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Consideracoes inicidis

Caracterizacdo da tamila Otyidae De Haan, 1849

A ordem Decapoda compreende um grupo bastante diversificado de crustaceos, cujos
representantes apresentam diversas adaptacdes a habitos de vida bem variados (Chacur &
Negreiros-Fransozo, 1998). A subordem Caridea € composta de aproximadamente 389
géneros, 3438 especies e em um nivel mais inclusivo, Caridea sdo dominados por
Palaemonidae Rafinesque, 1815 (981 espécies), seguidos por Alpheidae Rafinesque,
1815 (663), Atyidae De Haan, 1849 (469), Hippolytidae Spence Bate, 1888 (338) e

Crangonidae Haworth, 1825 (219) (De Grave & Fransen, 2011).

Dentre os Caridea, as familias Atyidae e Palaemonidae incluem o maior nimero de
espécies de camardes de agua doce (De Grave et al., 2008; De Grave & Fransen, 2011).
Por outro lado, a familia Atyidae compreende espécies, principalmente, de dgua doce e

estuarina, com 44 géneros distribuidos no mundo todo (De Grave & Fransen, 2011).

Os camar6es de agua doce da familia Atyidae encontram-se distribuidos em rios e
riachos litoraneos da regido Neotropical, sob vegetacdo marginal submersa ou escondidos
embaixo de rochas ou cascalho (Chace & Hobbs, 1969; Ramos-Porto & Palacios, 1981;
Lima et al., 2006; Torati, 2009); além de locais com correnteza (Chace & Hobbs, 1969;
Ramos-Porto & Palacios, 1981). A ocorréncia dos atiideos apenas em regides litoraneas

deve-se a dependéncia de agua salobra para o desenvolvimento das larvas (Molina, 1987).

O género Potimirim (Holthuis, 1954) ocorre em rios e riachos litoraneos do México,
América do Sul e América Central (Torati & Mantelatto, 2012); o qual é composto por
cinco espécies descritas: P. americana Guérin-Méneville, 1855; P. mexicana De
Saussure, 1857; P. glabra (Kingsley, 1878); P. potimirim (Muller, 1881) e P. brasiliana

Villalobos, 1959. Além dessas, uma nova espécie (Potimirim sp.1), originaria de Porto
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Rico, foi revelada com base em dados moleculares (Torati & Mantelatto, 2012), a qual
estd evolutivamente relacionada com P. potimirim e P. mexicana. Entre as espécies

validas, P. brasiliana e P. potimirim sdo as nativas dos rios costeiros no Brasil.

Estruturacdo Sistemdtica do Género Fotiminm (Holthus, 1954)

Este taxon gerou muitas davidas e posicdes controversas em sua taxonomia ao
longo do tempo. O género Potimirim foi proposto por Holthuis em 1954, com intuito de
criar um novo género para separar espéecies de Ortmannia Rathbun, 1901, as quais eram
diferentes de Atya Leach, 1816 (Torati, 2009). Contudo, Hart prop6s o género Jonga Hart,
1961 para a espécie Potimirim serrei Bouvier, 1909, pois este possui uma fileira de
pequenos espinhos na margem supra-orbital do rostro, os quais Sd0 ausentes em

Potimirim, de acordo com Torati (2009).

Exemplares de atiideos provenientes das imediacBes de Veracruz, no México,
receberam a denominagdo Caridina mexicana, conferida por Saussure (1858). Vinte anos
depois, Kingsley (1878) descreve uma nova espécie, Atyoida glabra, ao procurar
classificar atyideos das localidades de Polvon e Corcueva, costa ocidental da Nicaragua.
Muiller (1881), por sua vez, elaborou a descricdo de Atyoida potimirim (Mller, 1881), a
partir de camarBes obtidos no Rio Itajai, Santa Catarina, Brasil. Alguns anos depois,
Muiller (1892) publicou também, um estudo sobre aspectos e a biologia de A. potimirim

(atualmente, Potimirim potimirim).

Holthuis (1954) desenvolveu um estudo critico sobre a validade taxonémica dos
géneros Atyoida Randall, 1839 e Ortmannia Rathbun (1901), comprovando sua
impropriedade a partir do fato que Ortmannia henshawi e O. alluandii se tratavam de
meras sinonimias de Atya bisulcata e A. serrata, respectivamente, sendo a primeira delas
apontada como espécie tipica do género Atyoida por Rathbun (1901). Tais consideracdes

preconizaram, entdo, o uso da denominacdo genérica Atya Leach, 1816, em detrimento
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de suas comprovadas sinonimias Atyoida e Ortmannia. Holthuis (1954) propos a inclusédo
das espécies americanas constituintes, até entdo, do género Ortmannia (O. mexicana e O.
americana) em um novo género denominado Potimirim, designando como espécie tipo
Caridina mexicana Saussure, 1954 (= Potimirim mexicana) e estabelecendo a validade

de Potimirim glabra (Kingsley, 1954).

