010), sob a Otica da ultraestrutura do espermatozoide, é
importante ressaltar que, apesar do acrossoma homdlogo com Caridea, o
espermatozoide de P. ascensionis possui cristas fibrosas na margem posterior do corpo
principal como apomorfia da espécie (Felgenhauer et al. 1988). O espermatozoide de P.
ascensionis é o0 Unico descrito ultraestruturalmente dentre o0s representantes de
Procaridoidea. Desta forma, mais estudos sdo necessarios para confirmar a apormorfia
do grupo em acordo com a hipdtese sugerida por Bracken et al. (2010) de que
Procaridoidea é uma linhagem evolutiva distinta de Caridea.

Para Dendrobranchiata, Medina (1995a) e Jamieson & Tudge (2000) tém
sugerido como simplesiomorfias: (a) cromatina filamentosa; (b) citoplasma perinuclear;
(c) auséncia de centriolos; (d) perda completa do envoltorio nuclear. Dentre 0s
representantes dessa subordem, apenas Penaeoidea apresenta espermatozoide
uniestrelado. Para Sergestoidea, apenas espermatozoides de Sergestidae sdo conhecidos
ultraestruturalmente e tém em comum entre eles a falta de apéndices acrossdmicos e/ou

pré-nucleares (Medina 1995a, Scelzo & Medina 2004). Burkenroad (1981) observou
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espermatozoides de Lucifer faxoni Borradaile, 1915 (Luciferidae) sob microscopia
Optica e relatou a auséncia de apéndices externos, como observado para sergestideos.
No entanto, a ultraestrutura do espermatozoide de Luciferidae permanece desconhecida.

Em Sergestidae, Sergestes arcticus Krayer, 1855 compartilha o espermatozoide
composto por uma célula ovoide com cromatina central circundado completamente pelo
citoplasma e auséncia de um acrossoma, como em algumas espécies de aristeideos,
Stenopodidea e Euphausiacea (Jamieson 1991, Jamieson & Tudge 2000, Tudge 2009).
Como discutido anteriormente, essa condicdo é provavelmente resultante de homoplasia
(Scelzo & Medina 2004).

Em contrapartida, um padrdo morfol6gico distinto é observado em outro
sergestideo. Em Peisos petrunkevitchi Burkenroad, 1945, o acrossoma estd disposto
concentricamente em torno de um perforatorio, dividindo-se em uma zona acrossémica
interna e outra externa. Adicionalmente, essa espécie apresenta um par de centriolos
apormofico na base do acrossoma (Scelzo & Medina 2004). Este tipo de configuracao
do acrossoma € bastante similar ao observado em alguns espermatozoides
multiestrelados, com a diferenca de que as multiplas armas prd-nucleares (apéndices)
ndo sdo observadas em P. petrunkevitchi (Jamieson 1991, Jamieson & Tudge 2000,
Scelzo & Medina 2004).

Jamieson (1991) sugere que a auséncia de armas é uma plesiomorfia de
Eucarida, o que indica que esta condi¢do foi mantida em P. pentrunkevitchi, apesar das
similaridades com o acrossoma de espermatozoides multiestrelados. Desta forma, assim
como ocorre para a perda do acrossoma, Scelzo & Medina (2004) sugerem que 0
acrossoma dividido em zona externa e interna em torno de um perforatorio em P.

pentrunkevitchi € resultante de evolugdo convergente com Reptantia.
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Para Penaeoidea, Ma et al. (2009) sugeriram a sua divisdo em duas linhagens
evolutivas independentes: camardes semelhantes a aristeideos (Aristeidae,
Benthesicymidae e Solenoceridae) e a peneideos (Penaeidae e Sicyoniidae). A
consequéncia dessa hipdtese na andlise da evolucdo da morfologia do espermatozoide é
que o acrossoma uniestrelado seria uma plesiomorfia de Penaeoidea, pois essa estrutura
parece homdloga em ambas as linhagens. Adicionalmente, a hipotese de duas linhagens
evolutivas de Penaeoidea sugere que o clado Solenoceridae-Penaeidae-Sicyoniidae,
originalmente proposto por alguns autores devido a presenca de um Unico apéndice de
origem acrossdémica (o espinho) (Medina 1995a, Scelzo & Medina 2004, Medina et al.
20063, b), seja na realidade parafilético.

Dentre 0s camardes semelhantes a aristeideos com espermatozoides
previamente estudados, Solenoceridae seria mais basal (Ma et al. 2009) e apresenta o
capuz acrossomico assimétrico lateralmente como apomorfia que distingue claramente
seus espermatozoides dos demais uniestrelados (Medina 1995a, b, Medina et al. 2006b).
Por outro lado, Aristeidae apresenta dois padrdes morfol6gicos, ambos apomdrficos
para Penaeoidea: um apresentado por espécies de Aristeus e caracterizado pela auséncia
do espinho, sendo o acrossoma esférico e o citoplasma subacrossémico (Demestre &
Fortufio 1992, Medina 1995b); o outro foi descrito para Aristaeopsis edwardsiana
(Johnson, 1868) e Aristaemorpha foliacea (Risso, 1827) e é caracterizado pela auséncia
do acrossoma, condigdo previamente discutida como resultante de evolugéo convergente
com Stenopodidea, Euphausiacea e Sergestidae (Scelzo & Medina 2004).

Na linhagem de camardes semelhantes a peneideos, Penaeidae seria mais basal
(Ma et al. 2009) e apresenta um espermatozoide constituido de um capuz acrossdmico
simétrico e uma regido subacrossdomica simples composta por material floculado

(Medina et al. 1994a, b, Braga et al. 2013b). Sicyoniidae, por sua vez, também
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apresenta capuz simétrico, porém a regido subacrossdmica € complexa e zoneada em
varias estruturas (Clark & Griffin 1988, Medina et al. 1994a). Desta forma, com base na
hipotese filogenética proposta por Ma et al. (2009), é provavel que o espermatozoide
uniestrelado em Penaeoidea tenha evoluido a partir de estruturas acrossémicas
simétricas lateralmente e simples para a assimetria do capuz em Solenoceridae e a

complexidade da regido subacrossdmica em Sicyoniidae.

CONCLUSOES

No presente estudo, € sugerido que o ancestral comum exclusivo de Decapoda
tinha o espermatozoide composto por um acrossoma. Mecanismos evolutivos
independentes convergiram para a condi¢cdo com um espinho projetado anteriormente de
origem acrossémica em alguns representantes de Dendrobranchiata e Pleocyemata.
Dentre os dendrobranquiatas uniestrelados, a linhagem de camardes semelhantes a
peneideos apresentam acrossoma simétrico lateralmente, sendo diferenciados pela
complexidade da regido subacrossémica, simples em Penaeidae e complexa em
Sicyoniidae. Na linhagem de camardes semelhantes a aristeideos, apenas Solenoceridae
apresenta acrossoma uniestrelado, porém esse apresenta uma assimetria lateral
apormorfica para Penaeoidea.

Dentre os pleociematas uniestrelados, as duas infra-ordens mais basais
compartilham espermatozoides uniestrelados, Procarididea e Caridea. O corpo principal
em forma de taga invertida e as estruturas acrossomicas ndo zoneadas diferenciam os
espermatozoides  uniestrelados de pleociematas daqueles observados em
dendrobranquiatas. A condi¢do ndo zoneada do acrossoma em Pleocyemata sugere que
0 espinho € uma estrutura andloga ao espinho de dendrobranchiatas, o qual seria,

portanto, resultante de evolucdo convergente.
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CAPITULO 2

EVIDENCIAS EVOLUTIVAS DA ULTRAESTRUTURA DO
ESPERMATOZOIDE DE Farfantepenaeus brasiliensis NA LINHAGEM DE

CAMAROES SEMELHANTES A PENEIDEOS (DECAPODA: PENAEOIDEA)*

'Artigo submetido: BRAGA, A, LA SUITA DE CASTRO, LH POERSCH & W
WASIELESKY. Phylogenetic significance of the spermatozoal ultrastructure of
Farfantepenaeus brasiliensis in the penaeid-like lineage (Decapoda: Dendrobranchiata).

Arthropod Structure & Development. Data da submisséo: 24 de novembro de 2013.
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INTRODUCAO

Recentes hipdteses sobre as relagdes filogenéticas de Penaeoidea foram
propostas por Ma et al. (2009) com base nas sequéncias do DNA de dois genes
nucleares codificadores de proteinas, fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e
subunidade alfa da Na/K ATPase (NaK). De acordo com os autores, Penaeoidea
divergiu em duas linhagens evolutivas distintas: camarfes semelhantes a aristeideos,
compreendendo as familias Aristeidae, Benthesicymidae e Solenoceridae; e camardes
semelhantes a peneideos, incluindo Penaeidae e Sicyoniidae. Chu et al. (2009)
comentaram que essas relacdes sdo fortemente congruentes com a radiacdo associada ao
habitat observada para Penaeoidea. Isto porque, Penaeidae e Sicyoniidae habitam
principalmente &guas costeiras, enquanto Aristeidae, Benthesicymidae e Solenoceridae
sdo principalmente distribuidos em ambientes bati ou mesopelagicos (Chu et al. 2009).

Na linhagem de camardes semelhantes a peneideos, Ma et al. (2009) relataram
que os niveis de divergéncia genética entre as trés tribos de Penaeidae (Peneini,
Parapeneini e Trachypeneini) e a familia Sicyoniidae sdo comparéveis aquelas entre
Aristeidae, Benthesicymidae e Solenoceridae. Desta forma, 0s autores sugeriram que,
para manter Sicyoniidae, as trés tribos de Penaeidae deveriam ser reconhecidas como
familias separadas de Penaeoidea, denominadas: Penaeidae, Parapenaeidae e
Trachypenaeidae. A monofilia de Trachypenaeidae no estudo de Ma et al. (2009) s6 é

confirmada com a excluséo de Trachypenaeopsis (Fig. 2.1).
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Aristeidae Sicyoniidae

Trachypenaeidae*

Benthesicymidae

7

Parapenaeidae

Solenoceridae
Penaeidae

Semelhantes a aristeideos Semelhantes a peneideos

Penaeoidea
|

Figura 2.1: Filogenia de Penaeoidea proposta por Ma et al. (2009). *A familia

Trachypenaeidae proposta pelos autores exclui Trachypenaeopsis.

De acordo com a filogenia proposta por Ma et al. (2009), os camardes
semelhantes a peneideos formariam um grupo diverso de camar@es marinhos (Dall et al.
1990); porém, pouco estudado quanto a ultraestrutura dos espermatozoides. Braga et al.
(2013a), por exemplo, listaram as espécies de Penaeidae e Sicyoniidae que foram
estudadas quanto a morfologia do espermatozoide. Apenas 17 espécies tém descri¢des
da morfologia externa ou interna dos espermatozoides disponiveis na literatura.

Andlises sobre a evolucdo do espermatozoide de camardes semelhantes a
peneideos ainda sdo inexistentes na literatura. Em adicdo, para Farfantepenaeus,
somente o0 espermatozoide de F. paulensis foi previamente investigado (Braga et al.
2013b). Assim, neste estudo, o espermatozoide de F. brasiliensis foi investigado,
visando aumentar o conhecimento da ultraestrutura de espermatozoide e seu significado
evolutivo para a morfologia em camardes semelhantes a peneideos. Apesar de Ma et al.
(2009) sugerirem a divisdo de Penaeidae em trés familias distintas, no presente estudo
esses taxons serdo referidos com os nomes das tribos (Peneini, Parapeneini e

Trachypeneini) de acordo com a viséo tradicional.
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MATERIAL E METODOS
Origem dos animais e coleta do material bioldgico

Reprodutores de F. brasiliensis (n = 300) foram capturados no litoral de Santa
Catarina (26°54'S 48°34'W) e transferidos via rodoviaria para a EMA-FURG. No
laboratério, quatro machos (27,74 £ 3,93 g) no estagio de intermuda foram selecionados
da populagdo de reprodutores capturados. Os espermatoforos de cada macho foram
manualmente extrusados por meio da compressdo da regido lateroventral, posterior a
insercdo do quinto par de peredpodes (Nakayama et al. 2008).

Um dos espermatéforos de cada macho foi selecionado aleatoriamente e
seccionado transversalmente ao meio com o auxilio de um bisturi, sendo o outro
mantido inteiro. Os espermatdforos foram fixados em 1:1:1 de glutaraldeido 6%,
paraformaldeido 6% e cacodilato de sddio 0,1 M (pH 7,2). As amostras foram
transferidas para o Laboratério de Imunologia e Microscopia Eletrénica, da Empresa

Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Pelotas, RS.

Microscopia eletronica

As amostras foram lavadas em 1 mL de solucdo tampéo de cacodilato de sodio
0,1 M e sacarose 0,2 M durante 15 minutos por trés vezes. Elas foram pos-fixadas em
solucéo de tetroxido de 6smio (OsO,4) a 1% (1:1 solucdo de tetroxido de 6smio a 2% e
cacodilato de sddio 0,4 M) durante trés horas a 4°C e, posteriormente, lavadas em agua
bidestilada durante 15 minutos por duas vez. As amostras foram, entdo, desidratadas em
solugdes de etanol com concentracGes crescentes (30%, 50%, 70%, 90% e 100%).

