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Mestrando: Angel Andrés Arias Vigoya Orientadora: Dra. Irene Bastos Franceschini Vicentini

RESUMO

O camarao-da-amazonia Macrobrachium amazonicum é um palaemonideo
amplamente distribuido na América do Sul, com um grande potencial para a
aquicultura e enorme importancia economica. Apesar das recentes pesquisas
acerca da biologia da espécie, ndo existem estudos relacionados com o
desenvolvimento embrionario de M. amazonicum. Portanto, o principal
objetivo deste trabalho foi realizar uma descricdo do desenvolvimento
embrionario do camario-da-amazonia. Assim, a embriogénese da espécie foi
descrita em relacdo as caracteristicas morfolégicas externas, histoldgicas e
morfométricas observadas em embrides vivos e fixados a intervalos de 24 horas
(dia embrionario, DE), e associado ao sistema de estagiamento porcentual. O
periodo de incubacao foi de 14 dias a 26°C. A embriogénese foi organizada em
oito estagios: I. Ovo fertilizado; II. Clivagem; III. Blastula — gastrula; IV. Disco
germinativo; V. Nauplio embrionizado; VI. Pés-nauplio; VII. Protozoea e VIII.
Zoea. Os valores médios do eixo maior e menor dos ovos, volume do ovo, area
do embrido e indice do olho aumentaram durante a incubacdo, a diferenca da
area do vitelo que diminuiu. M. amazonicum mostrou um padrao de
desenvolvimento embrionario semelhante ao observado em crustaceos com
ovos centrolécitos, com clivagem superficial parcial (meroblastica), e
apresentou caracteristicas semelhantes as espécies do mesmo género. Durante
a embriogénese foi observada uma relacdo entre o desenvolvimento dos 6rgaos
Internos com as estruturas externas, e os ritmos de desenvolvimento
embrionario revelam uma associacdo entre as caracteristicas morfolégicas,
histolégicas e morfométricas.

Palavras-chave: Decapoda,  Macrobrachium, histologia, morfologia,

morfometria.
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Mestrando: Angel Andrés Arias Vigoya Orientadora: Dra. Irene Bastos Franceschini Vicentini

ABSTRACT

The Amazon River prawn Macrobrachium amazonicum is a palaemonid widely
distributed in South America, with a great potential for aquaculture and huge
economic importance. Despite recent researches about the biology of the
species, there are no studies related to the embryonic development of M.
amazonicum. Thus, the main objective of this study was a description of the
embryonic development of Amazon River prawn. Hence, the embryogenesis of
the species was described with respect to the morphological, histological and
morphometrical features, observed in live and fixed embryos at intervals of 24
hours (embryonic day, ED), associated by percent staging system. The
incubation period was 14 days at 26°C. The embryogenesis was organized in
eight stages: 1. Fertilized egg; II. Cleavage; III. Blastula — Gastrula; IV.
Germinal disc; V. Embryonized nauplius; VI. Post-nauplius; VII. Protozoea
and VIII. Zoea. The mean values for egg length and width, egg volume, area of
the embryo and eye index increased during incubation, contrasting with the
area of the yolk that decreased. M. amazonicum showed a similar pattern of
embryonic development to that observed in crustaceans with centrolecithal
eggs and superficial partial cleavage (meroblastic); and showed similar
characteristics to species of the genus. During the embryogenesis was observed
a relationship between the development of internal organs with the external
structures, and the developmental rhythms shows an association among the
morphological, histological and morphometric features.

Keywords: Decapoda, Macrobrachium, histology, morphology, morphometry.

CAUNESP 4



Mestrando: Angel Andrés Arias Vigoya Orientadora: Dra. Irene Bastos Franceschini Vicentini

RESUMEN

CAUNESP 5



Mestrando: Angel Andrés Arias Vigoya Orientadora: Dra. Irene Bastos Franceschini Vicentini

RESUMEN

El camarén de la Amazonia Macrobrachium amazonicum, es un palaemonideo
ampliamente distribuido en Suramérica, con un gran potencial para la acuicultura
y una notable importancia econémica. A pesar de las recientes investigaciones
sobre la biologia de la especie, no existen estudios relacionados con el desarrollo
embrionario de M. amazonicum. De este modo, el principal objetivo de este trabajo
fue realizar una descripcion del desarrollo embrionario del camarén de la
Amazonia. Asi, la embriogénesis de la especie fue descrita en relaciéon a las
caracteristicas morfolégicas externas, histolégicas y morfométricas observadas en
embriones vivos y fijados a intervalos de 24 horas (dia embrionario, DE), y
asociado al sistema de estadios basados en porcentajes. El periodo de incubacion
fue de 14 dias a 26°C. La embriogénesis fue organizada en ocho periodos: I. Huevo
fertilizado; II. Clivaje; III. Blastula — gastrula; IV. Disco germinativo; V.
Nauplio embrionizado; VI. Pés-nauplio; VII. Protozoea e VIII. Zoea. Los valores
medios del eje mayor y menor de los huevos, volumen del huevo, area del
embrion e indice del ojo aumentaron durante la incubacion, a diferencia del
area del vitelo que disminuyo. M. amazonicum mostré un patron de desarrollo
similar al observado en crustaceos con huevos centrolecitos, con clivaje
superficial parcial (meroblastica), y presento caracteristicas semejantes a las
especies del mismo género. Durante la embriogénesis fue observada una
relacion entre el desarrollo de los Organos internos con las estructuras
externas, y los ritmos de desarrollo embrionario indican una asociacién entre
las caracteristicas morfologicas, histolégicas e morfométricas.

Palabras clave: Decapoda, Macrobrachium, histologia, morfologia,

morfometria.
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1. INTRODUCAO GERAL

O género Macrobrachium é o maior em numero de espécies da Ordem
Decapoda (Latreille, 1803); Sub-ordem Pleocyemata (Burkenroad, 1963); Infra-
ordem Caridea (Dana, 1852); Superfamilia Palaemonoidea (Rafinesque, 1815);
Familia Palaemonidae (NEW et al., 2010). A maioria das espécies vive em
agua doce, pelo menos em alguma fase de sua vida. O género é circum-tropical
e encontra-se distribuido em todos os continentes exceto Europa e Antartica
(NEW et al., 2010; DE GRAVE et al., 2008; NEW, VALENTI, 2000). O género
esta representado por cerca de 230 espécies (NEW et al., 2010), e apresenta
sua maior diversidade de espécies na regido Oriental, com um total de 123
espécies. Na regido Neotropical o nimero diminui para 53 espécies e a regiao
de Australasia esta representada por 28 espécies. Na regido Neartica apenas
ocorrem trés espécies, enquanto a regiao Paleartica leste apresenta somente
quatro espécies, e na regido do Pacifico sdo encontradas dez espécies (DE

GRAVE et al., 2008).

Segundo Odinetz-Collart e Moreira (1993), dentre os camaroes de agua
doce, destacam-se as espécies do género Macrobrachium, que apresentam
grande interesse comercial, para a aquicultura e para a exploracido das

populagoes naturais.

O grande desenvolvimento da producdo de M. nipponense na China
mostra a grande importancia e a viabilidade do uso das espécies nativas para o
cultivo (KUTTY et al.,, 2000). Assim, no Brasil existem trés espécies de
camaroes de agua doce com enorme potencial produtivo: M. acanthurus, M.
amazonicum e M. carcinus (VALENTI, 1993). Kutty et al. (2000), Kutty
(2005), Kutty e Valenti (2010), New (2005) e Valenti (2003) ratificaram que a
espécie brasileira com maior potencial para o cultivo comercial é M.

amazonicum.

Melo (2003) menciona que M. amazonicum é uma das 45 espécies do
género Macrobrachium registradas no continente Americano e destas 18

ocorrem no Brasil. A espécie apresenta uma ampla distribuicdo geografica nas
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regioes tropicais e subtropicais da América do Sul, sendo encontrada na
Guiana, Suriname, Guiana Francesa, Venezuela, Colombia, Peru, Equador,
Bolivia, Paraguai, Argentina e no Brasil, onde ocorre em 14 estados. A espécie
encontra-se distribuida nas principais bacias hidrograficas do leste da América
do Sul, incluindo os rios Amazonas, Orinoco, Araguaia-Tocantins, Sao
Francisco e La Plata (bacias dos rios Paraguai e Parand), assim como nos rios
das bacias do Atlantico Sul e das costas norte, nordeste e leste do Brasil

(HOLTHUIS, 1952; BIALETZKI et al., 1997; MELO, 2003).

O camarao-da-amazonia é um dos importantes recursos bioldgicos do
Brasil. Trata-se de uma espécie que apresenta importantes vantagens para o
cultivo, embora seja considerado um camarao pequeno, pode alcancar até 16
cm e 30 g (VALENTI et al., 2003). Esta espécie é de grande interesse
econodmico, ja que apresenta uma carne com textura mais firme e sabor mais
intenso, quando comparado com M. rosenbergii o que resulta numa maior
aceitacao no mercado (MORAES-RIODADES; VALENTI, 2001); alem disso a
espécie apresenta resisténcia as condic¢oes de cultivo e doencas, e seu manejo é
relativamente facil. Por ser uma espécie nativa sua producido comercial nio
oferece riscos ambientais, pelo escape de individuos ou pela introducao de

espécies.

A aquicultura pode ser definida como o processo de producgao de
organismos aquaticos cujo habitat é predominantemente aquatico pelo menos
durante alguma fase do desenvolvimento, sob condigdes controladas, seja em
areas continentais ou costeiras. Esta atividade implica por uma parte a
influéncia no processo de criacdo para aprimorar a producdo e por outra parte

a propriedade individual ou empresarial do estoque produzido (FAO, 2008).

A aquicultura continua sendo um setor produtivo de alimentos de alta
qualidade, crescente, vigoroso e importante. A producado aquicola mundial de
peixes, crustaceos, moluscos e outros organismos aquaticos destinados ao
consumo, atingiu mais de 51,65 milhées de toneladas no ano de 2006 e 52,5

milhées de toneladas para o ano 2008, gerando respectivamente U$ 78,76
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bilhées e U$ 98,4 bilhdes. A producao total de crustaceos em 1996 passou de
1,11 milhoes de toneladas (U$ 7,09 bilhoes) para 4,50 milhoes de toneladas (U$
17,95 bilhées) em 2006 e 5,0 milhdes de toneladas (U$ 22,7 bilhoes) em 2008
(FAO, 2009, 2010). A produc¢ao mundial de crustaceos no ano 2006 apresentou
um predominio da producdo de camardes marinhos, com 70,37% do total
produzido (3,16 milhdes de toneladas); em menor escala encontram-se os
crustaceos de agua doce, representando 23,70% (1,07 milhoes de toneladas), os
caranguejos com 5,0% (224,8 mil toneladas) e outros diversos grupos de
crustaceos com 0,93% (41,8 mil toneladas) da producao mundial (FAO, 2009).
Nao obstante, a criagdo e producao de camardes de agua doce é um dos setores
da aquicultura com maior desenvolvimento a nivel mundial (VALENTI, 2004).
Recentemente, a produ¢do mundial aumentou aproximadamente 1300%
(VALENTI, 2004). Em 2001, considerando as principais espécies cultivadas:
Macrobrachium rosenbergii e Macrobrachium nipponense, o volume produzido
ultrapassou as 300.000 toneladas, movimentando mais de US$ 1 bilhao
(VALENTI, 2004). No ano 2006, a situacdao continuou sem mudancas e a
producdo mundial alcangou 410.000 toneladas, produzindo mais de US$ 1,63
bilhoes (FAO, 2008).

Embora os camardes de agua doce ainda ocupem posi¢ao inferior aos
marinhos na producdo mundial, eles apresentam varias vantagens tais como
maior resisténcia a doencas, um sistema de producao mais simples,
independéncia da agua salgada na fase de crescimento, sistema de producao
compativel com os pequenos produtores e diminuicio dos efeitos prejudiciais
para o melo ambiente (NEW; VALENTI, 2000). Além disso, o cultivo de
camardes de agua doce apresenta caracteristicas que favorecem o cultivo
sustentavel em empresas que usam mao de obra familiar NEW; VALENTI,
2000). Assim, atualmente a carcinicultura de agua doce é reconhecida como
uma forma rentavel de produzir camardes, com baixo impacto ambiental e
bem-estar social, adaptando-se aos principios modernos da aquicultura

sustentavel (NEW et al., 2010; NEW, VALENTI, 2000).
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Varias espécies do género tém sido utilizadas com fins experimentais
na aquicultura, entre essas M. acanthurus (Weigman, 1836), M. amazonicum
(Heller, 1862), M. americanum (Bate, 1868), M. carcinus (Linnaeus, 1758), M.
formosense (Bate, 1868), M. lamarrei (H. Milne Edwards, 1837), M. lanceifrons
(Dana, 1852), M. lanchesteri (De Man, 1911), M. lar (Fabricius, 1798), M.
malcolmsonii (H. Milne Edwards, 1844), M. ohione (Smith, 1874), M.
rosenbergii (De Man, 1879) M. rude (Heller, 1862) e M. vollenhovenii (Herklots,
1857) (NEW et al., 2010; NEW, VALENTI, 2000).

Neste contexto, as pesquisas existentes em referéncia a M.
amazonicum estdo principalmente relacionadas aos fatores ambientais,
ecoldgicos e da biologia pesqueira das popula¢ées no meio natural (ODINETZ-
COLLART, 1991; ODINETZ-COLLART, MOREIRA, 1993; ODINETZ-
COLLART, MAGALHAES, 1994). Também sdo enfocados aspetos como
crescimento (SILVA et al., 2007), fecundidade e fertilidade (ODINETZ-
COLLART, RABELO, 1996; DA SILVA, et al., 2004), biologia reprodutiva
(ODINETZ-COLLART, 1991; ODINETZ-COLLART, MOREIRA 1993), ciclo
reprodutivo das fémeas (SAMPAIO et al., 2007), morfotipos de machos
(MORAES-RIODADES, 2002; PAPA, 2003, 2007), efeitos da nutrigao sobre o
desempenho reprodutivo (RIBEIRO, 2003, 2006), morfofisiologia e histologia
do aparelho digestorio (JUNIOR, 2006; PAPA, 2003, 2007; RIBEIRO, 2003,
2006), desenvolvimento do intestino médio durante o periodo larval
(MESSIAS, 2007), salinidade, luminosidade e alimentacdo das larvas
(ARAUJO, 2005; VETORELLI, 2008), manejo na larvicultura (VETORELLI,
2004), densidade de estocagem e manejo na fase de crescimento (MORAES-
RIODADES, 2005, MORAES-RIODADES, VALENTI, 2007), metabolismo
larval e tolerancia a compostos nitrogenados (HAYD, 2007), manejo otimizado
da alimentacido durante a fase larval (MACIEL, 2007), efluentes e qualidade
da agua (KIMPARA, 2007, NOGUEIRA, 2008), transporte (SPERANDIO,
2004) e avaliacao das taxas de estocagem das larvas junto a viabilidade técnica
e economica da atividade (VETORELLI, 2004). No entanto, varios aspectos

relacionados a biologia do camarao-da-amazonia ainda nao foram
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estabelecidos, e néo existem estudos que avaliem o desenvolvimento
embrionario de M. amazonicum, assim o presente trabalho pretende realizar

uma primeira aproximacio da ontogenia inicial da espécie.
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2. LITERATURA

O desenvolvimento dos crustaceos exibe uma ampla variedade de
alteracoes morfologicas, fisioldgicas, e no contetdo e distribuicido do vitelo nos
ovos. Os tipos de desenvolvimento variam desde ovos pequenos até ovos
volumosos. Os ovos pequenos apresentam pouco conteudo de vitelo e clivagem
total, e ddao origem aos nauplios de natagdo autonoma, tipico dos Euphausiacea
e Dendrobranchiata. Os ovos volumosos apresentam muito vitelo, incubacao

materna, clivagem parcial e eclosdo na forma de zoea, padrio descrito para a

maioria dos Malacostracos (SCHOLTZ, 2000; HERTZLER, 2002).