Villalobos (1959) adotou a denominacdo Potimirim proposta por Holthuis (1954)
e elaborou uma reviséo critica dos caracteres até entdo utilizados na identificacdo das
espécies conhecidas (P. mexicana, P. potimirim e P. glabra), descrevendo uma nova
espécie, P. brasiliana. Smalley (1963) transferiu Caridina americana para 0 género
Potimirim e sugeriu ser P. brasiliana sinonimia de P. glabra, sendo corroborado, anos
mais tarde, por estudos de Chace & Hobbs Jr. (1969). Posteriormente, Manning & Hobbs
Jr. (1977) reconheceram a validade da espécie proposta por Villalobos (1959),
relacionando-a como constituinte da fauna de decapodes dulcicolas da América do Sul.
Holthuis (1986) afirmou a proposta como justificAvel, porém seria necessario melhor
analise do material para corroborar esta hipdtese. Villalobos (1982) sugeriu que a
controvérsia criada por Smalley (1963) poderia ser esclarecida por meio de uma
cuidadosa analise da variacdo das formas e proporc¢des do apéndice sexual masculino em
populacbes representativas das espécies. Em seus resultados iniciais, analisando
espécimes de P. brasiliana provenientes de Sdo Sebastido e Mangaratiba,
comparativamente com aqueles por ele coletados na costa do Pacifico, em El Salvador,
Villalobos (1982) teve reforcada sua convic¢do de que eram populacbes de espécies

distintas.

Molina (1987) realizou um amplo estudo de populacdes de P. brasiliana da regido
de Ubatuba (S&o Paulo), abordando aspectos de sua biologia populacional, reprodutiva,
bem como desenvolvendo experimentos envolvendo cultivo e desenvolvimento larval,

descrevendo cada um dos estagios deste longo desenvolvimento (11 estagios de zoea e
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um de pods-larva) comparando-os com e, por fim, ndo obteve informagdes que
permitissem um melhor e mais consistente posicionamento, quanto ao problema

taxonémico em questao.

Toratti & Matelatto (2012) confirmaram a ocorréncia de P. glabra apenas no
Pacifico e Caribe a partir de estudo molecular, sugestdo anteriormente dada por Holthuis
(1986). Dessa maneira, reafirmou-se o que foi descrito por Villalobos (1959), o qual
estabelecia a ocorréncia de P. brasiliana e P. potimirim em rios costeiros no Brasil e P.

glabra sendo encontrada na regido do Pacifico (Ameéricas Central e Norte).

Conhecimerto prévio sobre a biologia e importdncia de. £ polimiim

O camarao carideo P. potimirim, “camardo mitdo”, comumente conhecido no
Brasil, é geralmente encontrado associado a vegetacao subaquéatica marginal, entre raizes
de plantas aquéticas ou escondido embaixo de rochas submersas (Barros & Fontoura,
1996; Lima et al., 2006). Esta espécie pode viver em aguas com temperatura atingindo
até 30 °C (Coelho & Ramos-Porto 1985), porém, podendo habitar riachos litoraneos
paulistas com cerca de 17° C (Hoffmann, 2007). P. potimirim, ocorre atualmente, nos
Estados brasileiros do Rio Grande do Norte, Pernambuco, Alagoas, Bahia, Espirito Santo,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand e Santa Catarina (Muller 1881; Ortmann, 1897;
Moreira, 1901; Barros & Braun, 1997; Paim et al., 1997; Anger & Moreira, 1998;
Teixeira & Sa, 1998; Lima & Oshiro, 1999; Dos Santos & Coelho, 2001; Lima & Oshiro,
2002; Rocha & Bueno, 2004; Lima et al., 2006; Almeida et al., 2008; Sampaio et al.,
2009; Boos et al., 2012; Torati & Mantelatto, 2012; Paschoal et al., 2013; Moraes et al.,

2017).

P. potimirim é um componente importante no funcionamento dos ecossistemas de
agua doce onde vivem, considerando que desempenham um papel fundamental no

transporte e na retencdo de detritos, na ciclagem de nutrientes (Covich et al., 1999; Crowl
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et al., 2001) e na promocao da re-suspensao de sedimentos (Moulton et al., 2004). Além
disso, esta espécie limpa substratos duros, exercendo uma influéncia negativa em
perifiton (Souza & Moulton, 2005). Tais atividades estdo, provavelmente, associadas ao
habito alimentar e a posse de estruturas morfoldgicas adaptadas a coleta de detritos

organicos, principalmente, da agua e do substrato (Bauer, 2004).

Os estudos publicados na ultima decada tém sido fundamentais para o
esclarecimento de aspectos importantes sobre o género Potimirim. Entre os quais,
destacam-se o0s seguintes: Lima et al. (2006) sobre a biologia populacional de duas
espécies, P. brasiliana (publicada como P. glabra) e P. potimirim; Hoffmann &
Negreiros-Fransozo (2010) sobre o periodo reprodutivo e fecundidade de Potimirim
brasiliana (como P. glabra); Torati & Mantelatto (2012) sobre a filogenia molecular do
género; Rocha et al. (2013) sobre os aspectos reprodutivos e populacionais de P.
brasiliana no litoral paulista; Grilli et al. (2014) sobre o sistema sexual do género; Moraes
et al. (2017) como o primeiro registro de P. potimirim para o Nordeste do Brasil e
Machado et al. (2020) sobre a maturidade sexual morfoldgica e crescimento relativo de

P. brasiliana provenientes do litoral sudeste brasileiro.

Neste sentido, pouco se conhece sobre as espécies de camardes carideos que ocorrem
em &guas brasileiras e que representam baixo ou nenhum valor econémico a sociedade.
Sejam elas adaptadas ao ambiente de agua doce, aos estuarios ou ao mar. Contudo, tais
especies sdo fundamentais para o equilibrio e dindmica dos ecossistemas aquaticos em
que ocorrem. Além de sua diversidade e importancia ecolégica como componentes da
macrofauna bentbnica de rios e riachos, alguns camardes de aguas continentais tém
despertado interesse econdmico na carcinicultura, por possuirem potencial para cultivo e

comercializacdo (Sampaio et al., 2009).