Para microscopia de varredura (MEV), ap0s a desidratacdo, metade os
espermatoforos foram secos no aparelho de ponto critico (Emitech K 850), montados

em suportes porta-amostra de cobre (“stubs”) e banhados em prata liquida para permitir
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a conducdo dos elétrons. Ap6s a secagem a 26°C, as amostras foram levadas ao
metalizador (Emitech K 550) para cobertura com camada condutora superficial em
ouro. Por fim, as amostras foram observadas no microscopio Zeiss DSM 940 A.

Para microscopia eletrénica de transmissdo (MET), ap6s a desidratagdo, a outra
metade dos espermatoforos foi imersa em acetona durante 10 minutos por trés vezes e
corada em azul de metileno 1% e borax 1% (Na,B,0;.10H,0). Subsequentemente, as
amostras permaneceram em solucdo 1:1 de resina epoxi (Epon 812) e acetona durante
uma hora a temperatura ambiente sob agitacdo. Os espermatéforos foram
posteriormente impregnados em resina durante uma hora sob agitacdo e, entdo,
emblocados. Cortes semifinos (100 nm) foram realizados em ultramicrétomo (Leica
Ultracut UCT) e montados em porta-amostra de cobre. Por fim, os cortes foram
observados em microscépio eletronico de transmissdo (Zeiss EM 900).

As medidas dos espermatozoides (média + desvio padrao) foram expressas em
micrémetros (um). Quinze (n = 15) espermatozoides foram medidos para estimar a

morfometria dos espermatozoides de F. brasiliensis.

Polarizacgao e distribuicéo dos caracteres dos espermatozoides

Quinze caracteres foram considerados neste estudo, 0s quais estdo
discriminados na Tabela 2.1. A polarizagdo dos caracteres dentro da linhagem de
camardes semelhantes a peneideos foi baseada nos principios de sistematica filogenética
e na comparagdo com grupos externos, constituidos de trés espécies de Solenoceridae e
quatro de Aristeidae (linhagem de camardes semelhantes a aristeideos). A distribuicdo
dos caracteres foi baseada nos resultados deste estudo para F. brasiliensis e em
descricdes do espermatozoide disponiveis na literatura para 18 espécies de camardes

semelhantes a peneideos e para as sete espécies dos grupos externos (Tab. 2.2).
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Tabela 2.1: Caracteres dos espermatozoides considerados no presente estudo, sua

polarizacdo na linhagem de camar@es semelhantes a peneideos e codigos usados para

elaborar a Tabela 2.2.

N° Caracteres Plesiomorficas Apomérficas
Configuracdo geral
1 Forma do acrosoma Com espinho (0) Esférico (1)
Ausente (2)
2 Forma do corpo principal Esférico (0) Abaulado (1)
Alongado (2)
3 Comprimentos do corpo principal e espinho Proporcionais (0) Desproporcionais (1)
Citeplasma
4  Localizacdo do citoplasma Ao redor do pro-niicleo (0) Ao redor do pro-micleo, mas também no capuz
e em partes do espinho (1)
Forma de colar entre acrossoma e pro-nicleo (2)
5 Organelas Ausentes (0) Presentes (1)
Pro-niicleo
6  Cromatina Nio condensada (0) Condensada (1)
7  Envoltorio nuclear Ausente (0) Presente (1)
Regido acrossomica
8  Complexidade Zoneada (0) Nio zoneada (1)
9  Concavidade do capuz acrossémico Concavo (0) Nio concavo (1)
10  Simetria do capuz acrossémico Simétrico (0) Assimétrico (1)
11 Protuberancia lateral do capuz acrossémico  Ausente (0) Presente (1)
12 Complexidade da regido subacrossémica Simples (0) Complexo (1)
Espinho
13 Espinho defletido do eixo principal do corpo Nao defletido (0) Defletido (1)
14 Morfologia externa do espinho Liso (0) Marcado externamente por granulos na ponta (1)
Uma lina em espiral (2)
Espiralado (3)
15 Filamentos longitudinais Presentes (0) Ausentes (1)
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Tabela 2.2: Distribuicdo dos caracteres dos espermatozoides nos camarfes semelhantes

a peneideos e grupos externos.

Espécies R C;r;lctergefilz 315 Fontes bibliogrificas

Penaeoidea

Camardes semelhantes 4 peneideos

Penaeidae

Parapeneini

Artemesia longinaris Spence Bate, 1888 010 00 00 00010 000 Scelzo & Medina (2003)

Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846) 010 00 00 00010 011 Medina(1994)

Penaeopsis serrata Spence Bate, 1881 010 00 00 00010 000 Medinaetal (1994a)

Peneini

Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1987) 000 00 00 00000 000 Esteestudo

Farfantepenaeus paulensis (Pérez Farfante, 1967) 000 00 00 00000 000 Bragaefal (2013b)

Fenneropenaeus chinensis (Osbeck, 1765) 000 00 00 00000 07?7 Kangetal (2008)

Fenneropenaeus indicus (H. Milne Edwards, 1837) 000 00 00 00000 0?? Mohamed & Diwan (1993)

Litopenaeus occidentalis (Streets, 1871) 000 00 00 00000 00?7 Alfaroeral (2003);
Alfaro et al. (2007)

Litopenaeus schmitti (Burkenroad, 1936) 000 00 00 00000 000 Fernandes(2013)

Litopenaeus stylirostris (Stimpson, 1871) 000 00 00 00000 0?2 Alfaroetal (2007)

Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) 000 00 00 00000 020 Alfaroetal (2007);
Aungsuchawan et al. (2011);
Dougherty & Dougherty (1989)

Marsupenaeus japonicus (Spence Bate, 1888) 000 00 00 00000 000 Medinaetal (1994b)

Penaeus kerathurus (Forskal, 1775) 000 00 00 00000 001 Medinaeral (1994b)

Penaeus monodon Fabricius, 1798 000 00 00 00000 00? Pongtippateeetal (2007)

Trachypeneini

Trachypenaeus byrdi Burkenroad, 1934 021 22 22 29722 10? Alfaroetal (2003)

Trachypenaeus similis (Smith, 1885) 021 22 22 29722 10? Bauer & Min (1993)

Xiphopenaeus riveti Bouvier, 1907 021 22 22 7777 10?7 Alfaroetal (2003)

Sicyoniidae

Sicyonia carinata (Briinnich, 1768) 000 00 00 00001 001 Medinaetal (1994a)

Sicyonia ingentis (Burkenroad, 1938) 000 00 00 00001 031 Clark & Griffin(1988)

Camardes semelhantes a aristeideos

(grupos externos)

Solenoceridae

Solenocera aficana Stebbing, 1917 000 10 00 01100 000 Medinaetal (2006b)

Solenocera membranacea (Risso, 1816) 000 10 00 01100 000 Medinaetal (2006b)

Pleoticus muelleri (Spence Bate, 1888) 000 10 00 01100 000 Medinaetal (2006b)

Aristeidae

Aristeus antennatus (Risso, 1816) 10- 20 00  Q--- ---  Medina (1995b)

Aristeus varidens (Holthuis, 1952) 10- 20 00  Q--- ---  Medina et al. (2006a)

Aristaeomorpha foliacea (Risso, 1827) 20- 00 00  ---- ---  Medina et al. (2006a)

Aristaeopsis edwardsiana (Johnson, 1867) 20- 00 00  -=---- ---  Medina (1995b)

Interrogacdo (?) indica falta de dado e digito (-) indica carater ndo aplicavel ao tipo de

espermatozoide.
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RESULTADOS
Configuracao geral

Os espermatozoides de F. brasiliensis estdo agrupados, internamente no
espermatdforo, em uma densa massa espermatica embebida em uma matriz extracelular
que preenche os espacos entre 0os espermatozoides, formando um molde em volta de
cada célula (Fig. 2.2A-D). O espermatozoide é ultraestruturalmente dividido em duas
regides: um corpo principal e um espinho (Fig. 2.3A). O corpo principal é esférico (Fig.
2.2E-F) e composto pelo citoplasma, pré-ndcleo e a base da regido acrossémica (Fig.
2.3A, C). O espinho é uma ultraestrutura projetada anteriormente a partir da regido
acrossomica (Fig. 2.3A-B). Os espermatozoides tém comprimentos do corpo principal e
do espinho proporcionais, medindo 8,57 £ 1 um no comprimento total, 4,86 = 0,53 um

no didmetro do corpo e 4,32 = 0,63 pm no comprimento do espinho.

Citoplasma

O citoplasma de F. brasiliensis ¢ uma fina camada que circunda posteriormente
a regido pro-nuclear até a regido acrossémica. O citoplasma € composto por membranas
acumuladas e varias vesiculas (Fig. 2.3C, E-F). Nenhuma organela foi observada no

citoplasma de F. brasiliensis.

Pré-nacleo

O pro-ndcleo do espermatozoide de F. brasiliensis é centralizado e esférico.
Essa regido corresponde a quase toda area do corpo principal e ndo é limitada pelo
envoltorio pro-nuclear. O pro-nacleo apresenta um padréo fibroso devido a presenca de
granulos e filamentos entrelagcados (Fig. 2.3A-C, E). Corpos densos embebidos na

regido pré-nuclear sdo observados em alguns espermatozoides (Fig. 2.3A).
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A.5

Figura 2.2: Massa esperméatica contida no espermatéforo de Farfantepenaeus

brasiliensis. (A-B) Densa massa espermatica (me) embebida em uma matriz
extracelular (ex), formando um molde de cada célula (setas). (C-D) Detalhe da massa
espermatica. (E) Detalhe do padrdo externo dos espermatozoides (ez). (F) Divisdo do

espermatozoide em corpo principal (cp) e espinho (ep).
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Figura 2.3: Ultraestrutura do espermatozoide de Farfantepenaeus brasiliensis. (A)
espermatozoide dividido em corpo principal (cp) e espinho (ep), apresentando corpos
densos (cd) embebidos na regido pro-nuclear. (B) regido acrossdmica dividida em
regido subacrossémica (rs) e vesicula acrossdbmica (va), a qual é zoneada em capuz
acrossomico (ca) e espinho. (C) Divisdo do capuz acrossomico em duas regifes
periféricas (p) e uma central (c), mostrando ainda o citoplasma (ct) circundando o proé-
nucleo (pn). (D) Detalhe da regido subacrossémica. (E) Granulos (g) e filamentos (fm)
no pré-nacleo e as membranas acumuladas (ma) no citoplasma. (F) Vesiculas

citoplasmaticas (vc). Barras: A, 1,1 um; C, 0,6 um; B, D, Ee F, 0,4 um.
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Regido acrossomica

A regido acrossomica do espermatozoide de F. brasiliensis é localizada
anteriormente ao pré-ndcleo e é zoneada em uma regido subacrossémica e uma vesicula
acrossémica (Fig. 2.3B-D). A regido subacrossdmica é localizada entre o pré-nicleo e a
vesicula acrossémica e é ultraestruturalmente composta por material floculado denso
(Fig. 2.3B, D). A divisao da regido acrossdémica continua com a subdivisdo da vesicula
acrossdmica em capuz acrossomico e o espinho (Fig. 2.3B). O capuz acrossomico em F.
brasiliensis é internamente c6ncavo e consiste de duas regies periféricas, as quais sdo
compostas de granulos densos dentro de uma matriz translucida, e um centro mais

denso do qual o espinho é projetado (Fig. 2.3C).

Espinho
O espinho de F. brasiliensis é usualmente ereto ao eixo do corpo principal e é
liso externamente (Fig. 2.2E-F). Ultraestruturalmente, o espinho é homogéneo e €

composto por material filamentoso ao longo de sua extenséo (Fig. 2.3B).

Polarizagao e distribuicéo dos caracteres do espermatozoide

A polarizagdo dos 15 caracteres do espermatozoide de camardes semelhantes a
peneideos sugerida no presente estudo esta discriminada na Tabela 2.1. A distribui¢do
desses caracteres para camarfes semelhantes a peneideos e aristeideos resultante da
analise das espécies consideradas no presente estudo esta demonstrada na Tabela 2.2.
Todos os caracteres apresentados por F. brasiliensis foram plesiomorficos para a

linhagem de camardes semelhantes a peneideos (Tab. 2.2).
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DISCUSSAO
Configuracao geral

O arranjo dos espermatozoides no espermatoforo caracterizado pela densa
massa espermatica em meio a uma matriz seminal tem sido previamente observado para
varias espécies de camardes, incluindo F. paulensis (Dougherty et al. 1986, Bauer &
Cash 1991, Braga et al. 2013b). O espermatozoide uniestrelado de F. brasiliensis, como
esperado, é bastante similar ao de F. paulensis e, consequentemente, congruente com 0
padrdo morfoldgico observado em camardes semelhantes a peneideos (Braga et al.
2013a, b). Porém, a presenca de espinho é compartilhada com Solenoceridae e as infra-
ordens pleociematas Procarididea e Caridea (Felgenhauer et al. 1998, Medina et al.
2006b). Alguns autores tém sugerido que o0s espinhos de Dendrobranchiata e
Pleocyemata seriam resultantes de evolugdo convergente, uma vez que ndo Sao
estruturas homologas (Medina 1995a, Jamieson & Tudge 2000, Braga et al. 2013a).
Para a linhagem de camarfes semelhantes a peneideos, é sugerido, neste estudo, que a
presenca de um espinho acrossdmico é plesiomdrfica (Tab. 2.1), pois esta estrutura
parece homdéloga aquela observada em Solenoceridade, pertencente a outra linhagem
evolutiva de Penaeoidea.

