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RESUMO

Macrobrachium acanthurus € uma espécie de camardo de grande interesse
econdmico encontrada nos estuarios brasileiros, porém ainda néo hé tecnologia para
seu cultivo. A técnica de ablacdo do pedunculo ocular € comumente utilizada na
carcinicultura marinha, mas pouco se sabe sobre seus efeitos em camardes de agua
doce. Desta forma, essa tese tem por finalidade avaliar o efeito da ablag&o unilateral
do pedunculo ocular no desenvolvimento ovariano e reproducdo de M. acanthurus
(Caridea: Palaemonidae), visando aprimorar a tecnologia de criacdo dessa espécie.
Foram realizados diferentes experimentos e a tese foi dividida em trés capitulos. As
fémeas sexualmente maduras foram coletadas no Rio Ribeira de Iguape-SP,
separadas de acordo com o estagio de desenvolvimento gonadal e submetidas a
técnica de ablacdo ocular. No primeiro capitulo foram efetuadas analises
histolégicas e histoquimicas para acompanhar ao longo do tempo o desenvolvimento
dos ovarios de fémeas nos estagios pré e pos-desova. No segundo, foi verificado o
efeito da ablacdo das fémeas no desempenho reprodutivo. E o terceiro reportou,
pela primeira vez, a ocorréncia de anténula heteromérfica em M. acanthurus. Com
as analises histologicas e histoquimicas nao foi possivel detectar diferenca no
desenvolvimento dos odécitos de fémeas abladas e intactas em estagio pré e pos-
desova, indicando que a ablacdo ndo acelerou a maturacdo gonadal desta espécie.
No entanto, o desempenho reprodutivo das fémeas abladas foi inferior ao das
intactas quanto a proporcdo de fémeas com ovos/larvas viaveis, fecundidade,
fertilidade, perda de embrides e tamanho das larvas. Observou-se ainda que a
retirada do peddnculo ocular em fémeas e machos resultou na regeneracdo de
apéndices semelhantes a anténulas no local da incisdo. Os resultados desse
trabalho contribuem com a pesquisa sobre o uso da técnica de ablacdo do
pedunculo ocular em camardes carideos, agregando conhecimento para o

desenvolvimento de futuros pacotes tecnoldgicos de M. acanthurus.

Palavras-chave: Camarao-canela; Complexo 6rgdo-X/glandula do  seio;

Vitelogénese; Fecundidade; Fertilidade; Cativeiro.



ABSTRACT

Macrobrachium acanthurus is a shrimp species of great economic interest
found in brazilian estuaries, however there is no technology for its cultivation yet. The
ocular peduncle ablation technique is commonly used in marine shrimp farming, but
little is known about its effects on freshwater shrimp. Thus, this thesis aims to
evaluate the effect of unilateral ocular peduncle ablation on ovarian development and
reproduction of M. acanthurus (Caridea: Palaemonidae), aiming to improve the
breeding technology of this species. Different experiments were performed and the
thesis was divided into three chapters. Sexually mature females were collected in the
Ribeira de Iguape River-SP, separated according to the stage of gonadal
development and submitted to ocular ablation technique. In the first chapter,
histological and histochemical analyzes were performed to monitor over time the
development of female ovaries in the pre and post spawning stages. In the second, it
was verified the effect of female ablation on reproductive performance. And the third
reported, for the first time, the occurrence of heteromorphic antenula in M.
acanthurus. Histological and histochemical analyzes showed no difference in the
development of intact and ablated females oocytes in pre- and post-spawning
stages, indicating that ablation did not accelerate the gonadal maturation of this
species. However, the reproductive performance of ablated females was lower than
intact females in the proportion of females with viable eggs/larvae, fecundity, fertility,
embryo loss and larval size. It was also observed that the removal of the ocular
peduncle in females and males resulted in the regeneration of antenule-like
appendages at the incision site. The results of this work contribute to the research on
the use of the ocular peduncle ablation technique in caridean shrimps, adding

knowledge for the development of future M. acanthurus technology packages.