0 hermatroditismo no género Fotimiim
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Os camardes carideos possuem varios tipos de sistemas sexuais (sexos separados
- didicos, hermafroditismo protandrico sequenciais ou simultaneos, totalizando cinco
tipos distintos). Entretanto, embora a maioria das espéecies conhecidas seja gonocdrica
(tém sexos separados), ndo é incomum encontrar espécies, nas gquais ocorre mudanca de

sexo (Bauer, 2006).

Protandria é o processo em que os individuos do sexo masculino trocam de sexo
e, amedida que o corpo aumenta de tamanho, as caracteristicas masculinas sdo suprimidas
e as caracteristicas femininas desenvolvem-se. Portanto, até o final da transformacéo, eles
sdo capazes de se reproduzir apenas como fémeas (Bauer, 2000, 2006). A protandria
ocorre, normalmente, quando o sucesso reprodutivo masculino ndo é dependente do
tamanho, como quando os machos ndo protegem as fémeas ou tentam forcar a cépula
(Bauer, 2006). Posteriormente, a fase feminina & muito mais longa que a fase masculina.
Segundo Bauer (2000, 2001) e Baeza (2018), ha cinco tipos de sistemas protandricos
descritos na literatura, ou seja, a protandria simples ou sequencial, em que a populagéo é
composta por machos juvenis pequenos e fémeas grandes, com alguma sobreposi¢édo
entre os tamanhos devido a presenca de algumas fémeas pequenas e machos grandes.
Neste momento de transicdo de inversdo sexual, a observacdo de caracteristicas
masculinas e femininas no mesmo individuo é comum. O segundo tipo é chamado
protandria com fémeas primarias, no qual, a populacdo é composta por juvenis,
individuos que trocam para o sexo masculino e algumas fémeas que sao iguais as fémeas
gonocodricas e, portanto, elas ndo passam pela fase inicial masculina. No terceiro tipo de
protandria, algumas fémeas passam por uma fase masculina ndo funcional. Essas fémeas
sdo chamadas de fémeas precoces. O quarto tipo de protandria caracteriza-se pela
presenca de machos, que nunca se tornam fémea e individuos protandricos, que se
desenvolvem primeiro como machos, e depois, mudam para fémeas da populacéo. E por

fim, o hermafroditismo protandrico simultdneo, em que 0s juvenis se desenvolvem
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primeiro machos e, a medida que crescem, os individuos mudam para um fendétipo
feminino, exceto que a por¢do posterior da génada permanece masculina (testiculos,
dutos masculinos) e gonoporos masculinos permanecem retidos. Apds a transformacao,

o individuo é capaz de se reproduzir tanto como macho, como fémea.

Estudos sobre a reversdo de sexo em camardes carideos foram realizados por
Bauer (1986, 2000, 2001, 2002, 2004), Bauer & Holt (1998), Bauer & Newman (2004),
Baeza et al. (2008) Alonso-Reyes et al. (2010) e Baeza (2018). Alguns desses estudos
indicaram que as espécies descritas como hermafroditas protandricas, sdo reconhecidas
atualmente como hermafroditas simultaneas (Bauer 2000; Bauer & Newman, 2004). Na
maioria dos estudos, a reversdo sexual se baseou-se no crescimento relativo do apéndice
masculino e na estrutura populacional (tamanho e distribuigdo sexual) e estudos
histolégicos do sistema reprodutor foram realizados em algumas investigacdes
(Reverberi, 1950; Hoffman, 1972; Noél, 1976; Sukumaran, 1982; Cobos et al., 2005;

Braga et al., 2009; Braga et al., 2016; Baeza, 2018).

Segundo Alonso-Reyes et al. (2010), Potimirim mexicana apresenta um padrédo
de tamanho em relacgdo ao sexo (distribuigéo frequéncia-tamanho), que sugere que se trata
de uma espécie que passa de indiferenciada para macho e, finalmente, para fémea
(hermafroditismo sequencial ou protandrico). Na auséncia de uma grande sobreposicao
nos tamanhos dos trés estagios apresentados (indiferenciados, masculino e feminino), ndo
h& outra explicacao que os autores possam considerar para obter esse padréo, sendo aquele
em questdo de um hermafroditismo protandrico. No entanto, sem a evidéncia de reverséo
de sexo para as caracteristicas externas com aumento no tamanho dos machos nem,
principalmente, reducdo do testiculo e desaparecimento do vaso deferente par, para
posterior desenvolvimento do ovério e o par de ovidutos, tal padrdo ndo pode ser

confirmado.



M. C. Machado, 2020

Recentemente, Grilli et al. (2014) testaram a hipdtese de que existiria padréo
comum de sistema sexual compartilhado para o género Potimirim e que ambas as espécies
relatadas para o Brasil (P. brasiliana e P. potimirim) seriam hermafroditas protandricas
sequenciais. Essas espécies foram analisadas quanto ao sexo, morfologia externa e
natureza das gonadas. Contudo, 0s autores concluiram, com base na auséncia de qualquer
caracteristica interna ou histolégica que possa ser interpretada como evidéncia de
mudanca de sexo, que tais espécies sao gonocoricas. Embora, os autores mencionem a
realizacdo de andlises relacionadas a natureza das gbnadas, nenhuma imagem €
apresentada no referido estudo. Até o presente, nenhum estudo do ponto de vista
histoldgico foi encontrado para comprovar a presenca do sistema reprodutor separado, ou

seja, a existéncia de gonocorismo em camardes do género Potimirim.