Com o objetivo de estudar o desenvolvimento embrionario de varias
espécies de crustaceos decapodes, foram utilizadas diversas técnicas tais como:
a extracdo diaria de amostras de ovos a partir dos pleépodos da fémea, a
incubacado dos ovos sob condi¢bes controladas e a remocado do corion e da
membrana vitelina do ovo para manipular os embrices e as células
embrionarias (CHARMANTIER, MOUNET-GUILLAUME, 1992; HELLUY et
al., 1993; LYNN et al., 1993; HERTZLER et al., 1994; CHANG, SHIH, 1995;
ODINETZ-COLLART, RABELO, 1996).

Muitas espécies de decapodes e principalmente os membros da familia
Palaemonidae, apresentam ovos grandes e produzidos em grande quantidade,
tornando possivel o acompanhamento da embriogénese através do periodo de
incubacio (MULLER et al., 1996; ODINETZ-COLLART, RABELO, 1996;
SANDEMAN R., SANDEMAN D., 1991).

Uma caracteristica do sucesso reprodutivo dos crustaceos esta
relacionada ao fato de que muitas espécies transportam seus ovos até a
eclosao, resultando numa elevada taxa de sobrevivéncia dos embrides (GIESE,
PEARSE, 1974, FELGENHAUER, ABELE, 1983; SANDEMAN R,
SANDEMAN D., 1990; CHARNIAUX COTTON et al., 1992). As fémeas da
familia Palaemonidae mantém os ovos unidos aos pleépodos em um grupo
compacto até a eclosdo. Esta caracteristica permite o acompanhamento da

embriogénese ao longo do periodo de incubacdo (MULLER et al., 2004).
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Como regra geral, as espécies que mostram cuidado parental produzem
ovos classificados como centrolécitos, e cuja clivagem é meroblastica superficial
(FIORONI, 1992). Isto determina um desenvolvimento mais lento, onde o
nauplio é modificado e ja esta presente durante a embriogénese. Assim, ocorre
divisdo celular intra vitelinica, formacao do blastoderma, da area blastoporal,
do disco germinal, da papila caudal, surgimento do pds-nauplio e incorporac¢ao
do vitelo pelo intestino médio (ANDERSON, 1982; MULLER et al., 2003). A
eclosdo ocorre numa forma larval avancada conhecida como zoea, que
apresenta estruturas mais desenvolvidas e é caracteristica dos crustaceos
decapodes (ANDERSON, 1973; HARTNOLL, 1982; DAHL, 1983;
FELGENHAUER, ABELE, 1983; RABALAIS, GORE, 1985).

Durante a embriogénese, é notado um aumento na complexidade das
estruturas embrionarias, acompanhado pela reorganizacio das reservas
vitelinicas e estruturais dos ovos (GREEN, 1965). A gradativa incorporacao do
vitelo pelas células embrionarias disponibiliza espaco no ovo, para o
desenvolvimento dos apéndices corporais, crescimento do abdomen, e

organizacdo dos 6rgdos no cefalotérax (MULLER et al., 20083).

Diversas pesquisas relacionadas a embriogénese das espécies de
crustaceos que possuem ovos volumosos foram desenvolvidas pelo emprego de
diferentes metodologias de estagiamento do desenvolvimento embrionario.
Estes procedimentos avaliam aspectos como a morfologia tanto interna quanto
externa do embrido, o mnivel de desenvolvimento dos componentes
embrionarios, informacoes biométricas de ovos e embrides, além do tempo

transcorrido durante a embriogénese (SIMOES-COSTA et al., 2005).

As caracteristicas relacionadas a embriogénese de crustaceos com ovos
centrolécitos podem ser identificadas na morfologia embrionaria (ANDERSON,
1973, 1982; RABALAIS, GORE, 1985). Multiplas metodologias foram aplicadas
para descrever o desenvolvimento embrionario em decapodes, como o indice de
olho (PERKINS, 1972), o método de estagiamento quantitativo associado ao
indice do olho (HELUY; BELTZ, 1991), o estagiamento porcentual
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(SANDEMAN R.; SANDEMAN D., 1991), e o sistema de estagiamento diario
(NAZARI et al., 2000, 2003; SIMOES-COSTA et al., 2005).

De modo geral, nos estudos realizados por Weygoldt (1961) com o
camarao de agua salobra do Atlantico Palaemonetes varians e Miller (1984)
com o Pitu “Painted river prawn” Macrobrachium carcinus, foram descritos os
estagios embrionarios nestas espécies, com énfase na diferenciacdo das
estruturas embrionarias. Num estudo realizado com lagosta americana
Homarus americanus, Perkins (1972) utilizou o indice do olho pigmentado
como parametro de avaliagdo do grau de desenvolvimento para outras
estruturas embrionarias. Pinheiro e Hattori (2002) descreveram oito estagios
do desenvolvimento embrionario do Siri “Speckled crab” Arenaeus cribrarius
com base na morfologia interna dos embrides e na biometria dos ovos. Helluy e
Beltz (1990, 1991), relacionaram os dias embrionarios com o tempo relativo de
desenvolvimento do olho e do sistema nervoso da lagosta americana.
Sandeman e Sandeman (1991) quantificaram os diferentes estagios do
desenvolvimento da lagosta azul “Blue lobster” Cherax destructor em
porcentagem, que pode ser usado como um referencial para estudos

comparativos de desenvolvimento com outras espécies de crustaceos.

Ultimamente tém sido efetuados varios estudos avaliando a
embriogénese de diversas espécies do género Macrobrachium. A utilizacao de
metodologias baseadas na descricio das caracteristicas morfolégicas e os
esquemas de estagiamento tém demonstrado serem adequados na descri¢gao da
embriogénese, assim os estudos de padronizagio do desenvolvimento
embrionario confirmam a homologia deste processo entre as espécies

congenéricas.

Miller (1984) fez uma descricdo do desenvolvimento embrionario do
Pita, M. carcinus, com especial énfase nas caracteristicas de divisio,
proliferacido e diferenciacao celular, morfogénese e organogénese. Além disso,

foi feita uma comparagao do desenvolvimento dos folhetos embrionarios e
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orgaos da espécie com outros malacostracos e determinacao das caracteristicas

primitivas e secundarias do desenvolvimento dos malacostracos.

A descricao dos estagios naupliar e pés naupliar de Macrobrachium
acanthurus “Piti — Cinnamon river prawn” foi feita por Bressan e Miiller
(1997, 1999). O desenvolvimento naupliar e das estruturas ocorre em quatro
etapas, sendo caracterizadas pela divisdo, proliferacdo e migracao celular, e
pelos processos de morfogénese e organogénese, para constituir a morfologia do
nauplio embrionizado. Em relacdo a fase pds naupliar, foram descritas oito
etapas de organizagao de acordo com as mudancas morfolégicas observadas no
embrido. O desenvolvimento pds naupliar apresentou um gradativo
surgimento das estruturas embrionarias como resposta a intensa atividade
celular, morfogénese, organogénese e crescimento embrionario, até a formacgao

duma larva com a capacidade para tornar-se livre.

Miller et al (2007) estabeleceram periodos baseando-se nas
caracteristicas morfologicas e morfométricas dos embrides de M. acanthurus, a
intervalos de 24 horas (dia embrionario) associados ao sistema de
estagiamento em porcentagem. O estudo comprovou a dinamica do
desenvolvimento embrionario intralecital da espécie, através da associagao das
caracteristicas morfologicas e morfométricas. Os eventos iniciais podem ser
observados devido a organizacido superficial do embrido no ovo, permitindo a
visualizacado do disco germinativo, do nauplio embrionizado e suas estruturas.
Posteriormente os eventos estao associados a organogénese, desenvolvimento e
funcionalidade dos sistemas organicos que preparam ao embrido para a vida
apods a eclosdo. Os ritmos da embriogénese durante sua fase final apresentam

uma relagdo entre o indice do olho e os movimentos embrionarios.

Zhao et al (1998a, 1998b) descreveram a embriogénese e o
desenvolvimento e diferenciacdo do sistema digestivo do camarao da Malasia
“Giant river prawn” Macrobrachium rosenbergii. A embriogénese foi dividida
em sete estagios: clivagem, blastula, gastrula, nauplio embrionizado,

metanauplio, protozoea e zoea; destacando as mudancas morfolégicas
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macroscopicas e microscopicas ocorridas durante o periodo de incubacao.
Assim, o estudo faz a caracterizacao celular das mudangas que acompanham o
desenvolvimento embrionario, a formacao do embrido e das estruturas que o

compdem, e o desenvolvimento do sistema digestivo.

Yao et al. (2006) amplia o conhecimento da embriogénese de M.
rosenbergii. Segundo os autores os ovos apresentam grande quantidade de
granulos vitelinicos, distribuidos homogeneamente pelo pdlo vegetal, durante a
etapa de fertilizacdo. Durante a fase de gastrula a prega “téraco-abdominal”
pode ser observada. Esta prega corresponde ao primérdio de alguns 6rgaos que
ocupardao o cefalotérax e o abdomen. Em estagios mais avancados do
desenvolvimento, como o estagio de protozoea e zoea, é evidente a formacio das
estruturas embrionarias, e deste modo, pode-se identificar o surgimento dos
olhos, dos ganglios cerebréides, do coracdo e dos apéndices. O vitelo que
persiste ao redor dos primoérdios de alguns 6rgios e apresenta caracteristicas

muito diferentes do vitelo encontrado na fase de fertilizacao.

Nazari et al. (2000) estudaram a embriogénese do camarao
palaemonideo Palamonetes argentinus “camarao fantasma”, e determinaram
que o desenvolvimento dura 10 dias. Durante a avaliagdo das fases
embrionarias foram reconhecidos trés periodos de desenvolvimento: pré-
naupliar, naupliar e pés-naupliar. O periodo pré-naupliar envolve os estagios I
e II onde inicia o processo de clivagem e gastrulacao; e os estagios III e IV
correspondem ao periodo de disco germinativo e de nauplio. Os estagios
restantes (V a VIII) definem o longo periodo pés-naupliar, quando ocorre o
processo de organogénese e morfogénese. Este periodo é prolongado, pois as
estruturas precisam amadurecer e adquirir a funcionalidade previa a eclosio,

que ocorre na forma de zoea.

Miller et al. (2004) analisaram e reforcam o conhecimento da
embriogénese dos camaroes Palaemonideos. Foram estudadas quatro espécies
de agua doce e salobra: Macrobrachium olfersi “Pita — Bristled river prawn”,

Macrobrachium potiuna “camardo Potiuna”, Palaemon pandaliformis
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“American grass shrimp — Potitinga prawn” e P. argentinus. Estes autores
estabeleceram a relacdo existente entre o surgimento das estruturas
embrionarias e o tempo de desenvolvimento; e compararam as caracteristicas
morfologicas do embrido durante as diferentes fases da embriogénese. As
caracteristicas estudadas foram: forma do ovo, disposi¢do do vitelo, clivagem;
formacao dos apéndices naupliares e pés-naupliares, estomodeo, lobos 6pticos,
olhos e telson; também a curvatura do embrido e o espago que ocupa no ovo. As
espécies anteriormente citadas apresentaram um padrao semelhante de
desenvolvimento, descrito para espécies de Palaemonideos com ovos

centrolécitos, sendo estabelecidas oito fases morfolégicas comuns.

Lavarias et al (2002) analisaram o desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium borellii “camarao de rio”, e determinaram sete estagios de
desenvolvimento, além dos padrées de crescimento durante a embriogénese,
baseados em medigoes morfométricas utilizando o analisador de imagens para
avaliar as seguintes variaveis: area, diametros maior e menor, perimetro e

forma do vitelo e do olho.

O estudo comparativo entre M. potiuna e M. olfersi classificou os ovos
em dois estagios de desenvolvimento embrionario, com base na presenca ou
auséncia da pigmentagao ocular. Os autores encontraram uma correlacdo entre
o volume do ovo e a fase da embriogénese, assim o volume aumenta conforme
avanca o periodo de incubacado embrionaria (NAZARI, et al., 2003). A espécie
M. potiuna também foi avaliada por Antunes e Oshiro (2004) que a semelhanca
de Nazari et al. (2003), consideraram duas fases de desenvolvimento
embrionario para esta espécie. Uma 1inicial que antecede ao inicio da
pigmentacao dos olhos e uma final onde é evidente a pigmentacao ocular. Os
ovos de M. potiuna apresentaram forma ovoide e um aumento relativo do

volume durante os estagios avaliados.

Miuiller et al. (2003) descreveram o desenvolvimento embrionario de M.
olfersi, e observaram as caracteristicas morfolégicas de embrides “in vivo” e

fixados, durante o periodo de incubacdo (14 dias). Os autores utilizaram
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porcentagens niao fixas para descrever a embriogénese em dez estagios: pré-
clivagem, clivagem, gastrulacido, aparicido do disco germinativo, fase de
nauplio, surgimento da papila caudal, encurvamento do embrido, pigmentacao
ocular, segmentacdo do abdomen e pre-eclosdo. Neste estudo foram
consideradas algumas caracteristicas distintivas do desenvolvimento como
surgimento dos olhos, a pigmentagao ocular e o batimento cardiaco. Estas
caracteristicas sao critérios de avaliacdo muito importantes devido a que

apresentam uma origem sincronica em M. olfersi.

Simoes-Costa et al., (2005) em outro estudo com M. olfersi, reforcam o
conhecimento da biologia da espécie. Os autores realizaram analise das
caracteristicas morfolégicas do embrido associada ao dia em que surgiram.
Esta analise diferencia o desenvolvimento por meio do sistema de
estagiamento diario. Foram examinados embrides vivos e fixados a cada 24
horas, de tal modo que cada intervalo foi1 considerado como um dia de
desenvolvimento embrionario; sendo caracterizados 14 dias embrionarios.
Além disso, foi calculado o indice do olho, que foi um parametro de avaliacido
que relacionou diretamente o processo de embriogénese com o desenvolvimento
do olho, sendo um critério de analise morfoléogico e biométrico do

desenvolvimento.

O desenvolvimento embrionario do camarao M. americanum “Cauque
river prawn” foi descrito por Garcia-Guerrero e Hendrickx (2009), usando como
critério de avaliacdo o método de estagiamento fixo baseado em porcentagem.
Os ovos foram observados “in vivo”, o periodo de incubacéo foi de 18 dias a uma
temperatura de 24°C, foram descritos 10 periodos de desenvolvimento: (I)
clivagem; (II) gastrulacdo; (III) formacdo do disco germinal e do nauplio
embrionizado; (IV — V) formacao, estruturacao e maturacao do pés nauplio; (VI
— VII — VIII) protozoea; (IX — X) zoea. Assim, nos estagios I, II e III séo
reconhecidas as caracteristicas da fase naupliar e nos estagios IV a X
correspondem a fase pds naupliar. Segundo os autores as caracteristicas
morfolégicas observadas no estudo coincidem com o padrido descrito para

espécies do género Macrobrachium.
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Existem outras espécies de camardes decapodes que apresentam um
padrao de desenvolvimento semelhante ao descrito nas espécies do género
Macrobrachium. Assim, no camardo de roca Rhynchocinetes typus foram
determinados dez estagios embrionarios, de acordo com a coloragdo do ovo,
volume do vitelo, aparecimento de apéndices e pigmentacdo do olho. A
sequéncia de aparicdo dos apéndices e estruturas embrionarias segue o padrao

descrito nos crustaceos decapodes (DUPRE, et al., 1992).

Rudolph e Rojas (2003) descreveram os estagios embrionarios e pos-
embrionarios do camardo escavador “Burrowing crayfish” Virilastacus
araucanius, com base nas mudancas morfolégicas observadas na superficie dos
ovos. Foram diferenciados cinco estagios embrionarios e trés estagios juvenis.
O desenvolvimento embrionario tem uma duracdo de 120 dias e o pods-
embrionario 20 dias, até que se forma o terceiro estagio juvenil. O
desenvolvimento é continuo e se apresentou cuidado parental durante os dois

primeiros estagios juvenis.