O espinho compartilhado pelas diferentes linhagens de Penaeoidea desempenha
importante papel durante a fertilizagéo. Este processo é iniciado pelo reconhecimento do
ovocito pelo espermatozoide, quando, eles se aderem a membrana externa do ovdcito
pela ponta do espinho (Clark et al. 1981, Wikramanayake & Clark 1994). O contato
inicial € facilitado pela afinidade de receptores presentes na ponta do espinho com
ligantes especificos do envelope vitelinico do ovdcito (Chen et al. 1994).

O corpo principal do espermatozoide de F. brasiliensis é esférico e composto

pelo citoplasma, ndcleo e a regido basal da regido acrossomica. A divisdo do corpo
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principal nestas trés regifes & também observada em todos os outros camardes
semelhantes a peneideos (Kleve et al. 1980, Scelzo & Medina 2003, Kang et al. 2008,
por exemplo). Contudo, a forma do corpo principal é um carater interessante para
analisar evolutivamente a morfologia do espermatozoide de camardes semelhantes a
peneideos. Sicyoniidae tem um corpo esférico, enquanto uma variagdo marcante do
padrdo morfoldgico é observada em Penaeidae. Para Peneini, incluindo F. brasiliensis,
0 corpo é esférico assim como observado em sicionideos (Clark & Griffin 1988,
Mohamed & Diwan 1993, Medina et al. 1994a, b). No entanto, em Parapeneini e
Trachypeneini, os corpos sdo abaulados e alongados, respectivamente (Alfaro et al.
2003, Scelzo & Medina 2003). Nos grupos externos, em Solenoceridae e mesmo em
Aristeidae, cujo espermatozoide é desprovido de espinho, o corpo principal também é
esférico (Medina 1995b, Medina et al. 20064, b). Assim, é possivel inferir que o padrao
esférico € provavelmente simplesiomdrfico para camardes semelhantes a peneideos.

A morfometria dos espermatozoides € outra caracteristica que poderia ter maior
utilidade em anélises evolutivas da morfologia. No entanto, este carater é usualmente
negligenciado em estudos sobre ultraestrutura do espermatozoide, o que resulta em uma
lacuna de informacgdes na literatura. Por exemplo, Braga et al. (2013a) listaram as 37
espécies com espermatozoides uniestrelados atualmente estudados, incluindo
Pleocyemata e Dendrobranchiata. Dentre essas espécies, somente 23 tém alguma
informagdo morfométrica disponivel. Entretanto, na maioria dos casos, 0 numero de
observacOes realizadas para a medicdo das celulas ndo é indicado. As medidas dos
espermatozoides devem ser estimadas pela observacdo de mais de uma célula porque
estes estdo sujeitos a anormalidades morfologicas, como encurtamento ou auséncia do
espinho (Dougherty & Dougherty 1989). Nessas condicGes, tem sido sugerido que o

espermatozoide seria incapaz de se fixar na membrana do ovocito (Wang et al. 1995).
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Mesmo com a falta de informagdes, é possivel analisar a evolugcdo das medidas
dos espermatozoides entre os camardes semelhantes a peneideos. Por exemplo, o
espermatozoide de F. brasiliensis tem comprimentos do espinho e do corpo principal
proporcionais, assim como € observado para os demais camarfes semelhantes a
peneideos, exceto Trachypeneini (veja Tabs. 2.1 e 2.2). Nesta tribo, o corpo principal é
duas a trés vezes maior do que o espinho. Assim, essa condi¢cdo é provavelmente
apormorfica para a linhagem de camardes semelhantes a peneideos e relacionada ao

alongamento do corpo principal observada em Trachypeneini (Alfaro et al. 2003).

Citoplasma

O citoplasma do espermatozoide de F. brasiliensis é localizado na borda
posterior da célula, circundando o pré-nucleo. Essa estrutura € uma camada composta
por um complexo de membrana que consiste de membranas acumuladas e varias
vesiculas. Uma aparente diferenca parece ocorrer entre F. paulensis e F. brasiliensis. Na
primeira, dois tipos de vesicula foram descritas no citoplasma, pequenas e grandes
(Braga et al. 2013b). As vesiculas grandes ndo foram observadas em F. brasilensis no
presente estudo. O padrdo observado para F. paulensis também foi descrito para outros
dendrobranquiatas (Medina 1994, Medina et al. 1994a, b, Scelzo & Medina 2003).
Apesar dessa diferenca, é provavel que a origem do complexo de membranas que
compdem o citoplasma de F. brasiliensis seja 0 mesmo que dos outros uniestrelados.
Assim, as membranas acumuladas seriam derivadas da degeneracdo das organelas
durante a espermatogénese e residuos do envoltério nuclear, enquanto as vesiculas
derivadas principalmente das organelas (Medina et al. 1994a, b, Kang et al. 2008).

A localizacdo do citoplasma ao redor do pro-nacleo é compartilhada por todos

os camarfes semelhantes a peneideos (Tab. 2.2). Entre os camarfes semelhantes a
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aristeideos, o citoplasma em forma de fina camada ao redor do pré-nicleo também é
observado em Solenoceridae. Contudo, nessa familia, o citoplasma pode esta presente
simultaneamente no capuz acrossémico anterior ou em partes do espinho (Medina et al.
2006b). Em contrapartida, em alguns aristeideos, o citoplasma circunda o pré-nucleo
como em camarfes semelhantes a peneideos (Medina 1995b, Medina et al. 2006a).
Desta forma, é possivel inferir que a localizacdo do citoplasma ao redor da regido pro-
nuclear é uma simplesiomorfia de camarfes semelhantes a peneideos.

Organelas ndo foram observadas na camada citoplasmatica de F. brasiliensis.
A auséncia de organelas é compartilhada por todas as espécies de camardes semelhantes
a peneideos e & aristeideos considerados no presente estudo (Tab. 2.2). Em
Dendrobranchiata, a presenca de organelas foi descrita apenas para o espermatozoide de
P. petrunkevitchi (Sergestoidea), o qual possui um par de centriolos na base do
acrossoma (Scelzo & Medina 2004). Portanto, a auséncia de organelas no citoplasma

seria outra condi¢do simplesiomorfica para camardes semelhantes & peneideos.

Pro-nucleo

A regido pro-nuclear em F. brasiliensis ndo é limitada pelo envoltdrio nuclear
e € composto de cromatina ndo condensada, o que atribui um padréo fibroso a regido
como resultado do entrelagamento de filamentos e granulos. A auséncia do envoltério
nuclear e a cromatina ndo condensada parecem ser caracteres altamente conservativos
entre decdpodes (Jamieson 1991, Jamieson & Tudge 2000, Tudge 2009). Padréo
diferente deste é observado apenas fora de Crustacea. Por exemplo, em Hexapoda, a
cromatina é condensada na regido centro do pro-nucleo (Dallai et al. 2010a, b).

O padrdo morfolégico do pro-nucleo esta diretamente relacionado a fertilizacéo

de Dendrobranchiata. Nesse grupo, a fertilizacdo envolve uma reagédo acrossémica (RA)
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visivel, a qual é caracterizada pela exocitose do contetdo celular no final do processo.
Durante a exocitose, as caracteristicas do pré-nacleo compartilhadas por
dendrobranquiatas parece facilitar o transporte do material genético do espermatozoide
para a superficie do ovdcito. Isto porque, a cromatina ndo condensada possui maior
elasticidade do que quando condensada e a auséncia do envoltdrio nuclear representa a
auséncia de uma barreira para a eversao do contetdo celular (Shigekawa & Clark 1986).

Em alguns espermatozoides de F. brasiliensis foram observados corpos densos
intranucleares. Alguns autores descrevem a presenca de corpos densos e/ou semelhantes
a gotas de lipidios embebidos na regido pré-ndclear, como em Aristeus antennatus
(Risso, 1816), Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846), Penaeus kerathurus (Forskal,
1775) e Pleoticus muelleri (Spence Bate, 1888) (Medina 1994, 1995b, Medina et al.
1994b, 2006a). Segundo Medina (1994), esses corpos sdo derivados da degeneragéo da
membrana do citoplasma e/ou envoltério nuclear que permanecem apl6s a
espermatogénese (Medina 1994). Contudo, este ndo parece ser um bom carater para
avaliar a evolucdo da morfologia, pois 0s corpos densos podem estar ausentes ou

presentes em uma mesma espécie, como observado neste estudo (veja Figs. 2.3A e C).

Regido acrossomica

O espermatozoide de F. brasiliensis possui a regido acrossémica divida em:
uma simples regido subacrossomica composta por material floculado; e uma vesicula
acrossdmica subdividida em um capuz acrossémico concavo e simétrico lateralmente e
0 espinho. Este padrdo de regido acrossomica zoneada é similar ao observado para todos
0s dendrobranquiatas com acrossoma previamente estudados (Tab. 2.2). Mesmo em

Aristeus, cujo acrossoma € esférico, possui a regido divida em diferentes zonas (Medina
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1995a, Medina et al. 2006a). Desta forma, a regido acrossomica zoneada parece ser uma
condigdo simplesiomorfica para camardes semelhantes & peneideos.

O capuz acrossomico cbncavo e simétrico observado em F. brasiliensis
também parece ser uma simplesiomorfia de camardes semelhantes a peneideos. Essa
hipotese é corroborada pelo fato de condicdo diferente s6 ser observada em grupos
externos. Por exemplo, o espermatozoide de Solenoceridae possui capuz acrossomico
assimétrico lateralmente (Medina et al. 2006b). Em relacdo a concavidade, somente o
género Solenocera possui um capuz acrossomico ndo cOncavo dentre 0s
espermatozoides uniestrelados de Penaeoidea (Tab. 2.2). Pleoticus possui capuz
acrossdmico mais concavo do que Solenocera (Medina et al. 2006b).

Um caréater relacionado a regido acrossdomica bem descrito e aplicado a estudos
filogenéticos é a presenca de uma protuberancia lateral no capuz acrossémico em
Parapeneini (Medina 1994, 1995a, Medina et al. 1994a, Scelzo & Medina 2003). Essa
protuberancia marca externamente o espermatozoide, resultando no abaulamento do
corpo principal. Essa condicdo tem sido polarizada como apomorfia de Parapeneini e
tem sido usada para corroborar a monofilia da tribo (Medina et al. 1994a, Scelzo &
Medina 2003). Em Solenoceridae, a protuberancia lateral também esta ausente (Medina
et al. 2006b). Assim, a condigdo auséncia da protuberancia, como observada em F.
brasiliensis, € provavelmente uma plesiomorfia de camarfes semelhantes a peneideos.

Como previamente mencionado, a regido subacrossomica do espermatozoide
de F. brasiliensis € uma ultraestrutura simples composta por material floculado. Padréo
compartilhado por todos Parapeneini e Peneini estudados (Tab. 2.2). Sicyoniidae possui
a regido subacrossémica mais complexa em relacdo aos demais camardes semelhantes a
peneideos. Esta regido é dividia em reticulado cristalino, regido central granular, disco

em forma de pires e corpos esféricos localizados no centro granular (Kleve et al. 1980,
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Clark & Griffin 1988). Em Solenoceridae, a regido subacrossdmica € similar aquela de
Parapeneini e Peneini (Medina et al. 2006b), o que sugere que a condigdo simples é
plesiomdrfica para camarGes semelhantes a peneideos. Esta hipOtese tem uma
importante consequéncia para a analise da evolugcdo da morfologia.

Alguns autores incialmente sugeriram a relagdo entre Solenoceridae,
Sicyoniidae e Penaeidae com base na presenca do espinho acrossémico (Medina 1995a,
Scelzo & Medina 2004, Medina et al. 2006a, b). Posteriormente, foi reconhecido o
clado Sicyoniidae-Penaeidae devido o acrossoma simétrico (Medina 1995a). De forma
semelhante, a relacdo entre Solenoceridae e Penaeidae foi sugerida com base na regido
subacrossémica simples (Scelzo & Medina 2004, Medina et al. 2006b). Outros autores
justificaram que a limitacdo de informagGes impedia a inferéncia de conclusdes
confidveis e, entdo, representaram as relagdes filogenéticas entre as familias
dendrobranquiatas com espermatozoides uniestrelados como uma politomia (Jamieson
& Tudge 2000).

No entanto, a filogenia proposta por Ma et al. (2009) para Penaeoidea indica
que Solenocerida-Sicyoniidae-Penaeidae seria parafilético, enquanto Solenoceridae-
Penaeidae seria polifilético. Em contrapartida, o clado Sicyoniidae-Penaeidae sugerido
por Medina (1995a) corresponde & linhagem de camardes semelhantes & peneideos.
Adicionalmente, segundo Ma et al. (2009), Sicyoniidae € a familia mais derivada dentro
dessa linhagem. Desta forma, se de fato a regido subacrossdmica de Penaeidae for
plesiomorfica, a evolucdo da morfologia nesse caso ocorreu da condicao simples para a
complexa em camardes semelhantes a peneideos.