Neste sentido, uma investigacdo mais aprofundada sobre o comportamento de
acasalamento e histologia do sistema reprodutor, com o propésito de determinar o padréo
sexual, seriam a base para o esclarecimento desta controvérsia proposta ha anos, na

literatura.
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Descricdo do comportamento de acasalamento
do camardio carideo Fotimiim polimiim
(Moller, 1881), em laboratorio
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Kesumo

Camardes da infraordem Caridea (Crustacea, Decapoda) constituem um componente
importante da macrofauna de diversos ambientes aquaticos. O conhecimento sobre o
comportamento reprodutivo de espécies de Caridea, ecologicamente importantes, vem
ganhando espaco, em particular, entre autores brasileiros. Baseado na hipGtese que
camardes do género Potimirim possam ser hermafroditas, analisamos o comportamento
reprodutivo do camardo carideo Potimirim potimirim (Mller, 1881), em laboratério. Esta
espécie vive agregada e movimenta-se bastante no ambiente em busca de alimento, em
especial. Deste modo, os experimentos foram acompanhados, em laboratério, quanto aos
ciclos reprodutivos utilizando-se uma cAmera de video, totalizando 10 réplicas (nenhum
camardo foi re-utilizado nos experimentos). Fémeas ovigeras foram mantidas num
mesmo aquario com fémeas adultas que recém haviam liberado larvas para a verificacdo
de ocorréncia de acasalamento. Neste caso, testando-se a hipdtese de hermafroditismo
simultaneo. O comportamento reprodutivo apresentou-se conforme trés etapas, como
seguem: interacdo, posicionamento lateral e cdpula (obs. ndo seguindo tal ordem e nem
algum padrdo). Verificou-se que machos realizaram guarda pré-copula, entretanto a
guarda p6s-copula ndo foi registrada. Fémeas copularam com mais de um macho. Desse
modo, viver agregado pode ser uma tatica vantajosa para essa espécie. Tais resultados
favorecem a hipotese pelo qual a falta de corte pelo macho, guarda pés-copula e pela alta
taxa de individuos agregados, as copulas ocorrem em encontros por acaso, reforcando a
“pure searching”, sendo uma tatica evolutiva de muitas espécies de camardes pequenos.
A controvérsia existente na literatura, que classifica Potimirim mexicana De Saussure,
1857 e, possivelmente o género, como hermafrodita ndo foi evidenciada para P.

potimirim, a qual se trata de uma espécie gonocorica.

Palavras-chave: caridea, copula, gonocorismo, protandria e d&gua doce.
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Introducdio

Estudos sobre a reproducdo dos camarfes carideos sdo fundamentais para a
compreensdo dos ciclos de vida de tais crustaceos decapodes, de modo que generalizagdes
sobre o referido processo morfo-fisioldgico devem ser obtidas, facilitando seu
entendimento. Adicionalmente, tal conhecimento pode viabilizar a proposi¢do de
hipoteses a respeito de possiveis padrdes reprodutivos existentes entre espécies proximas
filogeneticamente, que vivem em ambientes distintos e/ou espécies que ndo possuem uma
historia de descendéncia comum, mas que vivem em ambientes semelhantes (Bauer,
1992). A descricdo morfologica do sistema reprodutor, mecanismos de inseminacao,
transferéncia espermaética, processo de exteriorizagdo da massa de ovos, incubacdo de
embrides, caracterizacdo macro e microscopica dos sistemas sexuais de espécies de
Caridea, constitui a base para o entendimento sobre os caminhos evolutivos, pelos quais

ocorreu a distribuicdo dos atributos reprodutivos nas espécies deste taxon (Bauer, 2004).

Dentre os aspectos relacionados a reproducdo dos crustaceos decadpodes, o
comportamento sexual e os sistemas de acasalamento tém recebido bastante atencao por
parte dos pesquisadores, durante as Gltimas décadas (Knowlton, 1980; Nakashima, 1987;
Bauer, 1996; Correa & Thiel, 2003; Thiel & Correa, 2004; Gregati et al., 2014). A
compreensdo, com detalhes, de quais tipos de comportamento reprodutivo que 0s
espécimes de uma espécie exercem, antes e ap0s a copula, torna possivel estabelecer
relacOes sobre as causas e consequéncias evolutivas do comportamento de copula (Correa

& Thiel, 2003).