Keywords: Cinnamon river prawn; Organ-X/sinus gland complex; Vitelogenesis;

Fecundity; Fertility; Captivity.



INTRODUGAO

Entre todos os grupos de animais ou plantas, nenhum deles apresenta uma
variedade morfologica tdo grande quanto a dos crustidceos existentes (Martin &
Davis, 2001). Dentro do subfilo Crustacea, a ordem Decapoda destaca-se por
apresentar a maior diversidade de espécies (De Grave et al., 2009; De Grave &
Fransen, 2011), contendo organismos muito populares pelo seu interesse
econdmico, como camardes, lagostas e caranguejos (Brusca & Brusca, 2007).

Dentre os crustaceos decépodos, estdo os camardes carideos (Infraordem
Caridea) (Martin & Davis, 2001). Uma das caracteristicas dos camardes carideos,
gue permite seu facil reconhecimento, € a expansdo da pleura do segundo
segmento abdominal recobrindo a pleura do primeiro e terceiro segmentos, sendo
mais larga em fémeas, para a incubacdo dos ovos que ficam aderidos aos
pleépodos até a eclosdo larval (Bauer, 2004). Sado encontrados em todas as
latitudes, desde as regifes tropicais até as polares, em substratos consolidados e
nao consolidados, com representantes em diversos habitats (Bauer, 2004).

A maioria dos camardes carideos sdo marinhos (De Grave et al., 2009),
porém existe um numero relativamente grande de espécies que colonizaram
ambientes de agua doce (New & Singholka, 1982). Entre estas espécies, algumas
apresentam comportamento migratorio do ambiente de agua doce para o marinho,
sendo denominadas de anfidromas (Bauer, 2011; 2013). Nestas espécies, as
fémeas desovam em agua doce e produzem muitos ovos pequenos, o periodo larval
€ longo e as larvas eclodem em uma fase inicial (zoea) e migram da 4gua doce para
a salobra para completar o desenvolvimento, e, apds a metamorfose, 0s juvenis
migram rio acima para se integrarem aos adultos (Bauer, 2011; Oliver et al., 2013;
Novak et al., 2017). Em outras espécies, a transicdo do ambiente marinho para o
dulcicola é completo e todo ciclo de vida ocorre na agua doce, as fémeas produzem
ovos grandes e o0 desenvolvimento larval € abreviado (Bauer & Delahoussaye, 2008;
Bauer, 2011; 2013).

Os camardes carideos de agua doce compreendem aproximadamente 25%
de todos os Caridea descritos, numericamente dominada pelos Atyidae e
Palaemonidae. A familia Palaemonidae possui 0 maior nimeo de espécies dentre 0s

carideos (De Grave & Fransen, 2011) e, de modo geral, no territério brasileiro,



apresentam aspectos populacionais e reprodutivos similares, porém, existem
algumas variacdes entre os géneros (Mantelatto et al., 2016). Contudo, a maioria
das informacfes biologicas € centrada em publicacdes dos representantes dos
géneros Macrobrachium Spence Bate, 1861 e Palaemon Weber, 1795, devido a
diversidade, abundéancia ou interesse comercial (Mantelatto et al., 2016).

Camardes do género Macrobrachium s&o importantes membros dos sistemas
de &gua doce e estuarino (Munansinghe, 2010). Possuem grande diversidade,
apresentando mais de 240 espécies descritas em todo o mundo (De Grave &
Fransen, 2011). Nas Américas, possui 55 espécies reconhecidas, das quais 17
estdo distribuidas no Brasil em bacias do interior, litoral e na Amazonia (Pileggi &
Mantelatto, 2010). Encontram-se associados a vegetacdo marginal submersa, em
plantas aquaticas, sob ou entre rochas, cascalhos, raizes e/ou serrapilheira no leito
dos cursos d’agua (Mantelatto et al., 2016). Esse grupo de animais é conhecido por
possuir o segundo par de pereiopdédos mais desenvolvido do que 0s outros
apéndices toracicos, além de serem quelados (Bauer, 2004). Muitas espécies deste
género apresentam grande importancia econdmica, pois sao utilizadas como
alimento e sédo consideradas boa fonte de proteina animal devido a qualidade da
carne (Reis et al., 2004), além de apresentar boa aceitacdo no mercado consumidor
(Valenti, 1984).