A complexidade da regido subacrossomica parece estar diretamente
relacionada as diferencgas observadas na RA das familias de camardes semelhantes a

peneideos (Fig. 2.4). Por exemplo, para Sicyoniidae, a RA é um fendmeno bifasico
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divido em: despolimerizacdo do espinho seguida pela exocitose do acrossoma (fase 1); e
a formacéo do filamento acrossdmico (fase 2) (Griffin et al. 1988). Wikramanayake et
al. (1992) sugerem que a regido subacrossémica altamente complexa estd associada a
formacéo do filamento acrossomico. Para Peneini, a RA ndo envolve a formagéo do
filamento acrossdmico e consiste somente da despolimerizacdo do espinho e exocitose
do contetdo celular (Pongtippatee et al. 2007, Kruevaisayawan et al. 2008). Nesse caso,
0 aumento de volume do material floculado durante o inicio da RA forgaria a vesicula
acrossbmica a romper a membrana, desencadeando a eversdo do conteddo celular
(Alfaro et al. 2003, 2007, Pongtippatee et al. 2007). Essas informacdes sdo limitadas a
poucas espécies e a RA € ainda desconhecida para as outras tribos e grupos externos, o
que impede a andlise da evolucdo da morfologia da RA e fertilizacéo.
| Reagdo Acrossdmica

Inicio Firh

A. Sicyoniidae

é W .

Espermatozoide  Fase I: despolimerizag¢do do espinho Fase II: formacao do
antes da reagdo e exocitose acrossémica filamentos acrossomico (FA)

B. Peneini

7
394 h |
\")
.
Espermatozoide Despolimerizagdo Exocitose do
antes da reacao do espinho contetdo celular

Figura 2.4: Tipos conhecidos de reacdo acrossdbmica de camardes semelhantes a
peneideos. (A) Sicyoniidae. (B) Peneini. (Modificado de Braga et al. 2013a).
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Espinho

O espinho de F. brasiliensis é geralmente ereto, externamente liso e
ultraestruturalmente composto por material filamentoso. Esse padrdo é congruente com
aquele observado para F. paulensis (Braga et al. 2013b). Contudo, diferengas marcantes
sdo observadas entre camarfes semelhantes a peneideos. Por exemplo, em
Trachypeneini, a base do espinho é defletida do eixo do corpo principal (Bauer & Min
1993, Alfaro et al. 2003). Essa condicdo ndo é observada em outros camarbes
semelhantes a peneideos e em Solenoceridae. Desta forma, a condi¢do ndo defletida
seria plesiomérfica para camardes semelhantes a peneideos.

Outro carater do espinho considerado nesse estudo foi a morfologia da
superficie externa. Em Parapeneini, P. longirostris possui o espinho marcado
externamente por um material granular na ponta da estrutura. Em Peneini, uma Unica
linha em espiral foi descrito para L. vannamei (Aungsuchawan et al. 2011). Em
Sicyoniidae, Sicyonia ingentis (Burkenroad, 1938) tem espinho espiralado, enquanto
Sicyonia carinata (Brunnich, 1768) tem espinho externamente liso (Clark & Griffin
1988, Medina et al. 1994a). A observacdo deste carater requer MEV e a maioria dos
estudos avalia o padrdo morfolégico somente por meio de MET. Apesar de dados
limitados, é possivel inferir a provavel polarizacdo desse carater porque em
Solenoceridae o espinho também é liso, como observado em F. brasiliensis. Desta
forma, essa condicdo seria plesiomdrfica para camardes semelhantes a peneideos.

Ultraestruturalmente, os camarfes semelhantes a peneideos apresentam mais
de um padrdo morfologico de espinho. Em Parapeneini, P. longirostris possui material
granular na ponta do espinho e material ndo granular, denso e homogéneo na base do
mesmo (Medina 1994). Em Peneini, a maioria das espécies tem o espinho composto por

material filamentoso homogéneo em sua extensdo, como observado em F. brasiliensis
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(Tab. 2.2). No entanto, em P. kerathurus, o espinho é inteiramente composto por
material granular (Medina et al. 1994b). Ambas as espécies de sicionideos estudadas
também n&o apresentam material filamentosos no espinho (Kleve et al. 1980, Medina et
al. 1994a). No grupo externo, todas as espécies de solenocerideos estudadas tem a
ultraestrutura do espinho semelhante aquela de Peneini (Medina et al. 2006b). Desta
forma, o espinho filamentoso € provavelmente a condigdo plesiomorfica para camardes
semelhantes a peneideos. Adicionalmente, a presenca de granulos em espécies de

Parapeneini (P. longirostris) e Peneini (P. kerathurus) pode ser uma homoplasia.

CONCLUSOES

Os caracteres observados no espermatozoide de F. brasiliensis sdo todos
plesiomorficos para a linhagem de camardes semelhantes & peneideos. Adicionalmente,
o padrdo morfoldgico para a espécie é congruente com o observado para Peneini. Os
outros grupos monofiléticos que compde a linhagem apresentam apomorfias. Em
Parapeneini, o corpo principal é abaulado como resultado da protuberancia lateral do
capuz acrossémico. Em Trachypeneini, os comprimentos do corpo principal e do
espinho sdo desproporcionais, devido ao alongamento do corpo. Além disso, a base do
espinho é defletida do eixo do corpo principal. Em Sicyoniidae, o espermatozoide é
esférico, assim como em Peneini, mas a regido acrossomica é comparativamente mais
complexa e o espinho ndo é composto por material filamentoso. Desta forma, o
espermatozoide esférico com acrossoma simétrico e regido subacrossémica simples
observado em Peneini é provavelmente o padrdo mais proximo daquele apresentado

pelo ancestral comum exclusivo da linhagem de camardes semelhantes a peneideos.
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INTRODUCAO

O processo de capacitacdo do espermatozoide de Dendrobranchiata tem sido
demonstrado experimentalmente in vitro. Por exemplo, quando espermatoforos séo
extrusados diretamente da ampola terminal, as taxas de fertilizagdo in vitro s&o menores
do que quando séo usados espermatoforos que foram previamente estocados no télico
(Bray & Lawrence 1992, Alfaro et al. 1993).

Outro método usualmente utilizado para demonstrar a capacitacdo € a inducdo
da reacdo acrossdmica in vitro (denominada de ativacdo do espermatozoide) por agua de
ovo (EW, sigla em inglés). A EW é um material floculado liberado durante a desova e é
composta por material residual das camadas mais externas dos ovdcitos, envelope
vitelinico e outras substancias do télico. A ativacdo dos espermatozoides ocorre quando
as células entram em contato com a EW (Kruevaisayawan et al. 2008).

Alfaro et al. (2003) avaliaram a ativagdo dos espermatozoide contidos em
espermatdforos coletados da ampola terminal de Litopenaeus occidentalis (Streets,
1871), Trachypenaeus byrdi Burkenroad, 1934 e Xiphopenaeus riveti Bouvier, 1907
usando EW. As taxas de ativacdo dos espermatozoides dessas espécies foram baixas ou
nulas, demonstrando a falta de capacidade de fertilizacdo da maioria das células quando
ndo ha estocagem do espermat6foro no télico (Alfaro et al. 2003). Resultados similares
também foram observados em L. vannamei, Litopenaeus stylirostris (Stimpson, 1874) e
S. ingentis (Wikramanayake et al. 1992, Alfaro et al. 2007).

As mudancas morfoldgicas associadas ao processo de capacitacdo apos a
estocagem do espermatdforo no télico tém sido identificadas por meio de estudos da
ultraestrutura do espermatozoide. No entanto, descricdes sobre a ultraestrutura da
capacitacdo do espermatozoide em Dendrobranchiata estdo restritas a S. ingentis, L.

vannamei, L. stylirostris e L. occidentalis (Wikramanayake et al. 1992, Alfaro et al.
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2007, Aungsuchawan et al. 2011). As limitadas informac@es disponiveis na literatura
sobre a capacitagdo em camardes inviabilizam a melhor compreensao desse processo.

Como demonstrado nos dois capitulos anteriores, decapodes apresentam um
enorme diversidade morfoldgica da ultraestrutura de espermatozoides. O mesmo é
observado para processos reprodutivos, como capacitacdo, reagdo acrossomica e
fertilizacdo (Braga et al. 2013a). Assim, a investigacdo do maior numero de espécies se
faz necessaria para identificacdo de padrGes entre os grupos de decépodes.

Para F. paulensis, a ultraestrutura do espermatozoide foi previamente descrita
(Braga et al. 2013b), porém a morfologia do processo de capacitacdo ainda é
desconhecida. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar as mudangas
ultraestruturais apresentadas pelos espermatozoides de F. paulensis apds a estocagem
do espermato6foro no télico. Este estudo corresponde a primeira descricdo morfoldgica

do processo de capacitagdo para o género Farfantepenaeus.

MATERIAL E METODOS

Reprodutores de F. paulensis (n = 50) foram capturados no litoral de Santa
Catarina e transferidos para o setor de Maturacdo e Desova da EMA-FURG. No
laboratério, os animais foram aclimatados por uma semana em tanques circulares de 10
m? (5000 L). Neste periodo, os camardes foram alimentados com lula Illex argentinus
(Castellanos 1960), siri Callinectes sapidus (Rathbun 1896), peixe Macrodon ancylodon
(Bloch & Schneider 1801) e racdo especialmente formulada para reprodutores de
camarbes (Breed'S, Inve Aquaculture, Bélgica) ofertados ad libitum alternadamente
quatro vezes ao dia. Temperatura, salinidade e fotoperiodo foram mantidos em 27 +
1°C, 30 + 1 e 14 h de luz e 10 h de escuro. A taxa diaria de renovacédo da agua foi de

100%. Restos de alimentos, fezes e mudas foram removidos dos tanques diariamente.
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Apos a aclimatacdo, as fémeas foram abladas unilateralmente. Apés a ablag&o,
as fémeas foram mantidas sob as mesmas condi¢gdes da aclimatacdo. O estagio de
maturacdo das fémeas foi checado diariamente. As fémeas com ovarios maduros foram
identificadas por exame visual com auxilio de uma lanterna a fim de iluminar a génada
em contraste com o fundo branco dos tanques de maturagdo (Peixoto et al. 2003).
Fémeas maduras e naturalmente copuladas (n = 8; 53,04 £ 8,21 g) foram identificadas,
crioanestesiadas e dissecadas para obtencdo do espermatdforo que estava estocado no
télico. Oito machos (22,75 = 4,11 g) no periodo de intermuda e sem aparente
melanizacdo dos espermatoforos foram selecionados entre os camardes do tanque de
maturagdo. Os espermatdforos foram extrusados manualmente pela compressdo manual
do quinto par de peredpodes (Nakayama et al. 2008).

Todos espermatoforos foram fixados em 1:1:1 de glutaraldeido 6%,
paraformaldeido 6% e cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) e, ap6s 24 h a 4°C, foram
transferidos para EMBRAPA (Pelotas, RS). A preparacdo das amostras e observacéo
em MET seguiu a metodologia descrita no Capitulo 2. Os espermatozoides contidos nos
espermatdforos coletados das ampolas terminais e dos télicos foram referidos no

presente estudo como espermatozoides-A e -T, respectivamente.

RESULTADOS

O padrdo morfologico observado nos espermatozoides-A consistiu de um
corpo principal composto do citoplasma, pré-nucleo e da regido basal da regido
acrossdmica, a partir da qual o espinho é projetado anteriormente (Fig. 3.1A). Esse

padrdo generalizado também foi observado nos espermatozoides-T (Fig. 3.1D).
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Figura 3.1: Comparagdo da ultraestrutura de espermatozoides coletados da ampola
terminal (A-C) e do télico (D-F) de Farfantepenaeus paulensis. ep: espinho; ct:
citoplasma; ma: membranas acumuladas; vp: vesicula pequena; vg: vesicula grande; pn:
pré-nucleo; g: grénulos; fm: filamentos; ca: capuz acrossémico; rs: regido
subacrossomica. Barras: A, B, 1,1 um; C, 0,15 um; D, 0,6 um; E, F: 0,25 pm.
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Em espermatozoides-A e -T, o citoplasma foi observado como uma fina
camada que circunda posteriormente o pré-nlcleo e é limitado anteriormente pela
regido acrossomica. Adicionalmente, a camada citoplasmatica em ambos os
espermatozoides foi composta por membranas acumuladas e duas populagdes de
vesiculas, uma pequena e outra grande (Figs. 3.1B, E).

Diferencas ultraestruturais marcantes foram observadas nas regides pro-nuclear
e acrossdémica entre espermatozoides-A e -T. O pro-nucleo de espermatozoides-A foi
composto por cromatina ndo condensada com padrao fibroso devido a presenca de uma
rede de granulos e filamentos (Fig. 3.1B). Esse padrdo também foi observado em
espermatozoides-T (Fig. 3.1E). No entanto, a cromatina em espermatozoides-T foi mais
descondensada do que em espermatozoides-A, tornando a regido prd-nuclear mais
translucida e os filamentos menos abundantes (Figs. 3.1B, E).