Com relacéo as espécies de carideos, que ocorrem em territdrio brasileiro, ha uma
relativa escassez de informacdo quanto as caracteristicas comportamentais reprodutivas

das mesmas. Contudo, as investigacfes comportamentais sobre os carideos foram
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realizadas anteriormente por autores da Ameérica Latina. Entre elas, destacam-se as
seguintes: analise do comportamento de acasalamento e o sucesso na fertilizacdo de trés
estagios de desenvolvimento de machos do camardo Rhynchocinetes typus H. Milne
Edwards, 1837 e, também, a hierarquia de dominéncia e taticas de acasalamento por
morfotipos de machos (Correa et al., 2000; 2003); comportamento de acasalamento de
fémeas de R. typus, indicando a poliandria por conveniéncia e escolha criptica da fémea
(Thiel & Hinojosa, 2003); sucessdo rapida da fémea de R. typus até uma hierarquia de
dominéncia pelo macho (Thiel & Correa, 2004); os morfotipos masculinos de
Rhynchocinetes brucei Okuno, 1994 e seu comportamento de acasalamento (Thiel et al.,
2010). Entre os estudos mais recentes, destacam-se o tipo de sistema sexual em Hippolyte
obliguimanus (Dana, 1852) por Terossi et al. (2008); aspectos da reproducdo de
Exhippolysmata oplophoroides (Holthuis, 1948) por Braga et al. (2009); periodo
reprodutivo, a fecundidade e fatores ambientais determinantes do ciclo reprodutivo de
Palaemon northropi (Rankin, 1898) e Palaemon pandaliformis (Stimpson, 1871),

respectivamente por Pralon & Negreiros-Fransozo (2006) e Mortari et al. (2009).

Barki & Karplus (1999) analisaram o comportamento de acasalamento e o ensaio
comportamental para a receptividade das fémeas no lagostim Cherax quadricarinatus
(von Martens, 1868). Tais autores descreveram que o comportamento é de acasalamento,
mas a acdo de aproximacao e juncdo do entre 0 macho e a fémea é denominada cépula.
Portanto, no presente estudo, utilizaremos a mesma terminologia na descricdo do

comportamento de acasalamento de P. potimirim.

Este estudo visa uma andlise detalhada do comportamento de acasalamento do
camardo miudo P. potimirim, ainda ndo estudado quanto a este aspecto, em laboratorio.

Neste sentido, a partir do que esta registrado na literatura sobre Potimirim, pretendemos
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comprovar a auséncia do hermafroditismo por meio de analises experimentais para a

espécie foco do estudo.

Material e Melodos

Oblencdo e manutencdo dos camaroes, em laboratorio

Os camardes foram coletados no Rio Ribeira de Iguape, municipio de Iguape,
(24°41°11” S; 47°33°47” W) localizado na regido sul do Estado de S3o Paulo. Cada
amostragem teve a duracdo de 40 minutos, nos quais, as coletas foram determinadas
acompanhando a curva do rio em locais que havia vegetacdo marginal. Dois coletores
percorreram a extensdo de cerca de 5 metros ao longo das margens do rio, passando
peneiras (80 cm x 80 cm x 4 mm abertura) junto a vegetacdo marginal. Apds as
amostragens, os espécimes foram transportados, vivos em caixas térmicas, para 0
LABCRUST (Laboratério de Biologia e Cultivo de Crustaceos, UNESP Campus de
Registro, SP, Brasil), no qual foram mantidos em caixas térmicas contendo agua do local
de coleta, com aeracdo constante, até serem transportados para 0 NEBECC (Nucleo de
Estudos de Biologia, Ecologia e Cultivo de Crustaceos, UNESP Campus de Botucatu,

UNESP, Botucatu, SP, Brasil).

Posteriormente, os camardes foram separados por sexo, nos quais, a espécie
apresenta dimorfismo sexual. Portanto, para identificar fémeas observou-se a olho nu o
preenchimento da gdnada ultrapassando o cefalotorax, a coloragédo (verde a verde escuro)
e pela alta taxa de pigmentacdo, ausente em machos. Para machos, além de apresentarem
tamanho inferior as fémeas, pouca pigmentacdo, gonada translucidas, o intestino
formando uma linha continua do dorso abdominal até sua porcao final bem evidente,

tornando facil a separagéo preliminar por sexo (Figuras 1 A-D).
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Entretanto, para realizacdo dos experimentos, 0os machos que foram separados
com base na identificacdo descrita anteriormente, foram analisados macroscopicamente
para confirmacao do apéndice masculino robusto, localizado no segundo par de pledpodo,
(analises a olho nu obtivem 98% de veracidade) e posteriormente, os camardes foram
acondicionados em aquérios (0,40 m x 0,23 m x 0,25 m) com sistema fechado
(recirculacdo de agua, aeracdo constante e em condicOes estaveis de temperatura (19° a
24°C - similares as do ambiente natural) adaptado de Bolla Jr (2014), com algas artificias,

rochas, areia fina como substrato (Figura 2) e o fotoperiodo de 12:12 horas claro e escuro.

Ap6s dois dias de aclimatacdo dos camarfes nos aquarios, procedeu-se a
alimentacdo dos mesmos (dia sim, dia ndo) com raizes de macrofitas, provenientes do
local de coleta (Figura 3). A manutencdo dos aquarios (limpeza, por exemplo) foi
realizada no dia posterior a alimentacdo. Adicionalmente, foram realizadas observacGes
macroscopicas das génadas masculinas e femininas. As fémeas apresentando gbnadas
com coloracdo verde escura ultrapassando o cefalotérax e machos, apresentando gbnadas
tons alaranjado escuro, foram selecionados e individualizados em canos de PVC, com
tela em uma das extremidades, para que fossem transferidos, posteriormente, para o

aquério experimental (Figura 4).