Atualmente o camardo da malasia, Macrobrachium rosenbergii (de Man,
1879), € a principal espécie de camarédo de agua doce cultivada comercialmente no
Brasil e no mundo (FAO, 2020). No ano de 2017, a producdo mundial desta espécie
foi aproximadamente de 263 mil toneladas, movimentando mais de US$ 2 bilhdes
(FAO, 2020). Macrobrachium rosenbergii € uma espécie exotica, que foi introduzida
no Brasil na década de 70 (lketani et al., 2011), embora a expansdo de sua
carcinicultura tenha ocorrido nos anos 90 (Valenti, 1993). Apesar de nao existir
relatos de qualquer dano econdmico ou impacto ambiental relacionado a introducéo
desta espécie, espécies exdticas podem causar efeitos negativos nas comunidades
de organismos aquaticos nativos (Magalhdes et al., 2005). Desta forma, o uso de
uma espécie endémica na carcinicultura de agua doce aumenta a sua
sustentabilidade e a aceitagéo local (Moraes-Valenti & Valenti, 2010), sendo uma
tendéncia mundial (Kutty & Valenti, 2010).

Segundo Bertini & Valenti (2010), na fauna brasileira apenas trés espécies do

género Macrobrachium apresentam interesse econémico e alto potencial de cultivo:
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Macrobrachium acanthurus (Wiegmann, 1836), M. carcinus (Linnaeus, 1758) e M.
amazonicum (Heller, 1862). Macrobrachium acanthurus € um camaréo de agua doce
popularmente conhecido como “camaréo-canela” (Kutty & Valenti, 2010), apresenta
ampla distribuicdo geogréafica em rios, estuarios e pequenas lagoas que desaguam
no Oceano Atlantico (Tamburus et al., 2012). Possui boa tolerancia a salinidade, é
relativamente resistente a doengas e manuseio, e no cultivo atinge um tamanho de
mercado aceitavel dentro de seis meses (Gasca-Leyva et al.,, 1991). Os machos
alcancam um maior comprimento corporal quando comparados as fémeas (Fig. 1),
podendo atingir 158 mm (Albertoni et al., 2002a) e 108 mm (Valenti et al., 1987),

respectivamente.

Figura 1. Vista dorsal de exemplar fémea (A) e macho (B) de Macrobrachium acanthurus.

Barra de escala =1 cm.

A distribuicdo geogréfica de M. acanthurus se estende desde a Carolina do
Norte, nos Estados Unidos, até o Rio Grande do Sul, no Brasil (Anger, 2013; Pileggi
et al., 2014). Sua ocorréncia € comum na bacia do Rio Ribeira de Iguape, sul do
estado de Sao Paulo, onde tem sido fortemente explorado pela pesca artesanal,

tanto para consumo humano quanto para o mercado de iscas vivas na pesca
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esportiva, atividade muito comum na regiao (Bertini & Valenti, 2010). Essa atividade
provoca uma forte redugéo do estoque, comprometendo esse recurso pesqueiro e
afetando seu ciclo reprodutivo (Bertini et al., 2014; Bertini & Baeza, 2014). Neste
sentido, estudos em torno do cultivo de espécies endémicas podem auxiliar tanto
para manter as populag¢des naturais, como para contribuir para a conservacao dos
ecossistemas onde habitam (Garcia-Guerrero et al., 2013). Atualmente ndo ha
progresso no cultivo de M. acanthurus, havendo necessidade do desenvolvimento
de tecnologias para a melhoria da sua capacidade reprodutiva em cativeiro.