Yavar e Dupré (2007) estabeleceram sete estagios de desenvolvimento
embrionario para o camario de rio Cryphiops caementerius, com base na
quantidade de vitelo, na forma da pigmentacio ocular, no aparecimento dos
apéndices naupliares, pereiépodos e telson. O surgimento dos cromatéforos e
suas alteragées morfolégicas também foram importantes para a determinagao
destes estagios de desenvolvimento. Os estagios descritos sao (1) o vitelo esta
distribuido homogeneamente, e o embrido atinge o estado de moérula; (2) no
polo animal surgem rudimentos da antena, anténula e mandibula; (3) no
abdomen surgem os pereiépodos, os globos oculares com pigmentacao; (4) se
evidencia o batimento cardiaco; (5) os pereiéopodos se expandem em numero, a
pigmentacao ocular se intensifica; (6) emerge o rosto e surgem os cromatoforos;
(7) o embrido esta completamente desenvolvido e mostra cromatéforos

estrelados, movimentacao dos apéndices, pereiépodos e abdomen.

Alwes e Scholtz (2006) analisaram o desenvolvimento embrionario do

lagostim marmore “Marbled crayfish” Procambarus fallax, fazendo a
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classificacdo de acordo com a morfologia externa, a linhagem celular e a
formacdo dos segmentos. Foram identificados dez estagios com base nas
mudancas externas dos embrides: Clivagens e formacido do blastoderma;
gastrulacao e formacdo do disco germinativo; fechamento do blastéoporo e
formacdo do primoérdio do segmento naupliar; formacgdo dos primeiros
segmentos pos naupliares; formacgao dos pereidpodos; formacao e diferenciagao
dos pleomeros; elongacdo dos membros toracicos; diferenciacdo dos

pereidpodos; diferenciacido dos olhos e pré-eclosio.

Diversas pesquisas foram realizadas em outras espécies de crustaceos
decapodes. No caso das lagostas da infraordem Astacidea, Helluy e Beltz
(1991), descreveram os diferentes aspetos do desenvolvimento embrionario da
lagosta Americana H. americanus o periodo de incubagao foi de 180 dias, desde
a formacdo do estagio naupliar até surgimento do primeiro estagio larval.
Assim, fol analisada a sequéncia de aparecimento das caracteristicas
morfolégicas, anatomicas e comportamentais. O sistema de estagiamento em
porcentagem baseado no indice do olho, foi utilizado para apresentar dez
estagios embriondrios caracterizados a diferentes niveis de classificacdo (ovos,

embrides dissecados, apéndices e telson).

A analise da embriogénese do lagostim-de-patas-brancas “White-
clawed Crayfish” Astropotamobius pallipes, foi realizado por Celada et al
(1991) onde os autores, mediante a utilizacdo da técnica de microscopia
eletronica de barrido, identificaram quinze estagios embrionarios durante um

periodo de incubacao de 82 dias.

Garcia-Guerrero et al. (2003) descreveram o desenvolvimento
embrionario da lagosta de pincas vermelhas (Redclaw crayfish) Cherax
quadricarinatus, baseados nas mudancas morfolégicas externas. A espécie
completa seu desenvolvimento embrionario em 31 dias a 26°C, foram descritos
13 estagios de desenvolvimento, incluindo dois pds-embrionarios e um estagio
juvenil. Os sub-estagios anteriores a eclosao foram definidos em ralagdo ao

tempo de desenvolvimento embrionario. Durante os estagios pds-embrionarios
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e o juvenil, os individuos adquirem proporcionalmente o aspecto do adulto, o

vitelo é consumido e o cefalotérax assume a sua forma e proporcao definitiva.

Na lagosta azul Cherax descructor representante da infra-ordem
Parastacidea foram descritos os periodos de desenvolvimento embrionario,
baseando-se em intervalos de 5% respeito a tempo total de desenvolvimento e
associados as caracteristicas morfologicas externas. Foram estudados 20
intervalos de desenvolvimento embrionario. Alem destes estagios foram
analisados dois estagios pds embrionarios: 1 estagio, logo apdés a eclosao; 11
estagio, sete ou oito dias pds eclosao; e catorze dias apds o segundo estagio pos

embrionario se produz o estagio denominado de adulto imaturo (SANDEMAN,

R.; SANDEMAN, D. 1991).

Determinados estudos foram feitos descrevendo a embriogénese de
algumas espécies de caranguejos da infra-ordem Brachyura, assim Nagao et
al., 1999 avaliaram o desenvolvimento embrionario do caranguejo Hair crab,
Erimacrus isenbeckii sob condi¢ées de laboratorio, assim as mudancas
morfologicas ocorridas durante a embriogénese foram divididas em nove
estagios: estagio de pré-clivagem, clivagem e blastula, gastrula, nauplio, meta
nauplio, pigmentacao ocular, inicio dos batimentos cardiacos, pré-zoea e pre-

eclosdo. O periodo de incubacao de E. isenbeckii foi de 12 meses.

Pinheiro e Hattori (2002, 2003) estudaram outras duas espécies de
caranguejos braquiuros o Sirli “Swimming crab” Arenaeus cribarius e o Uca
“Mangrove crab” Ucides cordatus. Nestas espécies foram descritos oito estagios
de desenvolvimento embrionario, classificados de acordo com as caracteristicas
morfologicas, as mudangas cromaticas e as analises biométricas dos ovos.
Assim, a determinacao dos estagios embrionarios torna-se mais exata quando
esta associado as caracteristicas morfolégicas e morfométricas, o que facilita a
interpretacdo biolégica quando sdo usadas ferramentas estatisticas para

analisar o processo de desenvolvimento.

Garcia-Guerrero e Hendrickx (2004) estudaram a embriogénese de

duas espécies de caranguejos do manguezal “Mangrove crabs”, e identificaram
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oito estagios embrionarios para Goniopsis pulchra e nove para Aratus pisonii,
com base nas caracteristicas morfolégicas observadas em embrides vivos. O
desenvolvimento embrionario de estas duas espécies folr muito semelhante. O
crescimento embrionario fol sincronico, as estruturas foram formadas no
mesmo intervalo de tempo. A maior diferenciacdo de eventos ocorreu durante a
primeira semana do desenvolvimento, enquanto o crescimento das estruturas

embrionarias ocorreu durante a segunda semana.

O desenvolvimento embrionario dos caranguejos braquitros:
Eurypanopeus canalensis e Panopeus chilensis também fol examinado por
Garcia-Guerrero e Hendrickx (2006b). Os autores classificaram oito estagios
comuns de desenvolvimento. De um modo geral a embriogénese destas espécies
apresenta caracteristicas morfolégicas semelhantes, particularmente durante
os primeiros periodos do desenvolvimento. O crescimento fol sincronico e os
apéndices foram formados durante o mesmo estagio para as duas espécies. As
principais diferencas foram relacionadas com o tamanho do olho e a proporcao

do cefalotérax e do abdomen.

Por outro lado, alguns membros da infraordem Anomura foram
estudados nos ultimos anos. Segundo Lizardo-Daudt e Bond-Buckup (2003) o
desenvolvimento embrionario de Aegla platensis “Pancora - caranguejo de rio -
Barata de rio” apresenta uma sequéncia de mudancas morfolégicas durante o
periodo de incubagdo dos ovos que permite a identificacdo de dez estagios: ovo
nao segmentado, clivagem, blastula, gastrula, nauplio, metanauplio, zoea
inicial, zoea final, decapodid e juvenil. Nesta espécie a clivagem foi
centrolécital, o estagio de nauplio foi transitério e o desenvolvimento do
intestino foi observado durante o periodo de zoea. A pigmentacdo ocular foi
observada no inicio do estagio de zoea e no estagio de decapodid estava
completamente formada. As larvas recém eclodidas ainda tém algumas

reservas vitelinicas e morfologicamente sao semelhantes ao adulto.

Garcia-Guerrero e Hendrickx (2006a) estudando a embriogénese dos

caranguejos anomuros Petrolisthes armatus “Green porcelain crab” e
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Petrolisthes robsonae “Porcelain crab”, identificaram oito estagios comuns de
desenvolvimento para as duas espécies. As observacoes indicam que nao
existem diferengas morfolégicas significativas entre as espécies, exibindo
semelhangas relacionadas a sua estreita posi¢do filogenética. Durante a
embriogénese a formacao das estruturas mostra a mesma tendéncia, contudo
foram observadas pequenas diferencas relacionadas a organizacado das células

primordiais e dos primordios embrionarios.

O desenvolvimento embrionario do caranguejo-rei-azul “Blue king
crab” Paralithodes platypus foi estudado por Stevens (2006) sob condi¢ées de
laboratorio. Neste estudo foram avaliados nove parametros morfométricos,
incluindo sete medicoes (area total, area do vitelo, largura e comprimento
embrionario, diametro médio, largura e comprimento do olho) e dois indices
(porcentagem do vitelo e elongacio). O exame visual e o analise das medigoes
morfométricas foram metodologias apropriadas para classificar a embriogénese

da espécie em 12 periodos de desenvolvimento.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho foi realizar uma
descricao dos diferentes estagios do desenvolvimento embrionario do camario-
da-amazonia, Macrobrachium amazonicum, com o propoésito de obter novos
conhecimentos sobre a biologia basica e a compreensao da ontogenia inicial da
espécie, em relacdo aos aspetos morfologicos, histologicos e morfométricos da
embriogénese, considerando que nao foram encontrados estudos deste tipo em

M. amazonicum.

3.2 Objetivos especificos

Assim sendo, foram abordados os seguintes tépicos:

» Descricao da morfologia externa e interna das fases do desenvolvimento

embrionario de M. amazonicum.

» Descricao histolégica dos diferentes estagios do desenvolvimento

embrionario.

= Analise dos dados biométricos de ovos e embrides durante as fases da

embriogénese.
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4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na Universidade Estadual Paulista
(UNESP), no laboratério de larvicultura do setor de Carcinicultura de agua
doce do Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), Campus de
Jaboticabal, e no laboratério de Morfologia de organismos aquaticos, associado
ao Centro de Aquicultura da UNESP, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da
Faculdade de Ciéncias, UNESP, no campus de Bauru.

4.1 Material biolégico

4.1.2 Selecao dos reprodutores

Para o desenvolvimento deste estudo foi utilizado um total de 120
exemplares de M. amazonicum, na seguinte proporc¢ao: 20 machos sexualmente
maduros, do morfotipo Green Claw GC2 (MORAES-RIODADES, 2002;
MORAES-RIODADES, VALENTI, 2004), com comprimento médio de 9,13 +
1.17 cm e peso médio de 9,41 + 1,02 g e 100 fémeas adultas, com ovarios no
estagio V de maturacio gonadal de acordo com a classificacdo proposta por
Chang e Shih (1995) e Ribeiro (2003, 2006, 2011), com comprimento médio de
10,82 + 1.21 cm e peso médio de 11,12 + 1,18 g. Foram utilizados machos do
morfotipo GC2, pois estes individuos apresentam maior atividade reprodutiva
(MORAES-RIODADES, 2002; MORAES-RIODADES, VALENTI, 2004).
Quanto as fémeas, foram utilizadas aquelas com o ovario no V estagio de
maturacao gonadal (CHANG, SHIH 1995; RIBEIRO, 2003, 2006, 2011), ou

seja, com o ovario completamente formado e maturo (SAMPAIO et al., 2007).

Os individuos foram obtidos dos viveiros de reprodutores do setor de

carcinicultura, a partir de espécimes coletados na natureza no nordeste do

estado de Para (01°13’S 48°17°'W) no ano de 1999.

Os reprodutores foram transferidos para o laboratorio e mantidos em
tanques plasticos de 120 L acoplados a filtros biolégicos de 24 L, com aeracao,

temperatura (26 + 0,5°C) e fotoperiodo (12:12) constante. Cada tanque foi
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provido com enriquecimento ambiental e abrigos, para evitar a agressio e as

lutas entre os animais.

4.2 Unidades experimentais

Cada unidade experimental consistiu de uma caixa plastica com as
seguintes medidas: 50 x 40 x 40 centimetros e volume 1util de 80 litros, num
total de 10 caixas. Cada caixa permaneceu vinculada a um filtro biolégico e
todas estavam operadas num sistema de recirculacdo fechado dinamico
(VALENTI; DANIELS, 2000). O volume dos filtros biolégicos (16 litros)
correspondeu a 20% do volume total de cada caixa. Foi empregado cascalho de
conchas de moluscos que fol1 aproveitado como substrato para o

desenvolvimento da populacao de bactérias nitrificantes nos biofiltros.

A montagem do sistema de recirculacdo foi feita com uma semana de
antecedéncia, para acondicionamento e maturacido dos filtros bioldgicos,
efetuada conforme o seguinte protocolo: dilui¢do de 2 mL de NHsOH (Amoniaco
25%) em um litro de agua filtrada, para cada 100 litros de agua do sistema,
obtendo-se uma soluc¢ao final de aproximadamente 5 mg/LL de NH4OH que se
distribuiu homogeneamente na Aagua. Diariamente foram verificadas as
concentracoes de amonia e nitrito da agua contida nas caixas, utilizando-se
testes colorimétricos (Labcom Test®). Considerando-se os biofiltros maduros

quando constatadas concentracgoes dos compostos proximas a zero.

As caixas foram providas de aeracdo constante, mantida com auxilio de
pedras porosas ligadas ao sistema de aeracdo do laboratério, para garantir
uma concentracao de oxigénio dissolvido ao redor de 6.0 ppm ou maior (acima
de 75% de saturacdo). A temperatura foi mantida em média de 26°C + 0,5°C
por meio de termostatos automaticos submersiveis (Atman® 100W). As
unidades experimentais receberam agua declorada e deionizada, mediante o
uso de um deionizador (Sistema de troca 16nica DG300UF Gehaka®), com
salinidade de 0,0%0, e foram cobertas com tecido (tela) mosquiteiro para
diminuir o estresse gerado aos animais e evitar a fuga dos mesmos. O

fotoperiodo de 12 horas foi estabelecido com auxilio de um temporizador digital
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programavel (Bivolt® 110v - 60Hz). E cada caixa foi dotada de abrigos, os quais

consistiam de tubos de PVC de 3", cortados em segmentos de 15-20 cm.

4.3 Manejo, procedimentos e determinacao do processo de

desenvolvimento embrionario

Diariamente os animais foram alimentados com porc¢oes de musculo de
peixe e/ou ragao comercial para camario (35% PB), fornecidos duas vezes ao
dia, as 8:00 e 17:00 horas. A rotina de limpeza das caixas consistiu na extracao
de 1/4 do volume de agua mediante sifonagem, antes do fornecimento da

primeira refeicao, para remocao dos restos de alimento e fezes.

Os parametros fisico-quimicos da 4agua foram monitorados
semanalmente: temperatura (°C) e oxigénio dissolvido (mg/L) por meio da
utilizacao de oximetro YSI® modelo 55; pH mediante sonda multi parametros
YSI® modelo 63 e a analise das concentracoes dos compostos nitrogenados
amonia e nitrito realizada por médio de testes colorimétricos (Labcom Test®).
Os valores médios foram: temperatura 26°C + 0,1°C, oxigénio dissolvido 6,38 +

0.12 mg/L, pH 7,63 +£ 0,17, amoénia 0,13 + 0,02 mg/L e nitrito 0.02 + 0,01 mg/L.

Cada fémea foi mantida isolada na sua caixa, até a observacido do
estagio V de maturacido ovariana. Nesse momento, o macho foi transferido
para a caixa onde permaneceu com a fémea até a ocorréncia da cépula, ou seja,
a transferéncia do espermatéforo. Apds a cépula, o macho foi retirado e cada
fémea continuou nesse ambiente até o término do periodo de desenvolvimento
embrionario. Transcorrida a copula as fémeas ovigeras (n=10) foram
examinadas a cada 24 horas, quando foi retirada uma amostra de
aproximadamente 20 ovos, durante um periodo de 14 dias. Os ovos foram
retirados da camara incubadora (pleépodos) das fémeas com o auxilio de pinca
de ponta fina de aco inox e diariamente determinou-se o estagio de
desenvolvimento dos embrides sob estéreo microscopio (Micronal — Olympus®
SD30) e microscopio 6ptico Olympus® BX50 (Tokyo, Japan). A caracterizacido
da embriogénese foi feita em concordancia ao sistema de estagiamento

indicado por Sandeman R. e Sandeman D. (1991), que definiram a desova como
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0 0% do desenvolvimento e a eclosdo como o 100%, e cada periodo de 24 horas
foi considerado como um dia de desenvolvimento embrionario (DE). A
avaliacdo do desenvolvimento embriondrio foi efetuada mediante analise de
ovos “in vivo” para a determinacao de caracteristicas especificas do embrido,
tais como aparecimento de cromatoforos, surgimento e movimento dos

apéndices corporais e formacao do coragao, sistemas nervoso e digestivo.