Todos os individuos utilizados nos experimentos foram mensurados. Para a
mensuracao utilizou-se um microscépio estereoscopico (provido do Software Carl
Zeiss™ AxioVision Rel. 4.8). As dimensdes obtidas foram as seguintes: 1) todos 0s
camardes -comprimento do cefalotérax (CC = medida da margem pds-orbital até a
margem distal ou posterior do cefalotdrax); (Figura 5). Neste aspecto, adotou-se, sempre
que possivel, as técnicas propostas por Rodrigues (1992); Anger & Moreira (1998) e

Hoffmann & Negreiros-Fransozo (2010).
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As observacGes comportamentais foram feitas por meio da técnica "sequence
sampling”. Segundo Altmann (1965), a amostragem de sequéncia, o foco da observacgéo
€ uma sequéncia de interacdo, em vez de qualquer individuo particular. Um periodo de
amostra comec¢a quando uma interacdo se inicia. Durante a amostra, todos os
comportamentos em estudo sdo registrados, em ordem de ocorréncia (Hazlett & Bossert,

1965).

No presente estudo, todos 0s comportamentos de acasalamento registrados
ocorreram em: 1-interacdo; 2- posicionamento lateral e 3- copula. Entretanto em alguns
casais nao ocorrerem obrigatoriamente nesta ordem. Apds a realizagdo de cada
experimento, as fémeas eram transferidas novamente para canos de PVC, no quais
permaneceram em observacgéo de cinco a seis dias, devido a possibilidade do surgimento
de ovos fecundados aderidos as cerdas, sob 0 segundo par de pleuras. Apds este periodo,
as fémeas foram fixadas em alcool 70% e os machos foram fixados ap6s a finalizacao de
cada tratamento e suas respectivas réplicas (descritos abaixo), pois em experimentos
testes 0s machos morriam apds serem inseridos nos canos de PVC e 0s outros camardes
praticavam necrofagia. Todos os individuos utilizados encontram-se conservados na
colecdo cientifica do Nucleo de Estudos em Biologia, Ecologia e Cultivo de Crustaceos
(NEBECC), Departamento de Zoologia, Instituto de Biociéncias, UNESP - Campus de

Botucatu.

Experimento | - Comportamento reprodutivo

Os individuos mantidos em canos de PVC que sofreram muda durante a fase
escura, ou seja, as mudas foram observadas no fundo do cano de PVVC, foram transferidos
na manhd seguinte para 0S respectivos experimentos. Portanto, ndo foi possivel
determinar o0 momento exato da muda, entretanto, todos os individuos utilizados,

sofreram o processo. Para descricdo do comportamento reprodutivo, 0s experimentos
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foram conduzidos em um aquario de vidro retangular (20 cm x 10 cm x 15 cm). Cada
experimento teve duracdo de 4 horas e foram cronometrados por imagens de video,
considerando que, em testes preliminares, verificou-se que os individuos se acasalam em
30 a 45 minutos, ap6s serem inseridos no aquario. Tal prazo foi considerado como

processo de aclimatacéo.

Quatro machos adultos e seis fémeas adultas receptivas (fémeas que recém
realizou a ecdise) foram transferidos, individualmente, em canos de PVVC e mantidos em
tais compartimentos até o inicio das filmagens, quando eram colocados para o fundo do
aquario, com aeragdo constante e areia como substrato (Figura 6). As a¢des reprodutivas
foram registradas, em laboratério, por uma camera de video (SJ400 Sjcam), totalizando
10 réplicas (nenhum camardo foi utilizado novamente). Este experimento visou a
descricdo do comportamento de acasalamento do camaréo P. potimirim. As observacdes
tiveram como verificacdo as seguintes possibilidades: 1) se um macho copula com mais
de uma fémea; 2) se ocorre guarda da fémea pelo macho antes e apds a copula; 3) ou, se

as copulas ocorrem por “pure searching”.

Experimento Il - Hermatroditismo protdndrico simuftdneo?

Os experimentos foram conduzidos em um aquério de vidro retangular (20 cm x

10 cm x 15 cm) e teve duragéo de dez dias, totalizando, 240 horas.

Seis fémeas ovigeras foram mantidas em canos de PVP, apds a liberagdo larval e
sofrerem mudas, foram transferidas para um aquario com areia como substrato. A seguir,
foram inseridas seis fémeas ovigeras no mesmo aquario e observadas quanto a ocorréncia
de acasalamento. O objetivo deste experimento foi testar o hermafroditismo simultaneo.
Em caso positivo, ou seja, caso a fémea ndo-ovigera (fémea que liberou as larvas

recentemente) efetue uma desova apds um periodo de 7 a 10 dias, o outro individuo (a
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suposta fémea ovigera) inserido posteriormente, poderia ser individuo hermafrodita

simultaneo.

Resultados

Experimento |

Os resultados obtidos foram agrupados e descritos, nos quais o foco é a sequéncia
de interacdes, em vez de um individuo. A sequéncia de interaces foi descrita em trés

etapas, as quais sao listadas, a seguir:

1- Interacdo: ap6s um contato gerado por uma breve aproximacgdo, o0 macho busca a
fémea, a escala lateralmente, frontalmente ou anteriormente e posiciona-se em seu dorso

toca-las usando as antenas, anténulas e pereidépodes (Figuras 7 A-E).

2- Posicionamento lateral: 0 macho permanece no dorso da fémea e posteriormente, se

posiciona proximo ao abddémen, em especifico no segundo par da pleura da fémea,
fazendo movimentos de “vai em vem”, flexionando abdomen para baixo, proéximo a
pleura. Este ato diminui a frequéncia de atividade da fémea, aparentando atuar como
aceitacdo da fémea, antes do préoximo ato comportamental, a cépula. Um macho,
geralmente, é bem-sucedido na cdpula se tiver alcancado esta posicdo; a rejeicdo pela

fémea ocorre com mais frequéncia no contato de escalada (Figuras 8 A-E).