O ciclo reprodutivo do camardo-canela no sul do estado de Sao Paulo
acontece ao longo do ano todo, embora apresente maior atividade reprodutiva
durante o verdo (Valenti et al., 1986; Bertini et al., 2014). A desova €
obrigatoriamente precedida por uma muda pré-nupcial, assim como todos os
camardes carideos (Bauer, 2004). Nas fémeas desse camardo, o amadurecimento
ovariano é total, apresentando quatro estagios de desenvolvimento gonadal durante
0 seu ciclo reprodutivo (Carvalho & Pereira, 1981). Além disso, o desenvolvimento
entre 0S ovarios e 0s ovos € sincronico, ou seja, fémeas que incubam os embrides
em estagio inicial apresentam os ovarios esgotados, enquanto que fémeas com
embrides prontos para eclodir apresentam ovarios maduros, preparados para liberar
novos odcitos, indicando uma producao continua e sucessiva de ovos (Tamburus et
al., 2012). Macrobrachium acanthurus possui uma estratégia reprodutiva em que as
fémeas carregam um grande numero de ovos relativamente pequenos (Albertoni et
al., 2002b; Bertini & Baeza, 2014), caracteristica comum das espécies anfidromas,
gue requerem um ambiente estuarino para completar seu ciclo reprodutivo.

O conhecimento da reproducédo de organismos aquaticos proporciona meios
necessarios a sua preservacao e sobrevivéncia, permitindo o desenvolvimento de
tecnologias de cultivo (Gastela et al., 2011). A reproducdo e muda em crustaceos é
regulada por varios neuro-horménios que sao sintetizados e liberados a partir do
complexo 6rgdo X-glandula do seio, localizado no pedunculo ocular dos decapodes
(Pervaiz et al., 2011), sendo que o pedunculo de M. acanthurus segue o padrao
tipico encontrado na maioria dos decapodes (Corréa et al., 1996).

Dentre os horménios liberados pelo complexo 6rgao X-glandula do seio estéao
0 horménio inibidor de muda (HIM) e o inibidor do desenvolvimento
gonadal/vitelogénese (HIG). O primeiro, afeta a sintese do ecdisteréide e

desempenha um papel importante na muda e no crescimento, o segundo tem efeito
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na maturacdo ovariana e reproducdo (Li et al., 2017). Além desses, ha outros
hormdnios relacionados a reproducéo, o estimulador de gébnadas (HEG), encontrado
no cérebro e nos ganglios toracicos e o horménio de muda (HM) produzido pelo
orgdo-Y (Adiyodi & Adiyodi, 1970), localizado na borda entre as camaras preé-
branquial e branquial (Lachaise et al., 1993). Quando os niveis de HIM e HEG na
hemolinfa sdo baixos e os niveis de HIG e do HM séo altos, a muda é induzida, logo,
baixos indices de HIG iniciam os processos vitelogénicos (Brown et al., 2010).

O desenvolvimento dos ovarios em crustdceos decdpodes ocorre
rapidamente durante a vitelogénese, que é caracterizada pelo surgimento de
vitelogenina na hemolinfa (Okumura, 2007). A vitelogenina é a precursora da
principal proteina do vitelo (Okumura & Aida, 2000), sendo este fonte de nutrientes
para o desenvolvimento dos embrides (Tsukimura, 2001). A sintese de vitelo nos
crustaceos pode ocorrer atraves da vitelogénese enddgena, em que as proteinas do
vitelo sdo sintetizadas dentro do citoplasma do ovdcito; e/ou pela vitelogénese
exdgena, em que a maior parte das proteinas do vitelo € produzida fora do ovario e
incorporada posteriormente (Jaglarz et al., 2014). Sendo assim, para muitas
espécies de decapoddes a sintese de vitelo ocorre por meio desses dois processos
(Meeratana & Sobhon, 2007; Braga et al., 2016; Mollemberg et al., 2017; Souza et
al., 2017).