Na regido acrossdmica, a vesicula acrossémica (capuz acrossémico e espinho)
foi composta por material mais denso em espermatozoides-T do que em
espermatozoides-A. O capuz acrossomico em espermatozoides-T foi menos concavo. A
regido subacrossomica, composta por material floculados em espermatozoides-A, foi
mais estendida lateralmente e composta por material mais denso em espermatozoides-T

do que em espermatozoides-A (Figs. 3.1A, C, D, F).

DISCUSSAO

O padrdao morfologico dos espermatozoides-A de F. paulensis observado no
presente estudo foi congruente com aquele previamente descrito para a espécie (Braga
et al. 2013b). Entretanto, diferencas marcantes foram observadas nos espermatozoides
apos a estocagem do espermatoforo no télico. Essas diferencas estiveram

principalmente relacionadas ao pré-nucleo e a regido acrossomica dos espermatozoides-
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T, tais como: (1) cromatina se torna mais descondensada, reduzindo a quantidade de
filamentos; (2) a regido acrossdmica se torna mais densa; (3) 0 capuz acrossomico se
torna menos cdncavo; (4) a regido subacrossdmica perde sua caracteristica floculada e
se torna fortemente densa, estendendo-se lateralmente sob a superficie posterior da
vesicula acrossémica.

Em S. ingentis, as mudancas morfoldgicas apos a estocagem do espermatéforo
no télico também estdo associadas a vesicula acrossdmica e a regido subacrossdmica.
No entanto, essas mudangas sdo bem mais complexas do que as observadas para F.
paulensis neste estudo. Por exemplo, 0s espermatozoides-T perdem o padrdo espiralado
do espinho caracteristico da espécie e desenvolvem uma nova estrutura na regido
subacrossémica. Esta estrutura ¢ chamada de “pires” estendido e tem forma cilindrica,
estendendo-se desde o disco em forma de pires até o reticulado cristalino (veja a
discussdo sobre regido acrossémica do Capitulo 2 para revisdo) (Wikramanayake et al.
1992).

Para peneideos, trés diferencas basicas entre espermatozoides-A e -T foram
identificadas para espécies de Litopenaeus: (1) a regido subacrossémica de
espermatozoides-T apresenta denso material floculado em comparagdo com
espermatozoides-A; (2) as fibras de cromatina no pré-nGcleo de espermatozoides-T sao
mais descondensadas do que em espermatozoides-A; (3) uma linha espiral e uma
circular basal observadas nas superficies externas do espinho e do capuz acrossémico,
respectivamente, de espermatozoides-A de L. vannamei sdo perdidas em
espermatozoides-T (Alfaro et al. 2007, Aungsuchawan et al. 2011).

E possivel observar que algumas das mudancas sofridas pelos espermatozoides
de F. paulensis apds a capacitacdo foram parecidas com aquelas descritas para

Litopenaeus (1 e 2, conforme enumerado acima). Esta maior similaridade com
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Litopenaeus do que com S. ingentis esta diretamente relacionada as diferencas dos
padrbes morfologicos do espermatozoide e da reacdo acrossémica entre as familias
Sicyoniidae e Penaeidae.

Como comentado no Capitulo 2, Sicyoniidae tem a reagdo acrossdmica
caracterizada pela formacdo do filamento acrossomico. Wikramanayake et al. (1992)
sugeriram que a nova estrutura formada nos espermatozoides-T atue como um suporte a
partir do qual o filamento se estende anteriormente. Em contrapartida, em Penaeidae, a
reacdo acrossdmica ndo compreende a formacdo do filamento acrossémico e é
caracterizada pela despolimeragdo do espinho e, subsequente, exocitose do material
nuclear. Para os espermatozoides dessa familia, é sabido que a regido subacrossémica é
a estrutura responsavel pela exocitose do conteddo celular. Durante a reacdo
acrossdmica, essa regido se torna progressivamente mais densa e maior, forcando a
ruptura da vesicula acrossémica (Alfaro et al. 2003, 2007, Pongtippatee et al. 2007).
Desta forma, a mudanca sofrida na regido subacrossémica apos a capacitacao, tornando-
se mais densa e estendida lateralmente a vesicula acrossémica, esta provavelmente
relacionado a sua funcéo durante a rea¢do acrossémica.

De forma semelhante, o padrdo menos condensado das fibras de cromatina
provavelmente esta associado a eventos da reacdo acrossémica. Shigekawa & Clark
(1986) sugerem que a cromatina ndo condensada possui maior elasticidade do que
quando condensada, facilitando a eversdo do conteddo celular. Desta forma,
provavelmente o pré-nucleo menos condensado em espermatozoides-T permite a
exocitose ao final da reacdo acrossomica. A falta de informacbes sobre reacdo
acrossdOmica para F. paulensis e sobre a capacitacdo para outras espécies de
Farfantepenaeus impede, neste momento, uma discussdo sobre as outras mudancas

identificadas neste estudo.
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As mudancas morfoldgicas descritas em espermatozoides capacitados sdo
provavelmente respostas a mudangas i6nicas e bioquimicas durante a estocagem do
espermatdforo no télico (Wikramanayake et al. 1992). Por exemplo, aumento do pH
interno e de Ca*? tém sido demonstrado em espermatozoides capacitados de S. ingentis
(Griffin et al. 1987, Lindsay & Clark 1992). Para Penaeus monodon Fabricius, 1798,
diferentes perfis das proteinas e lipidios das membranas dos espermatozoides-A e -T
foram demonstrados experimentalmente (Vanichviriyakit et al. 2004). Em adicdo,
Vanichviriyakit et al. (2004) relatam o aumento sequencial na fosforilagdo da tirosina
no espermatozoide de P. monodon durante a estocagem do espermatéforo no télico.
Aungsuchawan et al. (2011) demonstraram que o local da fosforilagdo em L. vannamei
muda do espinho em espermatozoides-A para a regido subacrossbmica em
espermatozoides-T e relacionaram essa mudanca bioquimica com a transformacéo do

material que compde a regido subacrossémico.

CONCLUSOES

Apbs a estocagem do espermatéforo no télico, os espermatozoides de F.
paulensis sofrem mudancas provavelmente relacionadas a sua capacitacdo. Os
espermatozoides estocados no télico apresentam cromatina mais descondensada e regido
acrossomica mais densa, sendo 0 capuz acrossomico menos concavo. A mudanca
morfologica mais marcante observada no presente estudo foi a perda da caracteristica
floculada da regido subacrossémica, a qual se tornou fortemente densa e mais estendida

lateralmente em espermatozoides capacitados.
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CAPITULO 4

REGENERACAO DO ESPERMATOFORO DE Farfantepenaeus brasiliensis E O

EFEITO DA MUDA
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INTRODUCAO

Em machos peneideos, o sistema reprodutor é divido em testiculo e vaso
deferente. O testiculo é composto por I6bulos pareados e estd localizado no meio do
cefalotorax, entre o coracdo e o estdbmago. O vaso deferente inicia-se na porcao
posterior do testiculo e segue até a base do quinto par de peredpodes. O vaso deferente é
dividido em quatro regides morfologicas distintas: proximal, média, distal e ampola

terminal (Fig. 4.1) (Dall et al. 1990, Bray & Lawrence 1992).

LT

(\-—‘;’A\. "\»\éﬂQ VDM

VDD

AT

VDP

Figura 4.1: Sistema reprodutivo de machos de Penaeidae, mostrando a divisdo em
testiculo e vaso deferente. LT: I6bulos do testiculo; VDP: vaso deferente proximal;
VDM: vaso deferente médio; VDD: vaso deferente distal; AT: ampola terminal.
(Modificado de Dall et al. 1990).
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No testiculo, as células espermaticas iniciais sdo produzidas, tais como
espermatogonias, espermatdcitos e espermatides (King 1948, Medina 1994). Os
espermatozoides sdo observados apenas no vaso deferente, sendo a formagao do espinho
iniciada no vaso deferente proximal (Dougherty & Dougherty 1989). Ao longo da
passagem dos espermatozoides pelas diferentes regides do vaso deferente, 0s mesmos
sdo compactados e aglomerados em uma matriz seminal (Malek & Bawab 1974a). Ao
atingir a ampola terminal, a matriz seminal é envolta por um nimero de camadas
acelulares variavel entre espécies, formando os espermatoforos (Bauer 1991, Chow et
al. 1991). Durante a cépula, o0 macho, aparentemente com o auxilio do petasma,
transfere o espermat6foro para a fémea (Bauer & Cash 1991, Browdy 1992).

Os espermatoforos sdo estruturas que tém como principais funcdes proteger e
evitar a perda de espermatozoides durante a transferéncia para as fémeas.
Adicionalmente, os espermatéforos lacram o télico apds a cOpula, evitando a
substituicdo do espermatdforo ou inseminagdo por outro macho (Bauer 1991,
Subramoniam 1991). Relacionado a funcdo de lacrar o télico, os peneideos possuem
espermatdforos de diferentes complexidades (Fig. 4.2). Por exemplo, fémeas de télico
aberto, exclusivo de Litopenaeus (dentro de Penaeidae), recebem espermatoforos
complexos com estruturas acessorias que atuam selando externamente o télico, como
“asa” (Fig. 4.2A). Por outro lado, nos demais géneros (de télico fechado), os machos
geralmente produzem espermatoforos mais simples e divididos em um corpo principal e
um apéndice, o qual é a estrutura responsavel por lacrar internamente o telico (Fig.

4.2B) (Bauer 1991, Bauer & Cash 1991).
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me

Figura 4.2: Diversidade dos espermatdéforos de Penaeidae. Os cortes correspondem a
espermatoforos contidos nas ampolas terminais. (A) Litopenaeus. (B) Farfantepenaeus.
a: “asa”; m: musculo; g: glandulas; vdp: por¢do terminal do vaso deferente proximal; e:
epitélio; c: cuticula; ex: matriz extracelular; me: massa espermética; apd: apéndice; gp:

gonoporo. Barras: A =1 mm; B =2 mm. (Modificado de Bauer 1991).

Independentemente da complexidade, os espermatoforos de peneideos séo
geralmente regenerados apés a ejaculacéo devido a copula ou extrusao (Malek & Bawab
19744, b, Heitzmann et al. 1993). Alguns autores tém demonstrado que o tempo para a
regeneracdo pode ser afetado por diferencas populacionais, temperatura, entre outros
(Rosas et al. 1993, Pascual et al. 1998). Porém, estudos sobre o tempo de regeneracado
de espermat6foros de diferentes complexidades ndo estdo disponiveis na literatura.

Em outros estudos tém sido demonstrado que a regeneragdo do espermatéforo
de L. vannamei esta intrinsicamente relacionado a muda (Heitzmann et al. 1993, Parnes
et al. 2006). O processo da muda em crustaceos apresenta quatro estagios: intermuda,
pré-muda, muda e pos-muda (Brusca & Brusca 2003). Para L. vannamei, 0s seguintes
eventos de regeneracdo do espermatdforo durante os estagios da muda tém sido
propostos: (1) na intermuda, um espermatoforo esta presente em cada ampola terminal;

(2) durante a pré-muda, o espermatoforo € degenerado por meio de processos de
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degradacdo da matriz extracelular que o compde e de fagocitose dos espermatozoides;
(3) na muda, os espermatdforos estdo ausentes; (4) na poés-muda, dois novos
espermatdforos estdo presentes, um em cada ampola terminal (Parnes et al. 2006).
Mecanismos da regeneracdo do espermatdforo tém sido frequentemente
estudados em peneideos com espermatdforos mais complexos, isto é, de Litopenaeus
(Chow et al. 1991, Heitzmann et al. 1993, Rosas et al. 1993). Em contrapartida, os
mecanismos da regeneracdo do espermatdéforo de peneideos com espermat6foros menos
complexos, como Farfantepenaeus séo desconhecidos, incluindo o tempo de formacéo
apos a ejaculacdo e o efeito da muda nesse processo. Desta forma, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a regeneracdo do espermatoforo de F. brasiliensis,

analisando o efeito da muda nesse processo ap6s a extrusdo manual.

MATERIAL E METODOS
Origem dos animais e aclimatagéo

Reprodutores de F. brasiliensis (n = 300) foram coletados no litoral de Santa
Catarina e foram transferidos para a EMA-FURG. No laboratério, os camarbes foram
estocados na densidade de sete camardes m™? em quatro tanques circulares de 10 m? de
area de fundo (5000 L de volume util). Durante uma semana, 0s reprodutores foram
aclimatados as condi¢bes de laboratério. Nesse periodo, temperatura, salinidade e
fotoperiodo foram mantidos em 27°C (£ 1), 33 (= 1) e 14 h de luz e 10 h de escuro,
respectivamente. Os camardes foram alimentados com lula 1. argentinus, siri C.
sapidus, peixe M. ancylodon e racdo Breed'S (Inve Aquaculture, Bélgica) ofertados ad
libitum alternadamente quatro vezes ao dia. A taxa diaria de renovacdo da agua dos
tanques foi de 100%. Restos de alimento, fezes e mudas foram removidas dos tanques

diariamente. Apos a aclimatacdo, trés experimentos foram realizados.
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Experimento 1

Este experimento teve como objetivo avaliar macroscopicamente o processo de
regeneracdo do espermat6foro apds a ejaculagdo por meio da extrusdo, determinando
como ocorre morfologicamente o surgimento do novo espermatdforo na ampola
terminal. Para tanto, apds a aclimatacdo, trinta machos (26,90 + 4,45 g) no periodo de
intermuda foram selecionados dos tanques de maturacdo. Os espermatdforos de cada
macho foram extrusados manualmente (Nakayama et al. 2008). Apds a extrusdo, 0s
camardes foram estocados individualmente em tanques de 0,49 m? (150 L) com aeracdo
suave. Pardmetros fisicos e quimicos da agua, fotoperiodo e alimentacdo foram
mantidos de acordo com o utilizado durante a aclimatagéo.