4.4 Processamento histolégico das amostras e microscopia optica

Os ovos coletados no experimento e destinados as analises histoldgicas
foram fixados em solucdo de Karnovsky modificado (glutaraldeido a 25%,
tampao fosfato pH 7,2 - 0,2 M e paraformaldeido a 8%) durante 24 horas.
Posteriormente, os ovos foram lavados em solucdo tampao, transferidos para a
solugcado de alcool 70% e conservados sob refrigeracdo (4°C) em geladeira. A
seguir, o material foi destinado a rotina de inclusdo em historesina (Leica®,
Germany). Portanto, apos a fixacdo, as amostras foram desidratadas em alcool
em série crescente de concentracdo, com trés repeticoes: trés banhos em alcool
80% (30 minutos cada), trés banhos em alcool 90% (30 minutos cada), trés
banhos em alcool 95% (30 minutos cada) e trés banhos em alcool absoluto (30
minutos cada). Em seguida, foram mantidos por 24 horas em solugao de pré-
infiltracdo de resina e alcool absoluto, na propor¢ao 1:1. As amostras
permaneceram por 24 horas em solucdo de infiltracdo de resina para,
posteriormente, serem incluidas em histo-moldes contendo resina com solucao
endurecedora, sendo mantidas por 48 horas em estufa, a 60 °C, para completar
a polimerizacdo da resina. As seccoes histolégicas de 3 pm de espessura foram
realizadas usando micrétomo automatico Leica® RM2265 (Germany), equipado
com navalhas de vidro; distendidas em agua e colocados sobre laminas; levadas
para secagem em estufa a 60°C por 24 horas e em seguida submetidas a rotina

de coloracao com Hematoxilina/Eosina (HE) (BANCROFT; GAMBLE, 2002).

A foto documentacdo das secoes histolégicas foi1 realizada em
microscopio 6ptico Olympus® BX50 (Tokyo, Japan) acoplado a um sistema de

camera digital Olympus® DP12. Todo o material foi processado no Laboratério de
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Morfologia de Organismos Aquaticos, associado ao Centro de Aquicultura da UNESP,
do Departamento de Ciéncias Biologicas, da Faculdade de Ciéncias/fUNESP, Campus de

Bauru.

4.5 Analises morfométricas de ovos e embrides

Apbés a captura das imagens com auxilio de microscopio Optico
Olympus® modelo BX 50 (Tokyo, Japan) adaptado a um sistema computarizado
de analise de imagens, a determinacéo dos indices biométricos e medigoes dos
ovos e embrides foram realizadas utilizando-se o programa Image Pro Plus®
Version 4.1 (MediCybernetics, USA), junto ao Laboratério de Morfologia de
Organismos Aquaticos do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade
de Ciéncias da UNESP, Campus de Bauru. De cada estagio embrionario, se
selecionaram aleatoriamente amostras de aproximadamente 20 ovos.
Avaliaram-se as seguintes variaveis biométricas nos ovos e embrides:

Eixos, maior (a) e menor (b) dos ovos, equivalente ao comprimento e a
largura respectivamente.

O volume foi calculado de acordo com o formato do ovo (elipsoidal), a

partir da equacao:

Onde a é o eixo maior e b é o eixo menor (ODINETZ-COLART,
RABELO, 1996).

O calculo do indice do olho ou indice de Perkins (Perkins, 1972), foi
estimado a partir da média de comprimento e largura da area com

pigmentacao ocular, aplicando a seguinte formula:

Indice Olho = %

Onde, ! corresponde ao eixo maior do olho e A ao eixo menor

(PERKINS, 1972).
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Para o calculo da area do embrido e do vitelo as imagens foram
processadas mediante a utilizacdo do programa analisador de imagens Image

Pro Plus® Version 4.1.

4.6 Analises estatisticas

Para a analise de variancia (one-way ANOVA), os valores médios
obtidos do eixo maior e menor dos ovos, volume do ovo, area do embrido, area
do vitelo e indice do olho, foram comparados diariamente pelo teste de Tukey
com nivel de significancia de 5% (a=0,05), quando encontradas diferencas
significativas. As analises estatisticas foram efetuadas empregando-se o
programa SAS® (Statistical Analysis System) SAS Institute Inc., Version 9

para Windows.
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5. RESULTADOS

Segundo as condi¢bées experimentais deste estudo, o desenvolvimento
ontogénico de Macrobrachium amazonicum, a uma temperatura de 26 °C +
0,5°C foi completado em 14 dias. O desenvolvimento embrionario da espécie foi
organizado em oito estagios: I. Ovo fertilizado; II. Clivagem; III. Blastula -
Gastrula; IV. Disco germinativo; V. Nauplio embrionizado; VI. Pés-nauplio;

VII. Protozoea e VIII. Zoea (Figura 1).

Neste estudo avaliaram-se seis variaveis morfométricas: eixo maior e
menor dos ovos, volume do ovo, area do embrido, area do vitelo e indice do olho.
As variaveis examinadas apresentaram variagoes durante o desenvolvimento.
Observando-se um aumento para o eixo maior e menor dos ovos, volume do
ovo, area do embrido e indice do olho durante o periodo de incubacéo; enquanto

a area do vitelo diminuiu durante a embriogénese (Figuras 2, 3 e 4).

Os valores minimos para a area do embrido, eixos e volume dos ovos
foram registrados durante os estagios I e II, e os maximos nos estagios VII e
VIII; o indice do olho apresentou uma tendéncia semelhante, mas isto ocorre
durante os dias 7° e 14° respectivamente. Ja, area do vitelo mostrou uma

resposta inversamente proporcional quando comparada a area do embrido.

A média do eixo maior mostrou diferencas durante os estagios III, VI,
VII e VIII (ANOVA, p<0,05); ja os valores médios para o eixo menor so
diferiram a partir do estagio III. Em relacdo ao volume observaram-se
diferencas apenas para os estagios V ao VIII (ANOVA, p<0,05). A area do
embrido apresentou diferencas durante todo o periodo de incubacao (ANOVA,
p<0,05). Para a area do vitelo os estagios II, III e IV foram diferentes dos
demais estagios (ANOVA, p<0,05). O indice do olho apresentou diferencas
desde o dia 7° até o dia 12° (ANOVA, p<0,05); em contraste, os dias 13° e 14°
nao foram diferentes entre si (ANOVA, p>0,05), mas diferem de todos os outros
dias embrionarios (ANOVA, p<0,05). Os valores médios destas caracteristicas

sdo apresentados na tabela 1.
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Figura 1. Esquema dos estagios do desenvolvimento embrionario de M.
amazonicum, apresentando as principais estruturas morfolégicas externas. I.
Ovo fertilizado; II. Clivagem; III. Blastula - Gastrula; IV. Disco germinativo
(vista dorsal); V. Nauplio embrionizado (vista dorsal); VI. Pés-nauplio (vista
lateral); VII. Protozoea (vista lateral) e VIII. Zoea (vista lateral). (ab) abdomen;
(al) anténula; (at) antena; (an) apéndices naupliares; (ap) apéndices pos
naupliares; (bl) blastomeros; (bp) area blastoporal; (co) corion; (cr)
cromatoforos; (dg) disco germinativo; (es) estomodeo; (ex) exoesqueleto; (gv)
granulos de vitelo; (in) intestino; (lc) limites celulares; (lo) lobo 6ptico; (mn)
mandibula; (ol) olho; (pc) papila caudal; (po) pigmentacao ocular; (pe)
pereidpodos; (rc) regido cardiaca; (sa) somitos abdominais; (te) telson; (vi)
vitelo. Barra: 0,125 mm.
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Figura 2. Valores médios do eixo maior e menor dos ovos de Macrobrachium amazonicum
durante a embriogénese.
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Figura 3. Valores médios do volume do ovo e indice do olho de Macrobrachium amazonicum
durante a embriogénese.
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Figura 4. Valores médios da area do embrido e do vitelo de Macrobrachium amazonicum
durante a embriogénese.

CAUNESP 41



Mestrando: Angel Andrés Arias Vigoya Orientadora: Dra. Irene Bastos Franceschini Vicentini

5.1 Estagio 1. Ovo fertilizado, 0 — 4% do desenvolvimento.

Apés a desova na camara incubadora da fémea, os ovos fertilizados de
M. amazonicum apresentam forma elipsoidal, e exibem um cérion denso e
firmemente ligado a membrana vitelina do ovo (Figura 5). O coérion é a
membrana externa do ovo, que age como protecdo mecanica externa. Esta
membrana apresenta-se espessa inicialmente, e a medida que transcorre o
desenvolvimento embrionario esta estrutura torna-se cada vez mais fina. O
vitelo apresenta-se bastante volumoso e ocupa todo o espacgo do ovo (Figuras 5
e 6). A massa de vitelo é constituida por granulos distribuidos uniformemente
(Figura 6) e apresenta uma coloracgao verde oliva (Figura 5). Neste periodo néo
se percebe nenhum indicio de divisao celular, nem estrutura embrionaria em

desenvolvimento. O volume do ovo é de 0,0708 mms3.

5.2 Estagio II. Clivagem, 4 — 7% do desenvolvimento (DE1).

Durante o primeiro dia embrionario (DE1l) ocorre o processo de
clivagem, que se inicia aproximadamente 6 horas poés-ovulacao (Figura 7). As
divisoes celulares sucessivas ocorrem e originam 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 células
(Figura 8). Na superficie do ovo pode-se observar o aparecimento dos primeiros
blastomeros (Figura 8), como resultado da clivagem do pélo animal. Os nucleos
se dividem repetidas vezes e os limites celulares dos blastomeros ndo aparecem
definidos dentro da massa de vitelo. O vitelo ocupa a maior parte do ovo e
permanece sem segmentar (Figuras 7 e 8). Os blastomeros se concentram na
periferia e se dispbem formando uma camada (Figura 8). Os blastomeros
constituem a massa celular embrionaria responsavel pela constituicdo e
formacado do embrido e de suas respectivas estruturas. Estas células possuem
um tamanho uniforme e seus nucleos sido facilmente observados (Figura 8).
Durante o processo de clivagem observa-se uma intensa divisao celular, o que
gera um aumento rapido no numero de blastomeros com a conseqliente

diminuicao do seu tamanho.
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Figuras 5 - 8. Visualizacdo do inicio do desenvolvimento embrionario de M.
amazonicum sob analise “in vivo” (b e 7) e histolégica (6 e 8, corte
longitudinal). (5) Estagio I. DEO ovo recém-fertilizado com cérion espesso.
Barra: 0,125 mm; (6) Estagio I. DEO vitelo muito volumoso; (7) Estagio II. DE1
inicio da clivagem. Barra: 0,125 mm; (8) Estagio II. DE1 surgimento dos

blastomeros. (bl) blastomeros; (co) corion; (vi) vitelo.
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Quando a massa celular atinge um tamanho consideravel, inicia-se a formacao
do blastoderma ou tecido germinativo (Figura 8), o qual esta composto de
muitas células indiferenciadas, justapostas e de formato poligonal.
Posteriormente aparecem os limites celulares que delimitam o blastoderma
que circunda o vitelo central ndo segmentado (Figura 8). O volume do embrido

neste estagio é de 0,0708 mm3,

5.3 Estagio III. Blastula - Gastrula, 7 - 14% do desenvolvimento (DE2).
Apos a formacao do blastoderma (Figura 9), os blastomeros exibem um
arranjo celular agrupando-se superficialmente e, portanto é possivel distinguir
uma uUnica camada de células aglomeradas que formam o blastoderma
definitivo (Figura 10). Algumas células do blastoderma comecam sua migracao
e agrupam-se numa regido determinada do ovo. Este local apresenta muitas
células que compdem a regido onde sera formada a area blastoporal (Figura
11). A gastrulacéo inicia-se com uma intensa proliferacao e migracao da massa
celular a partir da area blastoporal, em direcao de um dos hemisférios do ovo.
Posteriormente algumas destas células movimentam-se para o interior do ovo
(Figura 11). O conjunto celular origina os tecidos embrionarios primordiais e
agrupacgoes de células germinativas. A maior parte do volume do ovo é ainda
representada pelo vitelo (Figuras 9 e 10). O volume do embrido neste estagio é

de 0,0772 mm?.

5.4 Estagio IV. Disco germinativo, 14 — 21% do desenvolvimento (DE3).

Este estagio corresponde a fase de disco germinativo e ocorre no
terceiro dia de desenvolvimento (DE3). A partir desta migracao celular, surge
uma regido com uma grande concentracao de células. Posteriormente estas
células convergem para organizar o disco germinativo (Figura 12). No decorrer
deste dia, o disco germinativo adquire maior tamanho, apresenta-se mais
compacto e em corte longitudinal nota-se sua forma de “V” caracteristica
(Figura 13). Nesta fase, o disco germinativo é uma estrutura individualizada e
dividida em duas partes. Na regiao anterior do disco germinativo surgem
populacoes celulares com um arranjo simétrico, que correspondem aos

primordios dos lobos épticos (Figura 13).
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Figuras 9 - 11. Formagao do blastoderma definitivo (tecido germinativo) e
inicio da migracdo dos blastomeros no segundo dia de desenvolvimento
embrionario. (9) Estagio III. DE2 processo de clivagem. Barra: 0,125 mm; (10)
Estagio II. DE2 formacao do blastoderma (Corte longitudinal); (11) Estagio III.
DE2 migracao dos blastomeros para o interior do ovo (Corte longitudinal). (bd)
blastoderma; (mb) migracao dos blastomeros; (nu) nucleo celular; (vi) vitelo.
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Figuras 12 e 13. Formacdo do disco germinativo e dos primoérdios das
estruturas do embrido. (12) Estagio IV. DE3 disco germinativo em
constituicao. Barra: 0,125 mm; (13) Estagio IV. DE3 visualizacao do embriao
em forma de “V” e dos primérdios das estruturas do corpo de M. amazonicum
(Corte dorsal). (bp) area blastoporal; (dg) disco germinativo; (lo) lobo 6ptico;
(pl) ponte de ligacao; (ra) regido anterior; (rp) regido posterior; (vi) vitelo.
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Ja na regido posterior esta localizada a area blastoporal (Figuras 11 e 13),
onde se iniciou a migracao celular. Uma ponte de ligacdo, unindo os grupos
celulares presentes nas duas extremidades (anterior e posterior), se caracteriza
no 3° dia de desenvolvimento (Figura 13). O volume do embrido é de 0,0789

mm3,

5.5 Estagio V. Nauplio embrionizado, 21 - 29% do desenvolvimento
(DE4-5).

Neste estagio organiza-se o nauplio embrionizado, a partir da
proliferacdo e diferenciacdo celular das regibes anterior e posterior que
constituiam o disco germinal. Durante o DE4 o nauplio embrionizado localiza-
se num dos poélos do ovo e apresenta grande desenvolvimento (Figura 14). As
extremidades, anterior e posterior engrossam-se e alongam-se devido a intensa
proliferacao celular (Figura 15), e conseqiientemente a delimitacdo das regides
cefalica e caudal pode ser observada (Figura 15). Na extremidade anterior do
nauplio é possivel observar trés pares de evaginacoes que formam as primeiras
estruturas embrionarias, correspondentes aos primoérdios dos apéndices
naupliares: anténulas, antenas e mandibulas (Figura 15). Dos trés pares de
primérdios dos apéndices, as mandibulas sdo aquelas que apresentam menor
tamanho, ao contrario das antenas e anténulas que apresentam maior
comprimento (Figura 15). Na regido central, é formada uma depressao
correspondente ao estomodeo (Figuras 14 e 15). Na sequéncia, a partir do
estomodeo, se forma a porcio anterior do trato digestivo (esofago e estomago).
Na regido posterior do embrido observa-se a area de formacao do primérdio da
papila caudal (Figuras 15 e 16). Durante o DE5 de desenvolvimento o nauplio
cresce longitudinalmente, ou seja, cresce em comprimento (Figura 17). Na
regido anterior e posterior do embrido sao observadas areas de intensa
proliferacdo celular que marcam os locais de desenvolvimento dos lobos épticos
e da papila caudal (Figuras 17 e 18). Os apéndices naupliares crescem e se
alongam em direcdo a papila caudal (Figura 18). Junto aos apéndices
naupliares surgem os apéndices pos naupliares, sendo dificilmente notados os

primoérdios das maxilas que se organizam lateralmente (Figura 19).
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Figuras 14 - 16. Constituigdo do nauplio embrionizado, apéndices e
estomodeo. (14) Estagio V. DE4 estomodeo constituido. Barra: 0,125 mm; (15)
Estagio V. DE4 visualizacao histologica do nauplio embrionizado (Corte
dorsal); (16) Estagio V. DE4 visualizacao dos apéndices naupliares. Barra:
0,125 mm. (al) anténula; (at) antena; (es) estomodeo; (lo) lobo 6ptico; (mn)
mandibula; (na) nauplio embrionizado; (pc) papila caudal; (vi) vitelo.
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Figuras 17 - 19. Desenvolvimento do nauplio embrionizado. (17) Estagio V.
DES5 defini¢cao das regides anterior e posterior do embrido. Barra: 0,125 mm;
(18) Estagio V. DE5 desenvolvimento dos apéndices naupliares (Corte
longitudinal); (19) Estagio V. DE5 surgimento da pigmentacdo embrionaria
(cromato6foros) e primordios dos apéndices pdés naupliares. Barra: 0,125 mm.
(al) anténula; (an) apéndices naupliares; (ap) apéndices pés naupliares; (at)
antena; (cr) cromatéforos; (o) lobo 6ptico; (mn) mandibula; (pc) papila caudal;
(ra) regiao anterior; (rp) regido posterior; (vi) vitelo.