3- Cdpula (ou cépula com natacdo): apos o0 macho posicionar-se lateralmente no abdémen
da fémea, a fémea flexiona o abdémen para cima e faz movimentos repetidos com o0s
pledpodes, 0 macho se posiciona embaixo da fémea e ocorre a copula. Durante a copula,
0 macho utiliza seu par de apéndices masculino, possivelmente, para permanecer junto a
fémea, enquanto ocorre o depoésito do espermatofaro no esterno da fémea. Quando a

copula ocorre durante 0 movimento de natacdo, a fémea nada com os pledpodes e com 0
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macho (em seu dorso) e ele se posiciona embaixo da fémea e ocorre a copula. Apés a
copula, a fémea pode se soltar flexionando o abdémen com auxilio do telson ou apenas
nadar em sentido oposto do macho. Contudo, a fémea permanece ativa e 0 macho pode

permanecer imdvel por alguns minutos, até horas apos a copula (Figuras 9 A-C).

O comportamento reprodutivo ndo foi semelhante em todo experimento para os
diversos acasalamentos. Assim, 0 mais comumente observado foi que os machos podem
escalar as fémeas e pode ocorrer a guarda pré-copula. Eles se posicionam lateralmente ao
abdémen da fémea e, caso ndo ocorra rejeicdo da fémea, a copula ocorre. Entretanto, a
copula foi observada fora desta sequéncia, ou seja, 8 medida que o macho se aproximava,
ele se posicionava lateralmente e efetuava a copula imediatamente. Entretanto, machos
que tiveram esse tipo de comportamento de acasalamento, resultou em fémeas utilizando
0 pereidpodes ativamente em direcdo a cdmara do externo abdominal, nos quais os
espermatdfaro foi depositado, ou seja, rejeicdo do espermatéfaro Houve diferenca no
tempo do comportamento de acasalamento, o qual variou de 25 segundos a seis a minutos

(Tabela 1).

Nos machos em que foram observados realizando a guarda pré-copula foi
verificado que a partir do momento que um individuo se posicionava no dorso da fémea
(Figuras 7 A-E), nenhum outro macho se aproximava. Entretanto, a guarda pds-copula
ndo foi registrada e logo ap6s a copula 0 macho se afastava da fémea. Apds um intervalo
de quinze a vinte minutos, outros machos se aproximavam da fémea e comecgavam a tatea-
la. Machos que recém copularam mantiveram-se imoveis parcialmente, ndo se
aproximando de mais nenhuma outra fémea, enquanto as fémeas permaneciam ativas.
Logo, verificou-se que as fémeas copularam com mais de um macho. Apos duas horas e

meia de observagdes em todos os experimentos, 0s camardes ‘‘se agregam”
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(comportamento migratério) nas laterais dos aquarios, uns sobrepondo 0s outros,

comportamento tipico da espécie, que vive em grande numero de individuos.

Do total de copulas observadas, houve asseguramento de 50% em relacdo a
transferéncia do material genético e fertilizacdo nos eventos de cdpula observados, com

mancha ocular nos évulos fertilizados.

Experimento |l

Os aquarios foram observados diariamente e as seis fémeas ndo ovigeras (fémeas
que liberaram as larvas, recentemente) ndo efetuaram desova ap6s um periodo de 7 a 15
dias. Somente as fémeas que foram inseridas ovigeras no experimento liberaram as larvas
no segundo dia de observacdo e, a medida que uma fémea realizou a liberacéo das larvas,
as outras fémeas iniciaram o processo de liberagdo, como uma sequéncia e todas as
fémeas sofriam muda frequentemente, sendo encontradas no aquario diariamente durante
os 10 dias de experimento. Dos atos comportamentais observados, ndo foi observado
comportamento agonistico entre as fémeas, hierarquia ou dominancia, apenas forrageio.
O ato comportamental mais comum observado foi de agregacdo (comportamento

migratorio), fémeas permaneciam constantemente agregadas umas as outras.
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Tabelas e Fauras

Figura 1. Potimirim potimirim (Muller, 1881) - Identificacdo dos espécimes. A-B. para
identificar fémeas, observou-se a olho nu o preenchimento da gonada ultrapassando o
cefalotorax, sua coloracao (verde a verde escuro) e pigmentacdo acentuada; C-D. machos,
apresentam tamanhos inferiores as fémeas, pouca pigmentacdo, gonada translucidas, o
intestino (forma uma linha) que preenche o dorso abdominal, do cefalotérax & porcao
final do abdémen. Int=intestito; OV=ovario; Pig=pigmentac&o.
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Figura 2. Potimirim potimirim (Muller, 1881) - Aquarios com sistema fechado
(recirculacdo de &gua, aeracdo constante, filtracdo continua e em condicdes estaveis de
temperatura), algas artificias, rochas, areia fina como substrato e reflgios artificiais para

alimentacdo dos camardes.

35



M. C. Machado, 2020

Figura 3. Potimirim potimirim (Muller, 1881) - Alimentacdo com raizes de macrofitas,
provenientes do local de coleta.