Para avaliacdo do processo de regeneracdo do espermatdforo, as regides do
gonoporo e posterior a inser¢do do quinto par de peredpodes de todos os camardes
foram examinadas visualmente uma vez ao dia (8 h). Com base nas checagens diarias,
as modificacdes morfolégicas das regibes supracitadas foram observadas
macroscopicamente e diferentes estagios de regeneracdo foram identificados. O
experimento foi conduzido até todos os camarBes apresentarem o0s espermatoforos

completamente formados.

Experimento 2

O experimento 2 teve como objetivo comparar a qualidade espermatica dos
diferentes estagios de regeneracdo do espermatoforo de F. brasiliensis identificados no
experimento 1. Para tanto, O experimento foi conduzido sob as mesmas condic¢des das
descritas para o experimento 1, porém utilizando uma nova amostra de 30 machos
(27,56 = 3,61 g) coletados dos tanques de maturacdo. Foram realizadas checagens

macroscopicas diarias das regides do gonoporo e posterior a inser¢do do quinto par de
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peredpodes de todos os camardes apds a extrusdo. Para a analise da qualidade
espermatica, ao longo do experimento, nove machos (n = 9) com espermatoforos no
estagio em que a regeneracdo ndo estava completa foram selecionados aleatoriamente
dentre os trinta inicialmente extrusados e estocados. Estes machos foram
crioanestesiados e seus espermatdforos foram coletados por dissecacdo. Em
contrapartida, machos com espermat6foros completamente regenerados (n = 17) foram
extrusados manualmente. Assim como o experimento 1, este experimento foi conduzido

até o Ultimo macho vivente regenerar completamente seus espermatoforos.

Experimento 3

O objetivo do ultimo experimento foi determinar o tempo em que 0s
espermatdforos sdo completamente regenerados sem e com a ocorréncia de muda apés a
ejaculacdo por meio da extrusdo manual e, desta forma, avaliar o efeito da muda no
processo de regeneracdo. Este experimento foi conduzido sob as mesmas condicGes dos
experimentos anteriores, porém utilizando outros 30 machos (27,90 + 4,25 g) coletados
dos tanques de maturacdao. Checagens diarias macroscdpicas das regides do gonoporo e
posterior a insercdo do quinto par de peredpodes de todos os camardes apoOs a extrusdo
foram realizadas, sendo registrado o tempo para que os espermatdéforos atingissem o
estagio de regeneracdo completa apos a extrusao.

Quando ecdise foi encontrada durante a checagem didria em uma determinada
unidade experimental, o estdgio de regeneracdo dos espermatoforos do macho (que,
portanto, se encontrava no periodo de pés-muda) estocado nessa unidade foi verificado
com base nos resultados do experimento 1. Todos os camardes encontrados no periodo
de pos-muda foram crioanestesiados e dissecados para coleta dos espermatdéforos

durante a checagem diaria em que a ecdise foi encontrada. Machos em que ndo foi
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observada ecdise foram extrusados manualmente ao final do experimento. A qualidade
espermatica dos espermatdéforos regenerados sem e com a ocorréncia de muda foi
comparada. Mais uma vez, o experimento foi conduzido até todos 0os machos viventes

regenerem completamente seus espermat(’)foros.

Qualidade espermética

Nos experimentos 2 e 3, os dois espermatdforos de cada machos foram
extrusados, porém apenas um dos espermatoforos foi selecionado aleatoriamente e
pesado. Em seguida, cada espermatéforo foi macerado e homogeneizado em 2 mL de
solucdo salina e 0,1 de azul de tripan. Nimeros de espermatozoide foram estimados pela
contagem das células presentes na solucdo resultante da homogeneizacdo da massa
espermatica na solugdo salina com o auxilio de um hemacitdmetro sob microscépio
optico (Leung-Trujillo & Lawrence 1987). Células com ma-formacdo do corpo
principal e/ou deformacdo do espinho (quebra, curvatura ou auséncia) foram
identificadas e classificadas como anormais. Células coradas de azul pelo azul de tripan

foram classificadas como mortas.

Analises estatisticas

Dados expressos em porcentagens foram transformados em arco seno da raiz
quadrada anteriormente as analises, porém apenas o0s valores originais sdo apresentados.
As premissas normalidade (teste Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade (teste de
Levene) foram verificadas. A qualidade espermética nos experimentos 2 e 3 foi

analisada por teste t de Student (P<0,05).
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RESULTADOS
Experimento 1

Modifica¢bes quanto a opacidade da regido posterior a insercdo do quinto par
de peredpodes e a turgidez da regido do gonoporo foram identificadas durante o
processo de regeneracdo dos espermatoforos. Com base nessas modificacGes, trés
estagios de regeneracdo dos espermatdforos foram identificados apds a extrusdo: ndo
formado, no qual a regido posterior a insercdo do quinto par de peredpodes é
transparente e a regido do gonoporo € pouco turgida (Fig. 4.3A); formado, sendo a
regido posterior a insercdo do quinto par de peredpodes opaca e a regido do gonoporo
targida, forcando a aproximacdo dos lados (Fig. 4.3C); e parcialmente formado,
apresentando caracteristicas intermediérias quando comparado com os demais estagios
(Fig. 4.3B). Os espermatoforos parcialmente formados sdo maledveis e apresentam

formato esférico, enquanto formados sdo maiores mais rigidos e alongados (Fig. 4.4).
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Figura 4.3: Regides do gonoporo (setas brancas) e posterior a inser¢do do quinto par de
peredpodes (setas pretas) de machos de Farfantepenaeus brasiliensis em diferentes
estagios de regeneracdo do espermatoforo. (A) Macho com espermatoforo ndo formado.
(B) Macho com espermatdforo parcialmente formado. (C) Macho com espermatéforo

formado. Barras =1 mm.
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Figura 4.4: Espermatoforos de Farfantepenaeus brasiliensis em diferentes estagios de
regeneracdo. (A) Espermatéforo formado. (B) Espermatoforo parcialmente formado.

Barra=1 mm.

Experimento 2

O ndmero de espermatozoides foi significativamente menor nos
espermatoforos parcialmente formados. No entanto, o peso do espermatdforo néo
diferiu significativamente entre os estagios. Os demais parametros da qualidade
espermatica também ndo apresentaram diferengas significativas entre os estagios de

regeneracdo do espermatoforo de F. brasiliensis (Tab. 4.1).

Tabela 4.1: Qualidade espermatica de espermat6foros de Farfantepenaeus brasiliensis

formados e parcialmente formados.

Parcialmente formado Formado
(n=9) (n=17)
Peso do espermat6foro (mg) 24 + 3° 28 + 5°
N° de espermatozoides (x 10°) 1,20 + 0,70 6,02 + 3,66"
Espermatozoides normais (%) 60,56 * 21,64° 58,43 + 21,61°
Espermatozoides anormais (%) 39,43 + 21,64° 41,57 +21,61°
Espermatozoides mortos (%) 2,29 + 3,27° 2,22 +5,31°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05).
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Experimento 3

Na figura 4.5 estdo demonstrados o0s percentuais de cada estagio de
regeneracdo identificado no experimento 1 para a populacdo de machos estudada no
presente estudo ao longo de 16 dias. E possivel observar que no dia 0, quando todos os
machos foram extrusados, 100% da populacdo estava com espermatdforos néo
formados (cinza claro). A partir do dia 1, os percentuais de espermat6foros parcialmente
formados e formados (cinza escuro e preto em cada coluna da figura, respectivamente)
aumentaram progressivamente até atingir 100% da populagdo com espermatéforos
formados no dia 16. As setas nos dias 1, 2, 5, 6, 10 e 13 indicam dias em que ecdises
foram encontradas nas unidades experimentais. Na figura, é possivel observar que, até o
11° dia, o percentual de formados aumentou somente nos dias em que as mudas foram
encontradas (setas). Somente a partir do 12° dia, o percentual de espermatoforos

formados aumentou sem a ocorréncia de muda.
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Figura 4.5: Percentuais de cada estagio de regeneracdo do espermat6foro da populagédo
de machos de Farfantepenaeus brasiliensis selvagem estudada no presente estudo apos

a extrusdo manual. Setas indicam dias em que mudas foram encontradas nos tanques.
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Na Tabela 4.2, a qualidade espermética dos espermatoforos formados
gradualmente e daqueles formados apds o processo de muda estd demonstrada. Os
parametros ndo apresentaram diferengas significativas entre 0s grupos de

espermatéforos.

Tabela 4.2: Qualidade espermatica de espermatoforos de Farfantepenaeus brasiliensis

formados naturalmente e apds a muda.

Formados gradualmente ~ Formados apds a muda

(n=9) (n=16)
Peso do espermatdforo (mg) 29+5 235
N° de espermatozoides (x 10°) 7,79 6,72 5,32 + 3,33
Espermatozoides normais (%) 66,31 + 18,52 54,75 + 25,75
Espermatozoides anormais (%) 33,69 + 18,52 45,24 + 25,75
Espermatozoides mortos (%) 0,68 +1,89 2,03 +£5,39

DISCUSSAO

Observacdes da morfologia do espermatoforo de Farfantepenaeus tém sido
realizadas para F. paulensis, Farfantepenaeus aztecus (Ives, 1891) e Farfantepenaeus
duorarum (Burkenroad, 1939) (Bauer & Cash 1991, Braga et al. 2013b). Os
espermatoforos de F. brasiliensis classificados neste estudo como formados tém a
forma congruente com o padrdo previamente descrito para o0 género, o qual compreende
uma estrutura rigida e alongada. Em contrapartida, os espermatdéforos parcialmente
formados identificados no presente estudo ndo apresentaram a forma tipica
frequentemente observada em espécies de télico fechado, sendo esférico.

Além da diferenca morfologica, espermatoforos parcialmente formados e
formados se diferenciaram no presente estudo pelo nimero de espermatozoides contidos
neles. Espermatéforos formados apresentaram ndmero de espermatozoides

significativamente maior do que os parcialmente formados. No entanto, estes estagios
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de regeneragdo apresentaram peso do espermatdforo semelhante entre si. Estes
resultados tém importante consequéncia para 0 entendimento do processo de
regeneracdo do espermatoforo de F. brasiliensis.

Segundo Diaz et al. (2001), o peso do espermatdforo é mais dependente de
seus componentes estruturais do que da quantidade de células espermaticas contidas
nele. Os espermat6foros sdo estruturalmente formados por secrecBes de glandulas
presentes ao longo do vaso deferente do camardo (Malek & Bawab 1974a). Em L.
setiferus, uma camada quitinosa nos espermatéforos foi identificada (Malek & Bawab
1974a). No entanto, de maneira geral, a natureza dos componentes estruturais que
formam os espermat6foros dos decapodos permanece desconhecida (Malek & Bawab
1974a, Subramoniam 1991).

Desta forma, com base nos resultados obtidos nesse estudo, é possivel inferir
que o processo de regeneracdao do espermatdforo de F. brasiliensis provavelmente
compreende as seguintes fases no trato reprodutivo dos machos: (1) deposi¢cdo na
ampola terminal de um espermatéforo primitivo, o qual provavelmente ja apresenta o0s
componentes estruturais semelhantes ao do espermatéforo formado; (2) deposicao
gradual dos espermatozoides; (3) enrijecimento do espermatdforo, assumindo a usual
forma alongada e dividida em corpo principal e apéndice.

Para P. kerathurus, trés fases sucessivas também sdo observadas durante a
formagdo do espermatdforo da espécie. Na primeira, 0S espermatozoides sao
convertidos em uma massa compacta. Essa fase comeca no vaso deferente proximal,
passando pelo vaso deferente medio, onde camadas acelulares comegam a ser
depositadas em volta da massa espermatica, e € finalizado somente quando os
espermatozoides atingem a ampola terminal, onde a massa espermatica resultante é

retida até a proxima fase. Na segunda fase, mais camadas acelulares que constituem os
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espermatdforos sdo depositadas pelas glandulas secretoras. Por fim, na fase trés, o
espermatdéforo € moldado na forma final e enrijecido (Malek & Bawab 1974a).

As fases sugeridas para a regeneracdo em F. brasiliensis (neste estudo) e P.
kerathurus (Malek & Bawab 1974a) apresentam uma diferenca relacionada a deposigao
dos espermatozoides, pois, com base nos resultados do presente estudo, 0s
espermatozoides continuariam sendo depositados ap6s a massa espermatica inicial
atingir a ampola terminal. E importante ressaltar que o estudo de Malek & Bawab
(1974a) foi baseado em observacOes histoldgicas e esclarece a origem das camadas
acelulares que recobrem os espermatéforos, porém o nimero de espermatozoides
contidos na massa espermatica ao final da fase 1 nao foi estimado. Desta forma, mais
estudos sobre a formacdo do espermatoforo de diferentes géneros de peneideos sao
recomendaveis para confirmar essa diferenca.