CAUNESP 53



Mestrando: Angel Andrés Arias Vigoya Orientadora: Dra. Irene Bastos Franceschini Vicentini

o

o

CAUNESP 54



Mestrando: Angel Andrés Arias Vigoya Orientadora: Dra. Irene Bastos Franceschini Vicentini

Durante o transcorrer do quinto dia, a papila caudal alonga-se e o embrido
recobre a linha media de um dos hemisférios do ovo (Figura 19). Deste modo o
nauplio adquire sua forma caracteristica em meia-lua, quando observado
lateralmente (Figura 19). No final do quinto dia é possivel observar o inicio da
pigmentacdo embrionaria (Figura 19). O volume do embrido para DE4 é de

0,0798 mms3 e para DE5 é de 0,0821 mms3.

5.6 Estagio VI. P6s-nauplio, 29 - 50% do desenvolvimento (DE6-8).

Este estagio esta compreendido entre o DE6 e DE8. No transcurso do
DES6 se nota um crescimento ativo do pés-nauplio, que aumenta em tamanho, e
se alonga assumindo claramente a forma de meia-lua (Figura 20). Os lobos
6pticos aumentam seu volume adquirindo um formato circular (Figura 20). No
DEG6 pode ser observado o inicio da formacao do cordao nervoso ventral (Figura
21). Nesta fase se inicia a formacao das maxilas e maxilipedes (apéndices pds
naupliares), porém ainda aparecem muito rudimentares. Os apéndices
naupliares se projetam em direcdo a area caudal do embrido (Figura 20) e
comecam a sua segmentacao. As antenas se posicionam sobre as mandibulas e
os primoérdios das maxilas e maxilipedes. Durante esta etapa os pereiopodos
iniciam seu desenvolvimento projetando-se lateralmente a partir da papila
caudal em direcao da regiao cefalica do embrido (Figura 20). A papila caudal se
desenvolve e se curva circundando o embrido pela regido ventral, em direcéo
dos lobos opticos (Figuras 20 e 21). O abdomen inicia seu desenvolvimento e
torna-se importante destacar que o vitelo se posiciona sobre a porcao dorsal do
embrido, pode-se observar como inicia a incorporacao dos granulos de vitelo, o
que indica a funcionalidade do intestino médio (Figura 20). A pigmentacao
embrionaria esta mais avangada e é possivel observar cromatéforos adjacentes
aos lobos opticos (Figura 22). A regido ocular apresenta uma area pigmentada
de coloracao vermelha, a qual aparece como uma linha muito fina (Figura 23),
0 que marca o inicio da formacio do complexo ocular, caracteristica observada
durante o DE7. Um conjunto de cromaté6foros é distinguivel na area perto do

olho (Figura 24).
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Figuras 20 - 22. Desenvolvimento ativo do pdés-nauplio, cuja forma é de meia-
lua e a papila cresce em direcdo aos lobos épticos. (20) Estagio VI. DE6 lobo
optico assume forma mais circular e crescimento dos apéndices naupliares em
direcao a papila caudal. Barra: 0,125 mm; (21) Estagio VI. DE6 inicio da
formacado do abdomen (Corte longitudinal); (22) Estagio VI. DE6 cromatoéforos
adjacentes aos lobos o6pticos. Barra: 0,125 mm. (ab) abdomen; (an) apéndices
naupliares; (ap) apéndices pds naupliares; (cr) cromatédforos; (cn) cordao
nervoso ventral; (gv) granulos vitelo; (lo) lobo éptico; (pe) pereiopddos; (vi)
vitelo.
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Os apéndices naupliares se apresentam mais finos, e se prolongam sobre os
apéndices pos-naupliares. Os pereiopddos crescem e se alongam em direcdo dos
lobos épticos (Figura 24). Na porcao cefalica do embrido sdo percebidos maxilas
e maxilipedes. O extremo distal do abdomen encontra-se préximo a regido
cefalica do embrido (Figura 25). Durante o DE8 os sistemas organicos do
embrido estdo em ativo desenvolvimento e neste momento pode ser notada a
atividade cardiaca (Figura 26). O coracdo apresenta movimentos descontinuos
seguidos por longas pausas. Na parte dorsal do embrido se nota como os
granulos de vitelo sdo incorporados lentamente pelo intestino médio (Figuras
26 e 27). O local onde os granulos de vitelo sao incorporados delimita a futura
regido do hepatopancreas. A regido pigmentada do olho se desenvolve,
aumenta seu tamanho e se mostra de forma elipsoidal (Figuras 26 e 27). Os
lobos 6pticos aumentam em tamanho e complexidade, destacando-se na regiao
cefalica do embrido. Nesta fase é possivel identificar a formacdo dos omatidios
(Figura 28). Associado ao desenvolvimento do complexo ocular observa-se a
diferenciacdo celular dos ganglios cerebrais (Figura 29). O sistema nervoso
apresenta os ganglios cerebrais no cefalotéorax e continua com o cordao nervoso
ventral no abdomen. O cordao nervoso é observado como uma estrutura
continua na regiao ventral do embrido. Este cordao se apresenta desde a regiao
do cefalotérax embrionario até a regido caudal (Figura 29). As anténulas e
antenas se alongam. Nesta fase, os maxilipedes também se alongam e
abdomen torna-se mais espesso (Figura 29). O abdémen se dobra e alonga pela
regido ventral para alcancar a regido cefalica do embrido (Figura 29). O
abdomen inicia sua diferenciagdo com o surgimento dos somitos abdominais
(Figura 29). Na extremidade distal da papila caudal se evidencia o rudimento
do telson (Figura 30). O embriao apresenta movimentos leves e isolados. O
volume do embrido no DE6 é de 0,0842 mm3, no DE7 é de 0,0866 mm3 e no
DES8 é de 0,0905 mm3.
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Figuras 23 - 25. Formacao e desenvolvimento da pigmentacio ocular. (23)
Estagio VI. DE7 surgimento da pigmentacdo do olho. Barra: 0,125 mm; (24)
Estagio VI. DE7 conjunto de cromatéforos. Barra: 0,125 mm; (25) Estagio VI.
DE7 abdomen constituido (Corte longitudinal). (ab) abdomen; (an) apéndices
naupliares; (co) corion; (cn) cordido nervoso ventral; (cr) cromatéforos; (1o) lobo
optico; (pe) pereiopddos; (po) pigmentacao ocular; (rg) regiao ganglionar; (vi)

vitelo.
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Figuras 26 e 27. Desenvolvimento do pds-nauplio associado ao processo de
organogénese. (26) Estagio VI. DES8 visualizacdo da regido cardiaca; (27)
Estagio VI. DES8 incorporagao dos granulos de vitelo, olho assume a forma
elipsoidal e o vitelo apresenta coloracdo amarelo-palido. (cr) cromatéforos; (gv)
granulos de vitelo; (lo) lobo Optico; (im) intestino médio; (ol) olho; (pe)
pereiopddos; (rc) regiao cardiaca; (vi) vitelo. Barra: 0,125mm.
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Figuras 28 - 30. Desenvolvimento do sistema nervoso, musculatura, intestino,
complexo ocular e abdomen. (28) Estagio VI. DE8 desenvolvimento da regiao
ocular e omatideos (Corte longitudinal); (29) Estagio VI. DE8 desenvolvimento
dos ganglios cerebrais, do cordao nervoso ventral, intestino, engrossamento e
segmentacao do abdomen (Corte longitudinal); (30) Estagio VI. DES8 inicio da
formacéao do telson. Barra: 0,125 mm. (ab) abdome; (cn) cordio nervoso ventral;
(gc) ganglio cerebral; (lo) lobo optico; (im) intestino médio; (ip) intestino
posterior; (mu) musculatura; (ol) olho; (om) omatidio; (sa) somitos abdominais;
(te) telson; (vi) vitelo.
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5.7 Estagio VII. Protozoea, 50 — 64% do desenvolvimento (DE9- 10).
Durante o DE9 os olhos se destacam como estruturas mais complexas,
aumentados em tamanho, e do mesmo modo, a pigmentacao ocular aumenta a
sua area, aparecendo cada vez mais circular (Figura 31). Neste estagio, os
omatidios podem ser distinguidos. A porcao distal do abdomen atinge a regido
cefalica do embrido e ultrapassa os lobos 6pticos (Figuras 31, 32 e 33). O
abdomen se diferencia e se organiza totalmente com o estabelecimento dos
somitos abdominais, e a musculatura se desenvolve (Figura 33). O telson pode
ser evidenciado mais claramente (Figura 32). Na regido do cefalotérax pode ser
percebida uma grande atividade devida a absorcdo do vitelo pelo embrido.
Nesta fase, o vitelo adquire uma coloracdo mais amarelada e apresenta-se
granular e concentrado (Figuras 31 e 32). O coracdo pode ser observado na
regiao proxima do dobramento ventral do abdomen (Figuras 31 e 32). Os
movimentos do coracdo sdo mais regulares, se apresentam mais uniformes e
com periodos de pausa de menor duracdo. O embrido exibe movimentos
musculares mais intensos no abdomen, porém menos freqientes. No DE10 o
complexo ocular se mostra mais definido. Os olhos se apresentam laterais e
sua forma é quase circular (Figura 34). Os lobos 6pticos aparecem claramente
diferenciados (Figuras 34 e 35). Neste estagio, a segmentacdo do abdémen é
evidente, e na extremidade distal o telson esta mais desenvolvido e exibe
varias cerdas na sua margem (Figuras 34 e 35). O numero de cromatéforos
aumenta e se concentram na regiao do cefalotéorax embrionario (Figura 34). No
cefalotérax, o coracdo pulsa de forma mais continua e regular. Os apéndices
toracicos tém movimentos sutis e com o desenvolvimento da musculatura
abdominal se notam ligeiros movimentos na regiao caudal. O volume do

embrido para DE9 é de 0,0930 mm3 e no DE10 é de 0,0996 mm3.

CAUNESP 65



Mestrando: Angel Andrés Arias Vigoya Orientadora: Dra. Irene Bastos Franceschini Vicentini

Figuras 31 - 34. Visualizagdo do desenvolvimento embrionario final do
camarao-da-amazonia. (31) Estagio VII. DE9 olhos ja assumem forma quase
circular. Barra: 0,125 mm; (32) Estagio VII. DE9 o abdomen atinge a regiao
cefalica. Barra: 0,125 mm; (33) Estagio VII. DE9 estabelecem-se os somitos
abdominais e o desenvolvimento da musculatura (Corte longitudinal); (34)
Estagio VII. DE10 observacio das estruturas cromatéforo, vitelo, granulos de
vitelo, olho, e da regido cardiaca. Barra: 0,125 mm. (ab) abdomen; (cn) cordao
nervoso ventral; (cr) cromatéforo; (gv) granulos de vitelo; (o) lobo 6ptico; (mu)
musculatura; (ol) olho; (pe) pereiopddos; (rc) regido cardiaca; (rc) regido
ganglionar; (sa) somitos abdominais; (te) telson; (vi) vitelo.
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5.8 Estagio VIII. Zoea, 64 — 100% do desenvolvimento (DE 11-14).

Este estagio abrange desde os dias décimo primeiro ao décimo quarto.
Nota-se grande desenvolvimento do abdomen e da musculatura do embriao
(Figuras 37 e 40). Os sistemas nervoso e digestivo se desenvolvem e podem-se
observar o cordao nervoso ventral, ganglios cerebrais, eséfago, intestino médio
e posterior (Figuras 37 e 40). Na regido cefalica, os lobos épticos (Figura 36)
sao ocupados em grande parte pelos olhos. A area pigmentada do olho aumenta
consideravelmente. Os olhos estdo compostos por unidades sensoriais ou
omatidios (Figura 38). Cada omatidio esta composto por um grupo de células
reticulares pigmentadas, associado a uma célula fotossensivel conhecida por
rabdoma (Figura 38). O rabdoma é uma célula sem pigmento (Figura 38) que
se continua por uma por¢io nervosa, que posteriormente formara o nervo
optico. As células reticulares apresentam duas regides distintas, o corpo celular
pigmentado e a regido do nucleo (Figura 38). Ressalta-se que a regido da
membrana basal em formacio separa as porcoes fotossensivel e ganglionar de
cada omatidio (Figura 38). A regido nuclear das células reticulares
pigmentadas apresenta-se distal a membrana basal e suporta a regido onde se
observa um aglomerado celular que desenvolvera o cristalino (Figura 38).