A o0o0génese em decapodes € um processo interativo entre células
germinativas e células somaticas acessorias, que consiste em trés fases sucessivas:
pré-vitelogénese, vitelogénese e maturacdo (Okumura & Aida, 2000; Mossolin &
Bueno, 2002; Meeratana & Sobhon, 2007; Zara et al., 2013). Com a vitelogénese,
sdo observadas mudancas de tamanho e cor dos ovarios, que sao
macroscopicamente visiveis através da carapaca transparente de M. acanthurus
(Carvalho & Pereira, 1981). Estas alteracdes sdo devidas a deposicéo de vitelo nos
odcitos, que resultam em um rapido aumento de seus diametros (Tsukimura, 2001),
e em mudancas de cor, devido aos componentes carotendides provenientes da dieta
(Arculeo et al., 1995).

Em cativeiro, os camardes do género Macrobrachium normalmente maturam
as gbnadas e se reproduzem naturalmente sem a necessidade de qualquer
manipulacdo especial das condigbes ambientais ou uso de ablacdo ocular (New et
al., 2010). A ablagdo ocular pode ser usada para atingir picos previsiveis de

maturacdo e aumentar a frequéncia de desovas, mesmo em espécies que maturam
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naturalmente em cativeiro (Primavera, 1985). Esse controle do ciclo reprodutivo e
previsibilidade na producdo de larvas facilita a organizacdo dos calendéarios de
criagdo (Lumare, 1979; Primavera, 1985), sendo assim, essa técnica é
frequentemente utilizada no cultivo de peneideos (Benzie, 1998; Kuo et al., 2009).

A técnica de ablagdo do peddnculo ocular remove o complexo 6rgdo X-
glandula do seio, afetando diretamente o sistema enddcrino, impedindo a sintese e
armazenamento do hormonio inibidor do desenvolvimento gonadal/vitelogénese
(HIG), consequentemente, reduzindo o controle inibitério sobre a reproducéo
(Pervaiz et al., 2011). Desta maneira, desencadeia a sintese da vitelogenina, que,
por sua vez, resulta em atividade ovariana intensiva (Nazari et al., 2007). Por esse
motivo, a ablacéo ocular € frequentemente usada para acelerar o desenvolvimento e
maturacdo ovariana em crustaceos de interesse econdmico (Guan et al., 2017),
sendo sua realizacao rapida, relativamente simples e de baixo custo (Ferriol et al.,
2018).

Apesar da técnica de ablacdo ocular possuir muitas vantagens, ela esta
associada a altas mortalidades e pode diminuir a qualidade dos reprodutores e da
prole (Uddin & Rahman, 2015; Magafa-Gallegos, 2018). Altos desempenhos
reprodutivos e da qualidade da prole estdo relacionados as maiores taxas de
fecundidade, fertilizacdo e eclosdo que sdo os principais objetivos de uma instalacao
de maturacdo de reprodutores e correspondem a uma maior producdo de larvas
(Racotta et al., 2003). Por isso, ha a necessidade de avaliar o efeito da ablacdo nao
s6 na maturacao ovariana, mas também na capacidade reprodutiva das fémeas.

O conhecimento da fecundidade das espécies é importante para avaliar seu
potencial para o cultivo em escala comercial, assim como estimar sua capacidade
reprodutiva (Valenti et al., 1989). Tal informacdo é essencial para manutencdo do
estoque de reprodutores na realizacao de larviculturas em escala comercial (Jee &
Kok, 1991). Porém, nem todos os ovos incubados pela fémea séo viaveis, ou seja, o
numero de larvas eclodidas pode ser inferior ao nimero de ovos produzidos, desta
forma, é importante avaliar também o numero de larvas produzido pela fémea
(fertilidade) (Lobé&o et al., 1986).