Quanto ao tempo de regeneracdo do espermatoforo, Pascual et al. (1998)
encontraram completa regeneracdo em L. setiferus em 8 dias a 25°C, 7 dias a 30°C e 6
dias a 33°C apos a extrusdo elétrica. Rosas et al. (1993), mantendo L. setiferus a 27°C,
encontraram que os espermat6foros foram completamente regenerados ap6s 7 dias da
extrusdo elétrica. Leung-Trujillo & Lawrence (1991) encontraram um periodo de 5 a 7
dias para a completa regeneracdo do espermatdforo de L. setiferus.

Com base nos resultados obtidos neste estudo foi possivel observar que o
espermatoforo de F. brasiliensis mantido a 27°C (+ 1) demandou maior tempo para a
regeneracdo apos a extrusdo manual do que L. setiferus nos estudos citados acima. Os
primeiros espermatoforos de F. brasiliensis gradualmente formados foram observados a
partir do 12° dias apdés a extrusdo. A formacdo dos espermatoforos dos machos

estudados seguiu até o 16° dia, quando todos os machos tinham seus espermatdforos
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completamente regenerados. A hipétese de que essa € uma discrepancia relacionada a
diferengas interespecificas e da estrutura do espermatdforo deve ser considerada.

Assim como em outros estudos, tais como os de Heitzmann et al. (1993) e
Parnes et al. (2006), foi observado neste estudo que a muda afeta diretamente a
regeneracdo do espermatoforo de F. brasiliensis. Todos os machos encontrados no
periodo de po6s-muda durante a checagem diaria deste estudo ja possuiam
espermatdforos formados, o que indica que em F. brasiliensis a estrutura € regenerada
em até 24 h ap6s a muda.

A anélise da qualidade espermatica demonstrou que ndo ha diferencas entre 0s
espermatdéforos de F. brasiliensis formados gradualmente e ap6s a muda. Estes
resultados estéo de acordo com as observagdes feitas por Heitzmann et al. (1993) para
L. vannamei. Segundo os autores, na manhd seguinte a muda, o numero de
espermatozoides contidos no novo espermatoforo permanece constante ao longo da
intermuda. Adicionalmente, os mesmos autores relataram que ndo ha evidéncias da
relacdo entre muda e espermatogénese. Desta forma, a muda provavelmente atua
especificamente sobre a regeneracdo, acelerando as trés fases da regeneragédo
anteriormente descritas.

Resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo foram observados
para L. vannamei. Parnes et al. (2006) relatam que o espermatoforo dessa especie
comeca a ser degradado 12 h antes da muda e, apo6s 36 h, um novo par de
espermatoforos pode ser observado através da cuticula. Heitzmann et al. (1993)
encontraram espermatéforo completamente regenerados na mesma espécie apos 24 h da
muda. O curto tempo para a regeneracdo do espermatoforo apos a muda pode ser
justificado por meio de observagdes histoldgicas de Malek & Bawab (1974a, b). Os

autores demonstraram que P. kerathurus possui dois espermatoforos ao longo do seu
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vaso deferente, um completamente formado acomodado na ampola terminal, enquanto
outro é simultaneamente formado no vaso deferente médio.

Alguns autores sugerem que a muda atua como um fator controlador da
renovacdo de espermatdforos velhos na auséncia de copula. Desta forma, a renovacgao
do espermatdforo estaria atrelada ao ciclo hormonal dos camarBes (Heitzmann et al.
1993, Alfaro-Montoya 2010). Com base nos resultados apresentados neste estudo e
possivel adicionar a essas observagdes que a muda ndo apenas atua renovando

espermatdforos ndo ejaculados, mas também acelerando a regeneracao apds a extrusao.

CONCLUSOES

A regeneragdo do espermatdforo de F. brasiliensis compreende trés estagios
referentes a formacdo do mesmo apds a extrusdo: nao formado, parcialmente formado e
formado. As seguintes fases compreendem a regeneracdao dos espermatoforos no trato
reprodutivo: (1) deposicdo de um espermatéforo primitivo na ampola terminal, no qual
todos os componentes estruturais ja estdo incluidos, sendo, portanto, o seu peso é
constante até o final da regeneracdo; (2) deposicdo gradual dos espermatozoides; (3)
enrijecimento do espermatéforo, assumindo a usual forma alongada.

Quando ndo ocorre muda durante o periodo de regeneracdo, espermatoforos
nos trés estagios de regeneragdo sdo observados e a completa formacgéo ocorre em até 16
dias. Em contrapartida, quando ocorre muda, um novo espermatéforo é formado em até
de 24 h. Os espermatdforos formados apos a muda possuem qualidade espermatica
semelhante aqueles formados gradualmente. Desta forma, & possivel inferir que a
influéncia da muda na regeneracao do espermatoforo ndo esta exclusivamente associada
a degradacdo dessa estrutura na falta de ejaculacdo, mas este processo também acelera a

regeneracdo mesmo que o espermatoforo tenha sido extrusado.
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CAPITULO 5

MELANIZACAO HEMOCITICA DO ESPERMATOFORO DE Farfantepenaeus

brasiliensis DECORRENTE DE SUCESSIVAS EXTRUSOES MANUAIS
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INTRODUCAO

Em crustaceos, a melanizagdo é um processo caracterizado pela deposi¢édo
extracelular da melanina nos tecidos do animal. A melanina é produzida pelo sistema
profenoloxidase (proPO) (Alfaro et al. 1993). A proPO é uma prd-enzima inativa
presente na hemolinfa e é ativada para fenoloxidase (PO) quando esta reage com
lipopolissacarideos bacterianos, ureia, ions célcio, calor, entre outros. A PO é a
responsavel pela sintese e deposi¢do da melanina (Sarathi et al. 2007).

A melanizagdo do espermat6foro de camardes pode ocasionar a reducdo da
qualidade espermaética geralmente por meio da redugdo progressiva do numero de
espermatozoides e pelo aumento de células anormais e mortas. O processo de
melanizacdo pode evoluir para deterioragdo do espermatdforo e, em alguns casos,
alcanca o trato reprodutivo, quando, entdo, a capacidade reprodutiva do animal é
comprometida (Diaz et al. 2001).

Para camardes, Alfaro et al. (1993) sugeriram que a melanizacdo dos
espermatdforos e do trato reprodutivo pode ser resultado de duas sindromes distintas.
Segundo estes autores, a Melanizagdo do Sistema Reprodutivo do Macho (MRSM, sigla
em inglés) ¢é a sindrome associada a infec¢fes causadas por patégenos como as bactérias
oportunistas, Vibrio alginolyticus (Miyamoto et al., 1961), Pseudomonas putrefaciens
(Derby & Hammer, 1931) e outras. Enquanto, a Sindrome Degenerativa do Trato
Reprodutivo de Machos (MRTDS, sigla em inglés) estd associada a problemas
enddcrinos ocasionados pelo estresse induzido por fatores como temperaturas elevadas
(Pascual et al. 1998, 2003, Perez-Velazquez et al. 2001, Sanchez et al. 2001), dieta
inapropriada (Goimier et al. 2006, Braga et al. 2010), entre outros.

Em caso de MRSM, a melanina € depositada pela PO em locais proximos a

invasdo de patdgenos (Vargas-Albores & Yepiz-Plascencia 2000). Em contrapartida,
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para MRTDS, Séanchez et al. (2001) propuseram a seguinte sequéncia para explicar a
evolucdo da sindrome: (1) em condigdes de cultivo, fatores como temperatura ou
alimentacdo podem ocasionar estresse; (2) esse estresse reduz a capacidade imunoldgica
pela reducdo de hemacitos, alterando os mecanismos de regulacdo do proPO; (3) essa
alteracdo produz um aumento na atividade do sistema de proPo, que aumenta a
producdo de melanina; (4) o aumento de melanina degenera as células e, por fim, pode
levar a esterilizacdo dos machos.

Alguns estudos tém demonstrado uma terceira causa de melanizagdo do
espermatdéforo de camarBes, um processo natural de degeneracdo do espermatoforo
(Alfaro & Lozano 1993, Heitzmann et al. 1993, Diamond et al. 2008). Esse processo
corresponde a renovacao de espermatdéforos antigos na auséncia de ejaculacdo e é
caracterizado pela deposicdo de melanina no espermatéforo, ocasionando sua
degeneracdo. Apds a completa degeneracdo dos espermatoforos velhos, novos
espermatdéforos sem melanizagdo sdo depositados e formados na ampola terminal
(Parnes et al. 2006). A degeneracdo do espermatéforo s6 tem sido descrita para L.
vannamei domesticados. Ndo ha indicios de que esse processo atue na renovacdo de
espermatdéforos de camarBes selvagens, nos quais cOpula e muda seriam os fatores
controladores da renovagdo. Assim, essa degeneracdo seria um processo estritamente
relacionado a condigdes de cativeiro (Alfaro-Montoya 2010).

A melanizacdo é um processo frequentemente observado em estudos sobre a
qualidade espermatica de individuos selvagens de Farfantepenaeus realizados em
cativeiro. A causa dessa melanizacdo tem sido atribuida geralmente ao estresse, porém
ainda ndo foi adequadamente investigada. Desta forma, no presente estudo, a
melanizagdo do espermatdforo de F. brasiliensis selvagens foi avaliada apos sucessivas

extrusdes manuais.
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MATERIAL E METODOS
Origem dos animais e aclimatagao
Os procedimentos de captura e aclimatacdo as condigdes de laboratorio de

reprodutores de F. brasiliensis foram os mesmos daqueles descritos no Capitulo 4.

Desenho experimental

Ap6s o periodo de aclimatacdo, 50 machos (28,54 + 4,94 g) no periodo da
intermuda e sem melanizacdo aparente foram selecionados e distribuidos em 25 tanques
de 0,49 m? com aeracdo suave e constante. Os camardes foram alimentados com lula 1.
argentinus, siri C. sapidus, peixe M. ancylodon e ragdo Breed's (Inve Aquaculture,
Bélgica) ofertados ad libitum alternadamente quatro vezes ao dia (9, 12, 15, 18 h). A
agua foi mantida a 27°C (= 1) e 33 de salinidade (+ 1), sendo renovada diariamente a
100%. O fotoperiodo foi de 14 h de luz e 10 h de escuro. Os camardes mortos foram
diariamente removidos de seus tanques e contabilizados.

O experimento teve duracdo de 30 dias. Nos dias 0, 15 e 30, os espermatdforos
foram extrusados manualmente (Nakayama et al. 2008), correspondendo as extrusoes 1,
2 e 3, respectivamente. A periodicidade das extrusdes foram baseadas nos resultados do
experimento 3 do Capitulo 4. Na extrusdo 1, os espermat6foros de todos os machos
foram extrusados. Nas extrusdes seguintes, a ocorréncia de melanizacdo foi observada
por exame visual e os espermatoforos de todos os camardes viventes e no periodo de
intermuda foram novamente extrusados. Na extrusdo 2, camardes encontrados no
periodo de pés-muda foram retirados do experimento tendo em vista a impossibilidade
de extrusdo sem causar a morte do animal. Nas extrusdes 2 e 3, apenas 0S
espermatoforos melanizados foram usados para avaliagdo da qualidade espermatica e

analise histologica.
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Qualidade espermética e andlise histologica
Na tabela 5.1 estd resumido o nimero de espermatoforos utilizados em cada
andlise por extrusdo. Os espermatoforos selecionados para qualidade espermatica foram

sempre de machos diferentes, o0 mesmo foi feito para a analise histologica.

Tabela 5.1: Numero de espermatéforos melanizados de Farfantepenaeus brasiliensis

usados nas analises de qualidade espermaética e histoldgica nas extrusfes 1, 2 e 3.

Extrusdo 1 Extrusdo 2 Extrusdo 3
Machos vivos 50 42 34

Machos em p6s-muda 0 2 1
Machos com 1 espermatéforo melanizados 0 3 3
Machos com 2 espermatéforos melanizados 0 2 6
Total de espermatoforos melanizados 0 7 15
Usados para qualidade espermaética 15 4 9
Usados para histologia 5 3 6

A metodologia descrita previamente no Capitulo 4 foi utilizada para a
avaliacdo da qualidade espermaética nas trés extrusGes. Para a andlise histoldgica, 0s
espermatdforos foram fixados em formol 10% e foram processados em equipamento
automatico (LUPE PTO5, Brasil), sendo a inclusdo feita em paraplast. Os blocos foram
cortados a 3 um em micrétomo (LUPE MRPO03, Brasil) e corados com hematoxilina e
eosina e Fontana-Masson para melanina. Em alguns cortes, a melanina foi removida
com permanganato de potassio a 0,25% e acido oxalico a 5% para avaliar a presenca de
patogenos. As laminas foram examinadas em microscépio oOptico (Olympus BX 45,

EUA) com camera digital (Olympus DP 72, EUA) acoplada para captura das imagens.
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Analises estatisticas

A transformagdo de dados em porcentagem e nivel de seguranga foram o0s
mesmos utilizados no Capitulo 4. No entanto, diferencas significativas dos parametros
da qualidade espermatica entre as extrusdes (1, 2 e 3) foram verificadas por meio do

teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (Sokal & Rohlf 1995).