Os movimentos cardiacos sdo mais regulares e estao mais intensos. Na
regiao dorsal do abdomen sdo observados numerosos granulos intestinais
proximos ao coracao (Figura 39). Estes granulos sao assimilados na regiao de
transicao entre o intestino anterior e o médio, mediante movimentos continuos.
O cordao nervoso é observado na zona ventral do abdomen. No transcorrer do
DE12, o embrido apresenta seu tamanho muito préximo ao definitivo. Nesta
fase, o embrido ocupa aproximadamente todo o espaco disponivel no ovo
(Figuras 36, 37, 39 e 40). A disposicao do embrido no ovo possibilita o
acomodamento dos pereidpodos abaixo do abdomen. Os apéndices naupliares e
p6s naupliares estdo bem definidos e desenvolvidos. A segmentagao dos
apéndices é observada, além da presenca de pequenas cerdas. Uma leve
movimenta¢ao destes apéndices se inicia nesta fase. O abdomen se mostra bem
formado, a musculatura e seus segmentos aparecem claramente definidos

(Figura 40). Na porcao distal do abdomen o telson apresenta multiplas cerdas
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na sua margem (Figura 41). O exoesqueleto inicia sua formacao e ira proteger
o embrido, e posteriormente a larva. Sua observacio é evidente no cefalotérax e
nota-se que o embrido incorpora o vitelo na regido do cefalotérax, onde o
exoesqueleto é mais evidente (Figura 41). A quantidade de vitelo diminuiu,
devido a alta atividade metabdlica do embrido, e os granulos sdo mobilizados
de forma intensa (Figura 41). O intestino aparece como um cordido na parte
dorsal do abdomen e suas por¢oes anterior, média e posterior estao delimitadas
(Figura 41). No DE13, o embrido completa seu desenvolvimento e se encontra
coberto pelo exoesqueleto endurecido (Figura 41). A area correspondente aos
lobos 6pticos esta ocupada pelos olhos circulares (Figura 42). Os apéndices
naupliares e pds naupliares se encontram definidos e segmentados, e exibem
numerosas cerdas. O abdomen agora se encontra totalmente desenvolvido
(Figura 40), e na borda do telson sao observadas abundantes cerdas alongadas
(Figura 41). O volume ocupado pelo vitelo é minimo e apresenta uma coloracao
amarelada, restrito a regido dorsal do cefalotérax do embrido (Figura 41). Os
movimentos do corag¢io sio ritmicos e constantes. No término do DE13 (Figura
42) e inicio do DE14 (Figura 43) os embrides estdo completamente formados.
As mudancgas mais importantes fazem referéncia a maturacdo dos oérgaos
internos. Os apéndices sensoriais e locomotores adquirem sua forma definitiva.
Os olhos esféricos estdo totalmente formados e ocupam uma grande parte da
area cefalica. A carapaca aparece como uma cuticula externa que reveste a
regido do cefalotéorax embrionario e atua como barreira de proteciao externa. A
quantidade de vitelo é minima, localizada no cefalotéorax e constitui uma
reserva energética para a larva. O embrido finaliza seu desenvolvimento e
apresenta intensos movimentos musculares no abdomen que auxiliam no
rompimento do corion. O volume do embrido para DE11 é de 0,1052 mm3, no

DE12 é de 0,1092 mm3, no DE13 é de 0,1129 mm3 e no DE14 é de 0,1138 mm3.
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Figuras 35 - 37. Embrido bem desenvolvido, visualizagcdo do vitelo ja com
volume bastante reduzido. (35) Estagio VII. DE10 visualizacdo dos lobos
opticos, corddao nervoso ventral, intestino e musculatura (Corte longitudinal);
(36) Estagio VIII. DE11 os olhos posicionam-se laterais e apresentam-se
circulares. Barra: 0,125 mm; (37) Estagio VIII. DE12 o embriao quase pronto
para eclodir, grande desenvolvimento da musculatura (Corte longitudinal).
(ab) abdomen; (cn) corddao nervoso ventral; (cr) cromatéforo; (ef) eséfago; (ge)
ganglio cerebral; (im) intestino médio; (ip) intestino posterior; (lo) lobo 6ptico;
(ol) olho; (pe) pereiopddos; (te) telson; (vi) vitelo.
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Figuras 38 - 40. Embrido na fase final do desenvolvimento. (38) Estagio VIII.
DE11 formacdo e desenvolvimento do olho e de suas estruturas (Corte
longitudinal); (39) Estagio VIII. DE12. Barra: 0,125 mm; (40) Estagio VIII.
DE13 (Corte longitudinal). (ab) abdomen; (cn) cordao nervoso ventral; (cp)
células pigmentadas; (cr) cromatoéforos; (ef) esofago; (gv) granulos vitelo; (im)
intestino médio; (ip) intestino posterior; (lo) lobo 6ptico; (mb) membrana basal;
(mu) musculatura; (ol) olho; (om) omatidio; (pe) pereipddos; (rb) rabdoma; (rc)
regiao cardiaca; (rg) regido ganglionar; (te) telson; (vi) vitelo.
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Figuras 41 e 42. Visualiza¢do do embrido de M. amazonicum desenvolvido e
pronto para a eclosdo. (41) Estagio VIII. DE13 camarao-da-amazonia ao final
da embriogénese, quando se evidencia o olho circular; (42) Estagio VIII. DE13
embrides completamente formados ao momento da eclosdo, com pequenas
mudancas relacionadas a maturacado dos 6rgaos internos. (ab) abdémen; (co)
corion; (cr) cromatédforo; (ex) exoesqueleto; (gv) granulos de vitelo; (in)
intestino; (lo) lobo 6ptico; (ol) olho; (pe) pereidpodos; (rc) regido cardiaca; (sa)
somitos abdominais; (te) telson; (vi) vitelo. Barra: 0,125 mm.
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Figura 43. Estagio VIII. DE14. Visualizagao “in vivo” das estruturas corporais
externas constituintes da larva de M. amazonicum, logo apés o momento da
eclosdo. (ab) abdomen; (al) anténula; (at) antena; (ca) carapaca do cefalotérax;
(ce) cefalotorax; (cn) cordao nervoso ventral; (ct) cerdas do telson; (gv) granulos
de vitelo; (in) intestino; (lo) lobo 6ptico; (ol) olho; (pe) pereidpodos; (rc) regiao do
coracao; (sa) segmentos abdominais; (te) telson; (vi) vitelo. Barra: 0,5mm.
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6. DISCUSSAO
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6. DISCUSSAO

A utilizagdo da metodologia de estagiamento foi suficiente e de facil
aplicacdo para descrever a embriogénese de M. amazonicum, sendo também
freqiientemente empregada em outras espécies de decapodes (SANDEMAN R.;
SANDEMAN D., 1991; NAZARI et al., 2000; GARCIA-GUERRERO et al.,
2003; MULLER et al., 2003; GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 2009).
Segundo Miiller et al. (2003) este tipo de métodos sao indicados para estudos
de embriologia em crustaceos, devido a organizacdo em periodos de
desenvolvimento homogéneos, permite o acompanhamento dos eventos durante
a embriogénese e a analise comparativa do desenvolvimento embrionario entre

espécies.

As caracteristicas morfolégicas externas e internas do Macrobrachium
amazonicum observadas no presente estudo correspondem ao padrao descrito
para espécies do mesmo género, tais como M. acanthurus (MULLER et al.,
2007), M. americanum (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 2009), M. borelli
(LAVARIAS et al., 2002), M. carcinus (MULLER, 1984), M. olfersi (MULLER
et al., 2003; MULLER et al., 2004; SIMOES-COSTA et al., 2005), M. potiuna
(MULLER et al., 2004) e M. rosenbergii (ZHAO et al., 1998a, 1998b). Segundo
Garcia-Guerrero e Hendrickx (2009), o desenvolvimento embrionario das
espécies do género Macrobrachium quando confrontado com o de outros
crustaceos decapodes como Cherax destructor (SANDEMAN R.; SANDEMAN
D., 1991) ou Cherax quadricarinatus (GARCiA-GUERRERO et al., 2003)
aparece semelhante. Mesmo assim, seu desenvolvimento também é continuo e
apresentam caracteristicas comuns, tals como clivagem superficial,

organizacao do disco germinativo e do nauplio embrionizado, entre outras.

Comparando-se o estudo feito com a espécie M. amazonicum a outros
estudos realizados nas espécies do mesmo género e outras espécies de
decapodes, pode-se inferir que tanto os ritmos da embriogénese quanto as
estruturas e 6rgdos que sao constituidos ao longo dos periodos embrionarios

apresentam analogias entre as espécies (Tabela 2). Essa semelhanca presente
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no desenvolvimento embrionario entre espécies do mesmo género justifica a
aplicacdo do método de estagiamento para descrever a embriogénese. Apesar
de esta semelhanca, o nimero de dias de desenvolvimento embrionario varia
consideravelmente entre as espécies (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX,
2009). Estas diferencas entre os tempos de incubagao podem estar relacionadas
a fatores enddgenos e também podem ser influenciados por fatores exdgenos

(CELADA et al., 1991).

,

E possivel que as diferencas no tempo de desenvolvimento entre
espécies congenéricas possam estar relacionadas as condi¢oes ambientais, tais
como a influéncia da temperatura da agua (CELADA et al., 1991) ou as
proprias caracteristicas ontogénicas intrinsecas da espécie. Os eventos
internos que ocorrem no corpo do embrido estdo intimamente correlacionados
com a ontogenia externa (SANDEMAN R.; SANDEMAN D., 1991). Os padrées
de desenvolvimento podem ser estabelecidos mediante a associagdo entre os
ritmos de formacao das estruturas internas quanto externas, esta relacio que

permite entender mais claramente a embriogénese nas espécies de crustaceos.

De um modo geral, a aplicacao do critério de descricio por
estagiamento e a divisdo por fases explica de maneira apropriada o
desenvolvimento ontogénico de M. amazonicum. O padrao de desenvolvimento
continuo e o aparecimento das estruturas embrionarias externas e internas,
permite a comparacao da embriogénese de espécies proximas, concordando com
os estudos realizados por Celada et al. (1991), Dupré et al. (1992), Garcia-
Guerrero e Hendricx (2004, 2006a, 2006b, 2009), Garcia-Guerrero et al. (2003),
Helluy e Beltz (1990, 1991); Lavarias et al. (2002), Lizardo-Daudt e Bond-
Buckup (2003), Miiller (1984), Miller et al. (1999, 2003, 2004, 2007), Nagao et
al. (1999), Nazari et al. (2000), Perkins (1972); Pinheiro e Hattori (2002, 2003),
Rudolph e Rojas (2003), Sandeman R. e Sandeman D. (1991), Simoes-Costa et
al. (2005), Stevens (2006), Weygoldt (1961), Yavar e Dupré (2007) e Zhao et al.
(1998a, 1998b). Embora a utilizacdo desta metodologia possa estar
condicionada a fatores genéticos, de manejo e do meio ambiente, o

desenvolvimento embrionario entre crustidceos conserva caracteristicas
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ancestrais comuns derivadas das relacées filogenéticas e morfologicas
(ANDERSON, 1973, 1982; HERTZLER et al., 1994, HERTZLER, 2002, 2005;
SCHOLTZ, 2000).

Tabela 2. Dados comparativos dos tempos de embriogénese em algumas espécies de decdpodes.

Espécie Embriogénese Numero Temperatura Referéncia
(Dias) estagios
A. cribrarius 8 VIII 25°C (PINHEIRO; HATTORI, 2002)
A. pallipes 82 XV 15,5°C (CELADA et al., 1991)
A. pisonii 14 VIII 26-28°C (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 2004)
A. platensis 35 X 23-30°C (LIZARDO-DAUDT; BOND-BUCKUP, 2003)
C. caementarius 25-28 VII 25°C (YAVAR; DUPRE, 2007)
C. destructor 40 XX 19°C (SANDEMAN R.; SANDEMAN D., 1991)
C. quadricarinatus 31 X 26°C (GARCIA-GUERRERO et al., 2003)
E. canalensis 13 VIII 26-28°C (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 2006b)
E. isenbeckii 360 IX 5.7°C (NAGAO et al., 1999)
G. pulchra 15 IX 26-28°C (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 2004)
H. americanus 180 XVI 18°C (HELLUY; BELTZ, 1991)
M. acanthurus 16 XVI 26°C (MULLER et al., 2007)
M. amazonicum 14 VIII 26°C PRESENTE ESTUDO
M. americanum 18 X 24°C (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 2009)
M. borellii 39 VII 24°C (LAVARIAS et al., 2002)
M. olfersi 14 X - XIV 25-26°C (MULLER et al., 2003, 2004; SIMOES-COSTA et
al., 2005)
M. potiuna 21 VIII 26°C (MULLER et al., 2004)
M. rosenbergii 20 VII 28°C (ZHAO et al., 1998a)
P. argentinus 10-12 VIII-X 23-26°C (NAZARI et al., 2000; MULLER et al., 2004)
P. armatus 19 VIII 25-26°C (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 2006a)
P. chilensis 13 VIII 26-28°C (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 2006b)
P. pandaliformis 13 VIII 26°C (MULLER et al., 2004)
P. platypus 381-409 XII 5,2°C (STEVENS, 2006)
P. robsonae 19 VIII 25-26°C (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 2006a)
P. fallax - X 18-22°C (ALWES; SCHOLTZ, 2006 )
R. typus 20,8-52 X 13-21°C (DUPRE et al., 1992)
U. cordatus 19 VIII 27°C (PINHEIRO; HATTORI, 2003)
V. araucanius 120 v 10-21°C (RUDOLPH; ROJAS, 2003)

O desenvolvimento ontogénico de M. amazonicum é curto quando
comparado com outras espécies de decapodes, como as espécies de caranguejos
E. isenbeckii (NAGAO et al., 1999) e P. platypus (STEVENS, 2006), a lagosta
H. americanus (HELLUY; BELTZ, 1991) e o camariao V. araucanius

(RUDOLPH; ROJAS, 2003), mas coincide aproximadamente ao tempo
CAUNESP 81



Mestrando: Angel Andrés Arias Vigoya Orientadora: Dra. Irene Bastos Franceschini Vicentini

observado em outras espécies (Tabela 2). Assim, a embriogénese de M.
amazonicum fol organizada em oito estagios de desenvolvimento: I. Ovo
fertilizado; II. Clivagem; III. Blastula — Gastrula; IV. Disco germinativo; V.
Nauplio embrionizado; VI. Pés-nauplio ou Metanauplio; VII. Protozoea e VIII.
Zoea (YAO et al., 2006; ZHAO et al., 1998a). A desova equivale a 0% e a
eclosdo a 100% da embriogénese (MULLER et al., 2003; SANDEMAN R.,
SANDEMAN D., 1991).

Apébs a desova, os ovos fertilizados de M. amazonicum sao elipsoidais,
com coérion denso e ligado a membrana vitelina, ricos em vitelo e de coloragao
verde oliva. O vitelo aparece granular e distribuido homogeneamente no ovo.
Estas caracteristicas sdo compartilhadas por espécies do mesmo género, além
das espécies A. cribarius (PINHEIRO; HATTORI, 2002), C. caementarius
(YAVAR; DUPRE, 2007), C. destructor (SANDEMAN R.; SANDEMAN D.,
1991) e U. cordatus (PINHEIRO; HATTORI, 2003).

Entretanto, Dupré et al. (1992), Garcia-Guerrero e Hendrickx (2006b) e
Nagao et al. (1999) reportaram ovos predominantemente esféricos para R.
typus, E. canalensis - P. chilensis e E. isenbeckii respectivamente. O tamanho e
a coloracao dos ovos no género Macrobrachium apresentam variacoes entre as
espécies, embora seja possivel encontrarem-se desde ovos pequenos como em
M. olfersi MULLER et al., 2003, 2004), até ovos grandes como em M. borellii e
M. potiuna (NAZARI et al., 2003). A coloragdo dos ovos varia entre os tons
esverdeados, amarelados e tons marrons. As mudancas cromaticas nos ovos
durante a embriogénese é uma caracteristica comum nos crustaceos
(PINHEIRO; HATTORI, 2002). Estas mudancas estdo principalmente
relacionadas a utilizacao do vitelo durante o desenvolvimento, sua quantidade

diminui progressivamente até a eclosao.

As reservas vitelinicas tém como funcio nutrir o embrido ao longo do
desenvolvimento (CELADA et al.,, 1991). Assim, esta reserva energética é
utilizada durante os processos metabdlicos, de estruturacdo, maturacdo e

crescimento embrionario (NAZARI et al., 2000).
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As medicoes biométricas feitas nos ovos e embrides de M. amazonicum
demonstraram um aumento gradual no decorrer do periodo de incubacao,
padrio também foi reportado para A. pisonii (GARCIA-GUERRERO;
HENDRICKX, 2004), A. cribrarius (PINHEIRO; HATTORI, 2002a), C.
caementarius (YAVAR; DUPRE, 2007), E. isenbeckii (NAGAO et al., 1999), E.
canalensis (GARCiA-GUERRERO; HENDRICKX, 2006b), G. pulchra
(GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 2004), H. americanus (HELLUY;
BELTZ, 1991), M. acanthurus (MULLER et al., 2007), M. amazonicum
(ODINETZ-COLLART; RABELO, 1996), M. Borelli (LAVARIAS et al., 2002),
M. olfersi (MULLER et al., 2003, 2004; NAZARI et al., 2003), M. potiuna
(NAZARI et al, 2003), P. armatus (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX,
2006a), P. robsonae (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 2006a), P.
pandaliformis (MULLER et al., 2004), P. argentinus (MULLER et al., 2004;
NAZARI et al., 2000), P. chilensis (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX,
2006b), R. typus (DUPRE et al., 1992), U. cordatus (PINHEIRO; HATTORI,
2003b) e V. araucanius (RUDOLPH; ROJAS, 2003).