Devido ao alto interesse econémico que M. acanthurus possui, varios estudos
foram efetuados com este camaréo, relacionados, principalmente, com a biologia
populacional e reprodutiva (Paiva & Costa, 1962; Carvalho et al., 1979; Carvalho &
Pereira, 1981, Valenti, 1984; Valenti et al., 1986 e 1989; Miiller et al., 1992 e 1999;
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Roman-Contreras & Campos-Lince, 1993; Albertoni et al., 2002b; Tamburus et al.,
2012; Bertini & Baeza, 2014; Bertini et al., 2014), desenvolvimento embrionario
(Muller et al., 2007; Fukuda et al., 2017) e desenvolvimento larval (Choudhury, 1970;
Quadros, et al., 2014; Rocha et al., 2017). Além desses, outros trabalhos abordaram
0 estudo de tecnologias e parametros adequados para auxiliar na propagacéo dessa
espécie em cativeiro (Choudhury, 1971; Ismael & Moreira, 1997; Costa et al., 2016 e
2017; Rodrigues et al., 2017; Rodrigues et al., 2018). Entretanto, somente Cunha &
Oshiro (2010) avaliaram o uso da técnica de ablacéo unilateral na reproducdo dessa
espécie, porém ndo realizaram avaliacdes histolégicas e histoquimicas da sua
maturacdo gonadal e, também, ndo fizeram andlises de fecundidade e tamanho de
ovos e larvas.

Pelo exposto, fica evidente a necessidade de estudos mais aprofundados
envolvendo a maturagao oocitaria e reproducdo de M. acanthurus em cativeiro, que
levem em consideracdo aspectos histologicos, histoquimicos e parametros de
capacidade reprodutiva. Além disso, a investigacdo das possiveis alteracdes nesses
parametros em funcéo da ablacdo peduncular pode auxiliar no entendimento de seu
ciclo reprodutivo, a fim de contribuir com o desenvolvimento do pacote tecnolégico
para esta espécie. Desta maneira, 0 objetivo dessa tese é verificar se a ablacéo
unilateral do pedunculo ocular pode influenciar na vitelogénese, acelerando o
desenvolvimento dos od0citos e maturacdo ovariana de M. acanthurus, causando
alteracoes na fecundidade e na fertilidade de fémeas e, consequentemente,
podendo auxiliar na sua reproducdo em cativeiro. Além disso, observar se a
regeneracao do pedunculo ocular das fémeas abladas ocorre de maneira normal ou
provoca o aparecimento de qualquer outro apéndice anémalo.

Os resultados desta investigacao foram divididos em trés capitulos:

Capitulo I - “The impact of eyestalk ablation on ovarian development in cinnamon
river prawn Macrobrachium acanthurus.”

Neste capitulo foram efetuadas andlises histolégicas e histoquimicas a fim de
acompanhar ao longo do tempo o desenvolvimento das células germinativas dos

ovarios de fémeas abladas e ndo abladas (intactas) nos estagios pré e pos-desova.

! Capitulo I: J& se encontra em inglés, pois sera enviado para revista cientifica logo apés as
corre¢des sugeridas pela banca examinadora.



Capitulo 1l - “Desempenho reprodutivo em fémeas de Macrobrachium acanthurus
(Crustacea, Palaemonidae) submetidas a ablacdo unilateral do pedunculo ocular.”
Este capitulo teve o objetivo de avaliar o efetivo desempenho reprodutivo das
fémeas por meio da andlise do numero e volume dos ovos, periodo de
desenvolvimento embrionario e niumero e tamanho das larvas de fémeas abladas e

intactas apos a reproducdo em cativeiro.

Capitulo 1l - “First reported occurrence of a heteromorph antennule in the freshwater
prawn Macrobrachium acanthurus (Wiegmann, 1836) (Decapoda, Caridea).”

Este capitulo ja se encontra publicado na revista Crustaceana (vol. 92 (4):
505-511, 2019) e abordou a ocorréncia de diferentes tipos de anténulas
heteromdrficas apOs a realizacdo da técnica de ablacdo do pedunculo ocular em
machos e fémeas desta espécie. O resultado desse artigo, diferente dos outros, a
principio ndo foi obtido realizando um experimento especifico com essa finalidade.
Assim, durante a realizacdo dos experimentos do capitulo 2, foram observadas
diariamente as possiveis modificacdes desta regido. Apds detectada a primeira
ocorréncia de antenula heteromorfica, foi realizado um ensaio especifico para a sua

confirmacao.
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