RESULTADOS

A sobrevivéncia média dos camardes reduziu ap6s cada extrusdo, enquanto o
percentual de melanizacdo aumentou. Os espermatoforos melanizados coletados na
extrusdo 3 apresentaram peso significativamente menor do que os espermatéforos nao
melanizados (extrusdo 1). O ndimero de espermatozoides e o percentual de células
normais reduziram significativamente nos espermatoforos melanizados (extrusdes 2 e 3)

em comparacdo com espermatéforos ndo melanizados (Tab. 5.2).

Tabela 5.2: Sobrevivéncia e qualidade espermatica de Farfantepenaeus brasiliensis

apos sucessivas extrusdes.

Extrusio 1 Extrnsdo 2 Extrusio 3
Nio , Nio .
Melnizados A0Sy ado cimizados
Sobrevivencia (%) - 84 ; 68
Melanizacéo (%0) 0 119 . 2647

Peso do espermatdforo (mg) M38£416  2806+684% 2819£658%°  2430£459° 23374493
N° de espermatozoides (x 105 1048£251°  1076+3356 469+119°  813£0648 513£157
Espermatozoides normais (%) 7403+ 1468° 79562085 33161289 7922+ 781° 3334+1803°
Espermatozoides anormais (%) 2597+ 14.68° 2044+ 2085 6684+1289° 2078 =781 66661803
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (P<0,05).
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Nas Figuras 5.1 e 5.2 sdo demonstrados cortes histologicos de espermatdforos
melanizados coletados nas extrusdes 2 e 3. Na Figura 5.1, a massa espermatica de um
espermatdforo melanizado é demostrado. Os espermatozoides foram basofilos e, em sua

maioria, apresentaram deformacao do corpo principal e/ou auséncia do espinho.

Figura 5.1: Massa espermatica contida no espermatoforo melanizado de
Farfantepenaeus brasiliensis, mostrando espermatozoides, em sua maioria, com

deformidade do corpo principal e/ou auséncia do espinho. Coloragdo H-E.

Na Figura 5.2A € possivel observar que espermatéforos melanizados
apresentaram densa infiltragdo hemocitica sem a presenca de patdgenos em torno do
tecido conectivo. Em contrapartida, na Figura 5.2B é demonstrado que, em alguns
casos, 0s hemocitos também ocorreram no tecido conectivo. Estas células foram
basofilas, com seus nucleos fortemente baséfilos. Hemaocitos ndo foram observados na
massa espermatica em nenhum espermatoforo analisado. N&o foi observada infiltragdo
hemocitica nos cortes histoldgicos de espermatdforos ndo melanizados das extrusées 1,

2 e 3 (Fig. 5.3).
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Figura 5.2: Fotomicrografias de espermat6foros melanizados de Farfantepenaeus
brasiliensis. (A) Infiltragdo hemocitica em torno do tecido conectivo. (B) Infiltracéo
hemocitica no tecido conectivo. Coloragéo H-E.
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Figura 5.3: Fotomicrografia de um espermatdforo ndo melanizado de Farfantepenaeus
brasiliensis coletado na extrusdo 2, mostrando a auséncia de hemocitos infiltrados no
epitélio (e), tecido conectivo (tc) e no aglomerado celular (ac) que compdem a estrutura

do espermatoforo. Coloragdo H-E.

DISCUSSAO

De acordo com resultados da analise histoldgica realizada no presente estudo,
os espermatoforos melanizados de F. brasiliensis apresentaram densa infiltracéo
hemocitica sem a presenca de patdgenos. Para invertebrados, é sabido que a produgéo
de melanina pelo sistema proPO pode ser desencadeada em resposta a um dano no
tecido (Cerenius & Sdderhall 2004). Assim, no presente estudo, foi possivel relacionar a
infiltragdo hemocitica com o método de compressdo manual para extrusdo do
espermatdéforo. Essa relagdo pode ser corroborada pelo aumento progressivo do
percentual de espermatdforos melanizados a cada extrusdo. Desta forma, provavelmente
0 método de extrusdo manual desencadeia um processo inflamatorio, o que resulta na

producgéo de melanina pelo sistema proPO.
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A relagdo entre extrusdo e melanizacdo foi previamente considerada na
literatura. Por exemplo, Chamberlain et al. (1983) sugeriram, como uma possibilidade,
que a melanizagéo dos tratos reprodutivos de machos de L. stylirostris, L. setiferus e L.
vannamei tenha sido consequéncia do trauma causado pela extrusdo manual ou elétrica.
De forma semelhante, Harris & Sandifer (1986) relataram a relagdo entre melanizacgao e
a frequéncia de extrusdo elétrica em Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1879). No
entanto, a causa dessa relacdo ndo foi demonstrada histologicamente em nenhum dos
dois estudos supracitados.

A melanizacdo do espermatoforo decorrente de um processo inflamatério se
diferencia das demais causas pela ocorréncia de hemdcitos ao redor ou em meio ao
tecido conectivo da estrutura do espermatoforo. Em casos de MRSM, a presenca de
microorganismos patdgenos, principalmente bactérias, caracteriza a sindrome
(Chamberlain et al. 1983, Leung-Trujillo & Lawrence 1987, Talbot et al. 1989, Alfaro
et al. 1993). Enquanto em MRTDS e na degeneracdo natural do espermatéforo,
bactérias, fungos ou hemdcitos estdo ausentes (Dougherty & Dougherty 1989, Sanchez
et al. 2001, Diamond et al. 2008). Essas duas ultimas vias de melanizacdo do
espermatéforo podem ser diferenciadas pela reducdo de hemdcitos na hemolinfa
decorrente de um estresse caracteristica de MRTDS (Sanchez et al. 2001).

No presente estudo, hemdctios ndo foram observados infiltrados na massa
espermatica (Fig. 5.1). No entanto, os nimeros de espermatozoides totais e normais
foram significativamente menores em espermatoforos melanizados (extrusao 2 e 3).

Diamond et al. (2008) encontraram uma reducdo de espermatozoides normais
em espermatéforos de L. vannamei melanizados provavelmente resultante da
degeneracdo natural. Segundo os autores, a maioria das células observadas em

espermatoforos melanizados era pequena, com deformacdes do corpo principal e sem
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espinhos, como observado neste estudo (Fig. 5.1). Dougherty & Dougherty (1989)
observaram um grande numero de espermatozoides sem espinhos com aparéncia de
células danificadas e em degeneracdo em espermat6foros melanizados de L. vannamei.
Estes autores sugerem que a presenca de melanina no espermatoforo causaria a
despolimerizacdo do espinho, explicando a reducdo do numero de espermatozoides
normais.

A reducdo do nimero de espermatozoides totais observada para F. brasiliensis
é um resultado intrigante diante do atual conhecimento sobre a degeneragédo das células
espermaticas. Assim como no presente estudo, Diamond et al. (2008) ndo observaram
hemacitos infiltrados na massa espermatica, porém demonstraram in vitro que estas
células reconhecem e fagocitam espermatozoides anormais contidos em espermatoforos
melanizados. Entretanto, ndo ha indicios de que esta interacdo ocorra in vivo, 0 que
dificulta a explicagdo como os espermatozoides sdo degenerados sem a participacdo de
hemacitos. Desta forma, a hipotese de Dougherty & Dougherty (1989) de que, apos a
despolimerizacdo do espinho, o espermatozoide € degenerado quando a melanina esta
depositada no espermat6foro deve ser considerada.

Adicionalmente, é importante ressaltar que, diferentemente dos estudos de
Dougherty & Dougherty (1989) e Diamond et al. (2008), sucessivas extrusdes foram
realizadas no presente estudo, desencadeando um processo inflamatério. No Capitulo 4,
foi sugerido que, durante a regeneracdo do espermatdforo de F. brasiliensis, um
espermatoforo primitivo é depositado na ampola terminal e 0s espermatozoides
continuam sendo depositados atée a completa regeneracdo do espermatoforo,
aumentando gradativamente o numero de células. Desta forma, também deve ser
considerada a hipdtese de que o processo inflamatério na ampola terminal pode

diminuir ou mesmo interromper a deposicdo de espermatozoides no espermatéforo. No



84

entanto, mais estudos histoldgicos dos espermatéforos de F. brasiliensis apds a extrusao
manual sdo necessarios para confirmacao dessa hipotese.

No presente estudo, o peso dos espermatdéforos reduziu significativamente na
extrusdo 3 em comparacdo com a extrusdo 1. Esta reducdo aparentemente ndo esta
associada ao processo inflamatério que ocasionou reducdo do numero de
espermatozoides totais e normais, uma vez que a diminuicdo do peso também foi
observada em espermato6foros ndo melanizados obtidos na extrusdo 3. Em complemento
a esses resultados, nos cortes histologicos de espermat6foros ndo melanizados das trés
extrusdes ndo foram observadas infiltracdes hemociticas. Desta forma, é provavel que a
reducdo do peso do espermatéforo observada no presente estudo apOs sucessivas
extrusdes esteja relacionada ao inicio de um processo de exaustdo reprodutiva. No
entanto, mais estudos sobre sucessivas extrusées em F. brasiliensis sdo necessarios para
que sejam obtidos resultados mais conclusivos sobre a hipotese de exaustdo reprodutiva.

Resultados sobre a qualidade espermatica ap0s a regeneracao do espermatéforo
extrusado consecutivamente ndo tém sido consistentes e podem estar relacionados a
diferengas entre espécies. Por exemplo, para L. setiferus, tem sido observada uma
reducdo significativa da qualidade espermatica apds consecutivas regeneracdes (Leung-
Trujillo & Lawrence 1991, Rosas et al. 1993, Pascual et al. 1998). Em contrapartida,
para L. vannamei, resultados inversos tém sido demonstrados (Alfaro 1993, Alfaro &
Lozano 1993, Ceballos-Vazquez et al. 2004).

A compressdo manual da regido do quinto par de pereiopodos tem sido a
técnica mais utilizada para extruséo dos espermatéforos em estudos com camardes rosa
(Peixoto et al., 2005, Braga et al. 2011). Nakayama et al. (2008) compararam a
qualidade espermatica de F. paulensis apds a regeneracdo de espermatoforos extrusados

manual e eletricamente e ndo encontraram diferencas entre os métodos. No entanto, a
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avaliacdo comparativa do percentual de melanizagcdo, bem como de observagoes
histoldgicas de espermatoforos regenerados, apds a extrusdo por diferentes métodos ndo
esta disponivel na literatura para camardes rosa. Desta forma, faz-se necessario avaliar
se 0 uso do método elétrico pode ser uma alternativa para a reducdo dos percentuais de
melanizacdo apds sucessivas extrusdes, mantendo a qualidade espermatica de F.

brasiliensis ao longo das consecutivas regeneracdes do espermatéforo.

CONCLUSOES

A extrusdo manual a cada 15 dias aumentou progressivamente o percentual de
espermatdéforos melanizados de F. brasiliensis. Um processo inflamatério, caracterizado
pela presenga de hemdcitos em volta ou no tecido conectivo, foi identificado como o
fator responsavel pela melanizacéo dos espermatéforos. A infiltragdo hemocitica néo foi
observada na massa espermatica, porém, a quantidade e a qualidade dos
espermatozoides foram afetadas negativamente pela presenca da melanina no

espermatdéforo.
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CONCLUSOES GERAIS

Os capitulos apresentados nesta tese demonstram a aplicabilidade do estudo
das ultraestruturas dos espermatozoides de Decapoda em investigacOes sobre relagdes
filogenéticas e evolucdo da morfologia. No entanto, é importante salientar que néao
apenas 0s espermatozoides sdo estruturas reprodutivas com potencial para aplicacédo
nestes tipos de investigacfes. Os espermatdforos e os petasmas, por exemplo, séo
estruturas secundarias masculinas com caracteres bem conservativos entre 0s grupos
taxondmicos que podem prover importante embasamento para estudos filogenéticos.

Na presente tese também foi demonstrado que o estudo morfoldgico de
estruturas reprodutivas tem aplicacdo direta em aquicultura. O estudo da capacitacéo,
por exemplo, além de ser um interessante campo para investigacbes morfoldgicas, tem
aplicacdo na produgdo de camarBes em cativeiro. A necessidade de estocagem do
espermatéforo no télico para que os espermatozoides adquiram a capacidade de
fertilizacdo tem inviabilizado a reproducdo in vitro em laboratérios de producédo de pds-
larvas de camaréo. As informac6es limitadas sdo um entrave para o desenvolvimento de
biotecnologias que induzam este processo sem a necessidade de estocagem do
espermatdforo no télico.

De forma semelhante, o estudo do espermat6foro é fundamental para o manejo
de estoques de reprodutores em cativeiro. Os resultados apresentados nos Capitulo 4 e 5
sdo importantes por contribuir com o conhecimento dos processos de regeneracéo e
melanizac¢do. No entanto, esses resultados tambeém podem ser aplicados em aquicultura,
visando a elaboracdo de estratégias que permitam a manutencdo da qualidade dos

espermatoforos por maior tempo, reduzindo a dependéncia de animais selvagens.
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