Em relacao as medig¢oes dos eixos maior e menor dos ovos, observou-se
um incremento gradual durante o periodo de desenvolvimento, porém as
mudancas mais significativas apresentam-se nos valores do eixo maior, a
medida que a embriogénese transcorre (Tabela 1). Assim, o crescimento do ovo
¢é de tipo longitudinal, e o incremento é claramente notado durante os ultimos
estagios prévios a eclosdo (Figura 1). Isto devido ao ativo crescimento do
embrido. Estas observacgdes coincidem com o reportado por Odinetz-Collart e
Rabelo (1996), que relataram que o diametro dos ovos de M. amazonicum
aumenta durante o periodo de incubacdo. Esta tendéncia foi observada nas
espécies de palaemonideos e algumas outras espécies de crustaceos decapodes
estudadas, onde os ovos apresentaram um formato predominantemente
elipsoidal, esta caracteristica morfolégica determina que o crescimento do ovo
seja  principalmente de tipo longitudinal (GARCiA-GUERRERO,
HENDRICKX, 2003; GARCIA-GUERRERO, HENDRICKX, 2004, 2006a,
2006b; LIZARDO-DAUDT, BOND-BUCKUP, 2003; PINHEIRO, HATTORI,
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2002, 2003; MULLER et al., 2003, 2004, 2007; NAGAO et al., 1999; NAZARI et
al., 2000; STEVENS, 2006). Lavarias et al. (2002) mencionam que o
incremento do tamanho dos ovos de M. borellii esta relacionado com a entrada
de agua e o crescimento embrionario, e como resultado o diametro dos ovos
aumenta. O eixo menor apresentou um comportamento semelhante, no entanto

o incremento foi menor quando comparado com o e€ixo maior.

Durante o desenvolvimento embrionario de M. amazonicum os ovos
aumentaram seu volume de 0,0708 mm3 (+0,0004) para 0,1103 mm3 (+0,0011).
Estes valores correspondem as médias registradas em ovos fertilizados e
embrides proximos a eclosdo. Por outro lado, Odinetz-Collart e Rabelo (1996)
reportaram para M. amazonicum ovos recém desovados e pré-eclosdo com
tamanhos de 0,14 e 0,20 mms3 respectivamente; assim, estes ovos procedentes
da bacia do rio Tocantins e classificados como pequenos sao claramente
maiores aos registrados neste estudo. Confrontando os dados obtidos neste
estudo com os valores do volume do ovo registrado em outras espécies de
decapodes, evidencia-se que os ovos e embrices de M. amazonicum
apresentaram tamanhos equivalentes e/ou menores (Tabela 3). O aumento no
volume dos ovos durante a embriogénese se apresenta como uma caracteristica
comum entre os crustaceos. O aumento do volume esta direitamente associado
ao crescimento do embrido, em resposta as mudancas que experimenta o
embriao durante o periodo de desenvolvimento. Esta caracteristica
morfométrica apresenta variacoes entre as espécies de crustaceos decapodes,

inclusive quando comparada com as espécies do mesmo género (Tabela 3).

No decorrer do periodo de incubacao de M. amazonicum a area ocupada
pelo embrido aumentou a partir do primeiro dia de desenvolvimento,
alcancando seu maximo valor no dia 14 (Figura 3). O aumento da area corporal
embrionaria se da em resposta a intensa proliferacao e diferenciacao celular, o
que se relaciona com os processos de organogénese e crescimento. Este padrao
também foi descrito para E. isenbeckii, onde o tamanho da area embrionaria e
da pigmentacdo do olho estiveram estreitamente correlacionadas com o

desenvolvimento embrionario (NAGAO et al., 1999). Resultados semelhantes
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foram reportados por Pinheiro e Hattori (2003) para U. cordatus, que
apresenta um acentuado incremento da area ocupada pelo embriao a partir do
IV estagio do desenvolvimento. De acordo com Stevens (2006), durante o
extenso desenvolvimento embrionario de P. platypus a area do embrido
mostrou uma gradual diminui¢do desde a desova até o dia 72, posteriormente
comecou a aumentar de forma constante e alcancou um platé entre os dias 240
e 329, ja na fase final da embriogénese foi observado um rapido incremento
desde o dia 353 ate o dia 381, quando se iniciou a eclosao. Estas observacoes
confirmam que as caracteristicas associadas ao desenvolvimento sdo espécie

especificas e estao afetadas por fatores tanto intrinsecos quanto extrinsecos.

A avaliacao da proporcao entre as areas do vitelo e do embridao dos
ovos de M. amazonicum, comprovaram a existéncia de uma relagio
inversamente proporcional; assim, a area do vitelo diminuiu constantemente a
partir do primeiro dia e apresentou seu menor valor no dia 14 (Figura 3),
devido a utilizacao das reservas vitelinicas pelo embrido, para o mantimento
dos processos metabdlicos, organogénese, estruturacdo dos componentes
embrionarios e especialmente o crescimento. Este é um dos eventos
caracteristicos do desenvolvimento, sendo verificado nas espécies de crustaceos
estudadas (Tabela 2). A reducao da area do vitelo foi analisada por Lavarias et
al. (2002), Pinheiro e Hattori (2003) e Stevens (2006), os autores concluiram
que a area do vitelo decresce gradualmente, sendo que durante a fase final da
embriogénese diminui mais rapidamente, ja que o vitelo é iIntensamente

absorvido pelo embrido.

Os primeiros estagios do desenvolvimento de M. amazonicum (I, II, III,
IV) compreendidos desde 0 até 21% do desenvolvimento seguem o padrao
descrito para crustaceos decapodes. Os primeiros eventos, ou seja, as primeiras
divisdes celulares sdo perceptiveis, e geralmente apresentam caracteristicas

comuns propostas para os diversos crustaceos.

Nas etapas iniciais do desenvolvimento notam-se repetidas divisoes

celulares. Neste contexto, como regra geral, na maioria dos crustaceos com
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ovos ricos em vitelo, incluindo as espécies do género Macrobrachium, o fato de
apresentarem clivagem superficial parcial ou meroblastica (ANDERSON,
1982; HELLUY, BELTZ, 1991; SCHOLTZ, 2000; HERTZLER, 2002; ZHAO et
al., 1998b).

O padrao de desenvolvimento embrionario do M. amazonicum mostra
uma sequéncia de eventos semelhante as demais espécies descritas do género

Macrobrachium e outras espécies de decapodes (Tabela 2).

Tabela 3. Volume médio de embrides de algumas espécies de decapodes durante a fase inicial e final do
periodo de incubagio.

Volume médio mms3

Espécie ..

Inicial Final Referéncia
A. cribarius 0,0100 0,0192 (PINHEIRO; HATTORI, 2002)
A. pisonii 0,0966 0,1247 (GARCTA-GUERRERO; HENDRICKX, 2004)
C. caementarius 0,0830 0,1250 (YAVAR; DUPRE, 2007)
E. canalensis 0,0141 0,0287 (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 2006b)
G. pulchra 0,1130 0,1328 (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 2004)
M. acanthurus 0,052 0,109 (MULLER et al., 2007)
M. amazonicum 0,14 0,20 (ODINETZ-COLLART; RABELO, 1996)
M. amazonicum 0,0708 0.1138 PRESENTE ESTUDO
M. olfersi 0,0229 0,0720 (MULLER et al., 2003)
M. olfersi 0,035 0,056 (NAZARI et al., 2003)
M. potiuna 1,789 2,290 (NAZARI et al., 2003)
P. armatus 0,0194 0,0256 (GARCTA-GUERRERO; HENDRICKX, 2006a)
P. chilensis 0,0141 0,0206 (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 2006b)
P. robsonae 0,0227 0,0297 (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX, 20062)
U. cordatus 0,0411 0,0788 (PINHEIRO; HATTORI, 2003)

Entende-se por seqiiéncia de eventos, a formacao do blastoderma e dos
tecidos embrionarios primarios ectoderma, endoderma e mesoderma (ZHAO et
al., 1998b). Seguidamente forma-se o disco germinal, primérdios dos lobos

opticos, apéndices naupliares e mandibulares.

Nos organismos aquaticos existe uma relacdo Inversamente

proporcional entre os processos fisiolégicos/metabdlicos e a temperatura. Este
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fato é também observado em crustaceos, onde a incubacido dos ovos,

desenvolvimento embrionario e crescimento, sido espécie especificos e
dependentes da temperatura (DUPRE et al., 1992; HELLUY, BELTZ, 1991;
NAGAO et al., 1999).

A clivagem é um processo semelhante entre os diferentes géneros de
crustaceos, e segue um padrido comum para as espécies dentro de um mesmo
género. Segundo a literatura, as espécies estudadas do género Macrobrachium
apresentam clivagem do tipo superficial, que se inicia pouco tempo apds a
fertilizacdo. No primeiro dia de desenvolvimento de M. acanthurus (MULLER
et al., 2007), M. americanum (GARCiA-GUERRERO; HENDRICKX, 2009), M.
olfersi (MULLER et al., 2003; MULLER et al., 2004; SIMOES-COSTA et al,
2005), e M. potiuna (MULLER et al., 2004) foi registrada a clivagem. Da
mesma forma, Zhao et al. (1998a, 1998b) observaram que em M. rosenbergii, 3

ou 4 horas p6s fertilizacdo inicia-se a clivagem, a uma temperatura de 28°C.

Por outro lado, em outras espécies de decapodes a clivagem se
apresentou mais tardiamente. Nas lagostas do género Cherax, a clivagem foi
observada a partir do segundo dia pés-fertilizacado (SANDEMAN R.,
SANDEMAN D., 1991; GARCIA-GUERRERO et al., 2003). Na lagosta
americana (H. americanus) ocorre nos primeiros oito dias do desenvolvimento.
Para o Hair crab (E. isenbeckii), Nagao et al. (1999), observaram que a
clivagem ocorreu treze dias apds a desova. Stevens (2006) demonstrou que em
Blue king crab (P. platypus), as primeiras divisées celulares podem ser

observadas apos quatro dias.

Assim, é importante ressaltar que o inicio das clivagens é espécie
especifico. O ovo freqiientemente produz e armazena RNA mensageiros que
serdo utilizados somente apés a fertilizacdo. Aqueles mRNA permanecem num
estado latente até que sdo ativados por sinais i6nicos que se propagam a través
do ovo durante a ovulacgio e/ou a fertilizacdo (GILBERT, 2010). Alguns destes
mRNA codificam proteinas que serao utilizadas na clivagem, quando o embrido

produz grandes quantidades de cromatina, membrana celular e componentes
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do citoesqueleto. Alguns mRNA codificam proteinas ciclinas que regulam os
tempos das primeiras divisoes celulares (ROSENTHAL et al.,, 1980;
STANDART et al.,, 1986, citados por GILBERT, 2010). Assim, em muitas
espécies a manutencido das taxas normais e o padrao das divisoes celulares
iniciais, nao precisam do nucleo, em seu lugar, é necessaria a sintese continua
de proteinas a partir dos mRNA maternos que foram armazenados
(WAGENAAR, MAZIA, 1978; EDGAR et al., 1994, citados por GILBERT,
2010).

No decorrer do desenvolvimento de M. amazonicum ocorre o
aparecimento dos blastomeros que inicialmente, apresentam grande tamanho
e nucleos claramente visiveis. Os blastomeros diminuem seu tamanho e
aumentam em numero, devido as repetidas divisées celulares, caracteristica
também comum para outros crustaceos, independentemente da espécie e da
duracdo da embriogénese (NAZARI et al., 2000; MULLER et al., 2003;
SIMOES-COSTA et al., 2005; STEVENS, 2006; ZHAO et al., 1998a, 1998b). A
migragao celular é observada durante a fase de gastrulagdo. O movimento
celular ocorre a partir das células do blastoderma organizadas na Aarea
blastoporal (ZHAO et al., 1998b). O movimento celular é uma conseqiiéncia da
proliferacdo celular superficial e posterior entrada para a parte interna do
vitelo (ANDERSON, 1982). Este tipo de migracao celular foi observado em M.
amazonicum no presente estudo, e também em A. platensis, E. isenbeckii, M.
olfersi e M. rosenbergii (LIZARDO-DAUDT, BOND-BUCKUP, 2003; NAGAO
et al., 1999; MULLER et al., 2003, 2007; ZHAO et al., 1998a, 1998b). Esta
migragao celular a partir do blastoderma é acompanhada por mudangas na
forma dos blastomeros que migram para o interior do ovo para organizar
camadas celulares (MULLER et al., 2003, 2007; SIMOES-COSTA et al., 2005;
ZHAQ et al., 1998a, 1998b).

A migracao celular ocorre em quatro estagios, segundo Gilbert (2010).
O primeiro estagio é a polarizacdo, onde as células definem sua orientacio
anterior e posterior. A polarizagdo pode ser dirigida por sinais de difusdo ou

por sinais procedentes da matriz extracelular. Estes sinais reorganizam o
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citoesqueleto, de modo que as células possuem uma parte anterior e uma
posterior, e estas regibes na célula sido estruturalmente diferentes
(RODIONOYV, BORISY, 1997, MALIKOV et al., 2005, citados por GILBERT,
2010). O segundo estagio é a protrusido das margens celulares. Assim, a forca
mecanica que participa da protrusao é a polimerizacao dos microfilamentos de
actina da membrana celular, e forma bandas cumpridas ou largas camadas. O
terceiro estagio implica a adesao das células ao substrato extracelular. As
integrinas (proteinas) atravessam a membrana celular e conectam a matriz
extracelular com o citoesqueleto, de este modo se formam pontos de adesao,
onde a membrana esta em contato com a matriz extracelular. Finalmente, no
quarto estagio os pontos de adesdo na parte posterior sio liberados, o que

permite a migracao celular para frente.

Assim, durante o estagio de disco germinativo, as células se organizam
formando regides de alta densidade celular. Nesta fase ocorre a estruturagao
do embrido na tipica forma de “V” descrita para as espécies citadas do género
Macrobrachium e outras espécies de decapodes (HELLUY, BELTZ, 1991,
MULLER et al., 1984, 2003, 2004, 2007; SIMOES-COSTA et al., 2005; ZHAO
et al., 1998a, 1998b). Embora existam algumas diferencas como no caso de E.
isenbeckii (NAGAO et al., 1999) e P. pandaliformis (MULLER et al., 2004)
onde o disco germinativo defere da classica forma em “V” e apresenta forma de
“U”.

Como consequéncia da grande proliferacdo e migracao celular, e do
alongamento das regibes anterior e média, o embrido adquire uma forma
triangular (BRESSAN; MULLER, 1997). Este modelo de desenvolvimento foi

observado em M. amazonicum e também em M. carcinus (MULLER, 1984).

No estagio subsequente (V) que vai desde 21 até 29% da
embriogénese de M. amazonicum, observa-se que a partir do disco germinativo
organiza-se o nauplio embrionizado, evento tipico dos crustaceos com
desenvolvimento meroblastico (ANDERSON, 1973, 1982; MULLER, 1984;
HELLUY, BELTZ, 1991; SANDEMAN R., SANDEMAN D., 1991; SCHOLTZ,

2000). O arranjo do nauplio em M. amazonicum é semelhante com o observado
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por Bressan e Miuller (1997). O desenvolvimento foi caracterizado pelos
processos de organogénese e morfogénese. Na sequéncia de eventos os
primoérdios dos lobos épticos sdo as primeiras estruturas a se formar, seguidos
por anténulas, antenas e mandibulas. Depois da diferenciacao das estruturas a
fase naupliar é finalizada pelo aparecimento da morfologia do nauplio

embrionizado.

Nos crustaceos que se desenvolvem a partir de ovos pequenos, como no
caso dos Branchiopoda, Cephalocarida, Cirripeda, Copepoda, FEucarida,
Mystacocarida, Penaeidea e Ostracoda, a eclosao libera o embrido na forma de
nauplio (ANDERSON, 1982). Segundo Scholtz (2000) entre os Malacostracos o
nauplio é observado unicamente nos representantes da ordem Euphausiacea, e
nos camaroes decapodes da subordem Dendrobranchiata. Por outro lado, nos
crustaceos que se desenvolvem em ovos grandes, o estagio naupliar ocorre
durante a embriogénese e, portanto nestes casos é denominado nauplio
embrionizado. Ksta caracteristica ¢é principalmente observada nos
Malacostracos (ANDERSON, 1982). O nauplio embrionizado esta amplamente
distribuido entre os crustaceos Malacostracos. Encontra-se nos membros das
Ordens Leptostraca, Stomatopoda, Thermosbaenacea, Syncarida e Decapoda
(Infra-ordens Caridea e Reptantia) (SCHOLTZ, 2000). O nauplio embrionizado
é associado com os ovos ricos em vitelo, mas nio estd necessariamente
correlacionado ao desenvolvimento direto. Este tipo de desenvolvimento é
encontrado nos crustaceos das ordens Leptoscostraca, Syncarida,
Thermosbaenacea e alguns Decapoda, tais como os caranguejos de agua doce e

lagostas.

Os crustaceos que apresentam o nauplio numa forma embrionizada
exibem o embrido superficialmente no ovo sobre a massa de vitelo. O nauplio
esta constituido por trés regides claramente diferenciadas: A regido anterior
estd ocupada pelos lobos Opticos, sdo visivels trés pares de apéndices
naupliares (anténulas, antenas e mandibulas) e na regido posterior do embriao

encontra-se a papila caudal. Na regiao central observa-se o estomodeo
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(ANDERSON, 1982; MULLER, 1984; HELLUY, BELTZ, 1990, 1991;
SCHOLTZ, 2000).

Estas caracteristicas do nauplio embrionizado também foram
confirmadas para M. amazonicum e para outras espécies de crustaceos
decapodes, e especialmente para as espécies do género Macrobrachium. As
diferencas entre espécies estdo principalmente relacionadas com os tempos de

desenvolvimento e surgimento das estruturas.

Neste contexto, o M. olfersi, é a inica espécie que desenvolve o nauplio
num periodo de tempo igual ao observado para M. amazonicum, no presente
estudo. Em M. olfersi MULLER et al., 2003; SIMOES-COSTA et al., 2005) e
M. amazonicum o nauplio organizou-se entre os dias quatro e cinco, ou seja,
correspondente ao 21 a 29% do desenvolvimento. Um comportamento similar
foi observado em M. acanthurus e M. americanum, onde o nauplio se
desenvolve entre o quinto e sexto dia (MULLER et al., 2007; GARCIA-
GUERRERO, HENDRICKX, 2009).

Ja para outras espécies de decapodes, o nauplio em sua forma
embrionizada apresentou-se mais tardiamente, como relatado para H.
americanus (HELLUY; BELTZ, 1991), E. isenbeckiit (NAGAO et al., 1999) e P.
platypus (STEVENS, 2006), uma vez que o periodo de desenvolvimento

embrionario ocorre entre 180 e 400 dias.

Segundo Rabalais e Gore (1985), as espécies que apresentam o nauplio
embrionizado como um estagio do desenvolvimento embrionario, exibem um
desenvolvimento prolongado. A eclosdo se produz numa forma larvaria
avancada chamada zoea, morfologicamente mais complexa que o nauplio,
presente nos ovos oligolécitos e mesolécitos. Para os ovos centrolécitos algumas
fases larvarias podem ser retidas no ovo, o que resulta num desenvolvimento
larval abreviado. Scholtz (2000) menciona que os crustaceos da ordem
Stomatopoda e muitos da ordem Decapoda eclodem como larvas planctonicas

bem desenvolvidas. Essas larvas s3o semelhantes as larvas dos
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Dendrobranchiata e Euphasiacea, que passam através da fase de nauplio de

vida livre.

Apos a organizacdo do nauplio forma-se o pés nauplio, a protozoea e a
zoea, estes estagios do desenvolvimento sdo comuns para varias espécies de
crustaceos da classe Malacostraca, subclasse Eumalacostraca e principalmente
para os membros de varias familias da ordem Decapoda (CELADA et al., 1991;
DUPRE et al, 1992; GARCIA-GUERRERO et al., 2003; GARCIA-
GUERRERO, HENDRICKX, 2004, 2006a, 2006b, 2009; HELLUY, BELTZ,
1990, 1991; HELLUY et al., 1993; LAVARIAS et al., 2002; LIZARDO-DAUDT,
BOND-BUCKUP, 2003; MULLER, 1984; MULLER et al., 2003, 2004, 2007;
NAGAO et al., 1999; NAZARI et al.,, 2000; PINHEIRO, HATTORI, 2003;
RUDOLPH, ROJAS, 2003; SANDEMAN R., SANDEMAN D., 1991; SIMOES-
COSTA et al., 2005; STEVENS, 2006; WEYGOLDT, 1961; YAVAR, DUPRE,
2007; ZHAO et al., 1998a).

De acordo com Miiller et al. (1999) durante o estagio pés naupliar de P.
pandaliformis, o desenvolvimento é caracterizado pelo gradual aumento na
complexidade dos componentes e crescimento embrionario, em resposta aos
ativos processos de diferenciacdo celular, organogénese e maturacio dos
sistemas. Estes processos estabelecem as caracteristicas morfologicas
distintivas dos embrides. Deste modo, a morfologia embrionaria pode ser
facilmente reconhecida e visualizada, devido a disposi¢ido espacial do embrido
localizado superficialmente no ovo (SIMOES-COSTA et al., 2005). Estes ritmos
de desenvolvimento foram também descritos para M. acanthurus (BRESSAN;
MULLER, 1999), onde o desenvolvimento pés naupliar exibe um gradual
aparecimento das estruturas embrionarias, devido ao crescimento, a partir da
atividade celular da regido anterior da papila caudal. Neste contexto, durante
o acompanhamento da embriogénese de M. amazonicum observou-se que a
espécie segue o padrao de desenvolvimento embrionario notado nas fases
iniciais e finais de outras espécies de crustaceos, principalmente aquelas do

género Macrobrachium (Tabela 2).
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Com respeito a formacao do olho, os resultados demonstram que M.
amazonicum apresenta um padrao semelhante as espécies do género
Macrobrachium. Durante o estagio de disco germinativo, as células se
concentram para formar os primérdios dos lobos 6pticos e ja durante o estagio
de nauplio embrionizado estas estruturas se diferenciam. Igualmente, e de
acordo com Bressan e Miiller (1997), para M. acanthurus o inicio da formacao
do olho ocorre durante o periodo de transicdo entre o disco germinativo e o
nauplio embrionizado. Zhao et al. (1998a) afirma que no caso do camario-da-
Malasia (M. rosenbergii) a formacao dos lobos 6pticos ocorre durante o estagio
pré naupliar, 62 horas apds a desova. Segundo os autores, os rudimentos dos
lobos 6pticos aparecem como duas estruturas esféricas na regido anterior do

embrido, onde é notada uma intensa proliferacao celular.

Para Garcia-Guerrero e Hendrickx (2009) os lobos épticos podem ser
distinguidos como estruturas diferenciadas, mais espessas e escuras a partir
do sétimo dia (30 — 40% do desenvolvimento). Esta caracteristica é observada
ap6s a formacio do disco germinativo, quando o nauplio embrionizado esta

constituido.

Miller et al. (2004) no estudo feito com M. olfersi, M. potiuna, P.
pandaliformis e P. argentinus comentam que as extremidades anteriores do
disco germinativo correspondem aos futuros lobos Oépticos. Assim, o

desenvolvimento destas estruturas formara o complexo ocular.

Miiller et al. (2003) e Simées-Costa et al. (2005) comentam que para
M. olfersi os lobos 6pticos se desenvolvem a partir das extremidades superiores
do disco germinativo. Assim, no nauplio embrionizado os lobos Opticos
aparecem diferenciados. Este padrao de desenvolvimento também foi descrito

por Miiller (1984) para M. carcinus e Miller et al. (2007) para M acanthurus.

As variacoes entre espécies estdo dadas pelo tempo transcorrido na
formacao do complexo ocular e nao pelo estagio de desenvolvimento. Assim, no
periodo naupliar os lobos Opticos aparecem como duas estruturas

diferenciadas, porém ainda rudimentares. Algumas espécies de decapodes os
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lobos épticos sdo formados mais rapidamente como no caso de A. cribarius
(PINHEIRO; HATTORI, 2002); A. platensis (LIZARDO-DAUDT; BOND-
BUCKUP, 2003); C. quadricarinatus (GARCfA-GUERRERO et al., 2003); E.
canalensis e P. chilensis (GARCiA-GUERRERO; HENDRICKX, 2006b); G.
pulchra e A. pisonii (GUERRERO; HENDRICKX, 2004); P. argentinus
(NAZARI et al, 2000); P. robsonae e P. armatus (GUERRERO; HENDRICKX,
2006a) e U. cordatus (PINHEIRO; HATTORI, 2003) onde os lobos 6pticos sao

distinguidos durante os primeiros dias pés fertilizacido (periodo naupliar).

Por outro lado, o tempo de surgimento destas estruturas é muito mais
prolongado para determinadas espécies, também durante o periodo naupliar.
Esta caracteristica foi observada em A. pallipes (CELADA et al., 1991), C.
destructor SANDEMAN R.; SANDEMAN D., 1991), H. americanus (HELLUY;
BELTZ, 1991) e P. platypus (STEVENS, 2006).

Em estudos feitos com varias espécies de decapodes que apresentam
ovos centrolécitos, a sequéncia de desenvolvimento desde a clivagem até o
inicio da formacao do olho e sua pigmentacio corresponde aproximadamente a
50% do tempo total de incubacdo, conforme observado em A. cribarius
(PINHEIRO; HATTORI, 2002); A. pisonii (GARCIA-GUERRERO;
HENDRICKX, 2004); C. caementarius (YAVAR; DUPRE, 2007); C. destructor
(SANDEMAN R.; SANDEMAN D., 1991); C. quadricarinatus (GARCIA-
GUERRERO et al, 2003); E. canalensis (GARCiA-GUERRERO;
HENDRICKX, 2006b); G. pulchra (GARCIA-GUERRERO; HENDRICKX,
2004); H. americanus (HELLUY; BELTZ, 1991) e P. argentinus (NAZARI et
al., 2000); P. armatus e P. robsonae (GARCiA-GUERRERO; HENDRICKX,
2006a); P. chilensis (GARCfA-GUERRERO; HENDRICKX, 2006b) P. platypus
(STEVENS, 2006) e R. typus (DUPRE et al., 1992). Do mesmo modo, durante o
desenvolvimento embrionario de M. amazonicum o tempo transcorrido entre o
inicio da clivagem do pélo animal e a formacido do complexo ocular e o
aparecimento da pigmentac¢ao também equivale a 50% periodo de incubacéo do

embrido.
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No decorrer do periodo compreendido entre os dias 7° e 14° que
corresponde a 50 — 100% do desenvolvimento ontogénico de M. amazonicum foi
observado um aumento gradual e consideravel da area pigmentada do olho
(Figura 2). Esta caracteristica pode ser relacionada a formacao, diferenciacao,
crescimento e maturagao das estruturas e orgdos constituintes do embrido,
aparecendo diretamente ligada a evolugdo do sistema nervoso e os outros

sistemas organicos.

A pigmentag¢do ocular aparece a partir do periodo pdés naupliar nas
espécies citadas, independentemente do tempo de desenvolvimento (Tabela 2).
As informacoes relatadas neste estudo para M. amazonicum coincidem com o
descrito em outros estudos. Assim, a pigmentacao ocular inicia-se durante o

periodo pds naupliar e termina no momento da eclosdo da larva.

E importante mencionar que o camarao-da-amazonia apresenta um
ativo desenvolvimento do sistema nervoso e musculatura do embrido, a partir
do estagio pdés naupliar. Assim, no periodo compreendido entre DE8 a DE14,
podem-se estabelecer relagoes entre a funcionalidade dos sistemas corporais e
o aumento da complexidade da regido ocular. Isto como conseqiiéncia do

processo de organogénese que manifesta uma maior e intensa atividade.

Também deve-se destacar o surgimento dos movimentos corporais, sob
a forma de espasmos (PINHEIRO, HATTORI, 2002; SIMOES-COSTA et al.,
2005), o que indica o desenvolvimento da musculatura corporal, ligada a
maturacdo do sistema nervoso do embrido. A medida que a musculatura se
define e o sistema nervoso se desenvolve, de modo a atingir uma maior
complexidade, os movimentos corporais tornam-se cada vez mais intensos e
regulares, pode-se inferir entdo uma estreita relacdo entre eles. Estes

movimentos corporais também foram observados em M. amazonicum.

O 1inicio da atividade cardiaca em M. amazonicum é observado
claramente depois da formacdo e diferenciacio do pds nauplio. A
funcionalidade do coracdo esta estreitamente relacionada aos processos de

morfogénese, organogénese e crescimento presentes nesta fase do
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desenvolvimento embrionario. Estas observacoes concordam com o reportado
por Garcia-Guerrero e Hendrickx (2004, 2006a, 2006b, 2009), Garcia-Guerrero
et al. (2003), Helluy e Beltz (1991), Miiller et al. (2003, 2004, 2007), Nazari et
al. (2000), Pinheiro e Hattor1 (2002) Sandeman R. e Sandeman D. (1991) e
Simoes-Costa et al. (2005). Em M. amazonicum, os movimentos do coracio,
inicialmente sdo leves e acompanhados de longas pausas. Posteriormente, com
a maturacdo dos sistemas organicos, apresentam-se intensos e ritmicos.
Segundo as observacées feitas por Simébes-Costa et al. (2005), a evoluciao da
atividade cardiaca é essencialmente igual para M. olfersi. Conseqiientemente
pode-se inferir que existe uma associacdo entre o desenvolvimento dos
sistemas organicos e o ritmo dos batimentos cardiacos. Quanto maior é a
demanda por oxigénio e nutrientes, maior sera a exigéncia da musculatura
cardiaca.

O desenvolvimento do sistema nervoso, a pigmentacdo ocular, os
movimentos da musculatura abdominal, a assimilacao dos granulos de vitelo e
as contracoes cardiacas sdo eventos associados que ocorrem simultaneamente,
e sdo observadas durante as fases mais avancadas da embriogénese de M.
amazonicum, e também em outras espécies do mesmo género e outros
crustaceos decapodes (Tabela 2).

Assim, durante o periodo final do desenvolvimento embrionario de M.
amazonicum, observa-se uma intensa organizagao e maturacgao das estruturas
Internas e externas, principalmente como consequéncia do processo de
organogénese que promove a funcionalidade dos sistemas, preparando o
embrido para a eclosido a qual ocorre na forma larvaria de zoea. Este padrao é
caracteristico dos malacostracos (ANDERSON, 1982), e foi observado nas

diferentes espécies de crustaceos decapodes estudados (Tabela 2).
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7. CONCLUSOES

I. De acordo as condigdes experimentais deste estudo, a wutilizacdo da
metodologia de estagiamento, associada a analise das caracteristicas
morfolégicas, histolégicas e morfométricas, é suficiente para descrever o

desenvolvimento embrionario de M. amazonicum.

II. A embriogénese de M. amazonicum pode ser organizada em estagios de
desenvolvimento, assim no presente estudo sdo descritos oito estagios: Ovo
fertilizado; Clivagem; Blastula - Gastrula; Disco germinativo; Nauplio

embrionizado; Pés-nauplio; Protozoea e Zoea.

II. M. amazonicum mostrou um padrido de desenvolvimento embrionario
semelhante ao observado em crustaceos com ovos centrolécitos, com clivagem
superficial parcial (meroblastica), e apresenta caracteristicas semelhantes as
espécies do mesmo género, porém com tempos de incubacio espécie especifico,

além de considerar a influencia dos fatores enddégenos e exégenos.

IV. Ao longo da embriogénese existe uma relaciao entre o desenvolvimento dos

orgaos internos com as estruturas externas.

V. Os ritmos de desenvolvimento embrionario de M. amazonicum revelam uma

associacao entre as caracteristicas morfolégicas, histolégicas e morfométricas.
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