Figura 4. Potimirim potimirim (Muller, 1881) - Camardes separados em canos de PVC.
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CC

Figura 5. Potimirim potimirim (Muller, 1881) - Representacdo esquematica do
cefalotérax do camardo P. potimirim (modificado de Holthuis, 1993). Estrutura do
cefalotérax mensurada (CC = medida da margem pos-orbital até a margem distal ou

posterior do cefalotorax.

Figura 6. Potimirim potimirim (Mdller, 1881) - Filmagem dos experimentos.
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Figura 7. Potimirim potimirim (Muller, 1881) - Comportamento de cépula em P.

potimirim. A-E. Interacdo dos casais, ap0s um contato gerado por uma breve
aproximacdo, machos se posicionam no dorso da fémea e comecam a tated-la com
antenas, anténulas e pereiépodes; E. Desenho representativo para melhor visualizag¢do do

ato comportamental.
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Figura 8. Potimirim potimirim (Muller, 1881) - Comportamento de cépula em P.

potimirim. A-E. Posicionamento lateral, 0 macho no dorso da fémea, se posiciona
préximo ao abdémen, no segundo par da pleura da fémea, flexionando abdémen para
baixo, préximo a pleura; E. Desenho representativo para melhor visualizagdo do ato

comportamental.
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Figura 9. Potimirim potimirim (Muller, 1881) - Comportamento de cépula em P.
potimirim. A-E. Cépula (ou copula com natacdo), o macho se posiciona embaixo de
fémea e ocorre a cépula. A fémea pode se soltar pulando para trds ou apenas nadar em
sentido oposto do macho. E. Desenho representativo para melhor visualizagdo do ato

comportamental.
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Tabela 1. Comportamento reprodutivo de Potimirim potimirim (Muller, 1881) observados para trinta casais diferentes, em condi¢6es laboratoriais.

Comportamento reprodutivo

NUmero do Tamanho das fémeas Tamanho dos machos N total de Tempo total Copula Fémeas
experimento (mm) (mm) copulas (minutos) (segundos) ovigeras

1 De 3.35a4.22 De 2.22 a2.37 3 3;7.28; 28* 7, 4; 6; 0

2 De 4.32 2 3.57 De2.20a2.34 4 8;5.28; 2.39; 1.49 5;9;11;9 2

3 De4.00a3.34 De2.26a2.72 4 7.18; 58*; 3.18; 1.52 11;3;9;5 2

4 De3.07a3.71 De2.12a2.77 2 1.27; 4.56 6; 11 1

5 De 3.8 2 3.07 De 2.18a2.83 4 5.08; 2.15; 4.32; 21* 8;9;11;3 3

6 De4.31a3.12 De 2.39a2.65 4 16*; 3; 5.17; 3.09 10;12;7; 9 4

7 De 3.424.36 De2.2a2.72 1 1.39 4 0

8 De 3.75a4.49 De 2.22 a2.62 4 4.32;2.17; 3.28; 1.57 12;9;11;8 4

9 De 3.48 a4.12 De 2.04a2.34 1 3.37 6 0

10 De3.17a3.73 De 2.26 2 2.58 3 5.28; 2.14; 18* 10; 13; 6 2

* tempo em segundos
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Discussdio

Com base nos resultados obtidos sobre o comportamento de acasalamento de P.
potimirim verifica-se que os camarfes ndo apresentam um padrdo sequencial. A
sequéncia no comportamento de acasalamento ndo é absolutamente essencial para a
transferéncia do espermatdfaro, mas auxilia na transferéncia do mesmo e pode aumentar
aprobabilidade de alcancar o local correto na fémea, possivelmente pelo tempo de copula.
Copulas que ocorreram entre oito a treze segundos foram bem-sucedidas, ao contrario de
copulas que duraram de trés a seis segundos. Em muitas espécies de decapodes, inclusive
carideos, 0 acasalamento é de curta duracdo. A colocacdo do espermatdfaro pelo macho
ocorre durante uma interagdo curta com a fémea (<30 seg) (Hoffman, 1972; Yano et al.,
1988; Bauer, 1992). O posicionamento lateral observado em P. potimirim apresentou ser
uma tatica para copula bem-sucedida, camardes machos se posicionavam e inicia-se
toques com antenas, anténulas e peredpodes, no segundo par da pleura feminina,
aparentando a aceitacdo da fémea para copula. Segundo Valenti (1985), toques com
quelipodes em atos que precedem a cépula sdo comuns em camardes de dgua doce do

género Macrobrachium Bate, 1868.

O comportamento de acasalamento em camardes marinhos e de dgua doce pode
ser classificado em uma série de eventos conforme descrito por Bauer (1976). A rejeicao
da fémea pelo macho ou a rejeicdo do espermatdfaro (batimento continuo dos pledpodes
da fémea para limpeza) séo a principal causa de acasalamentos malsucedidos. Os quais,
de fato, foram observados em nossos resultados em que machos ndo realizaram a
interacdo ou posicionamento lateral, apenas a copula, no que resultou no batimento
continuo dos pledpodes das fémeas, possivelmente limpando e rejeitando o espermatdfaro

0 macho.
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A guarda de parceiro, normalmente ndo ocorre em espécies de camarfes de
tamanhos pequenos e outros machos podem copular com mais de uma fémea (Bauer,
1996). Entretanto, observou-se a guarda pré-cépula, nas quais, nenhum macho se
aproximava da fémea enquanto havia um macho posicionado em seu dorso e fémeas
foram observadas copulando com mais de um macho engquanto, 0s machos permaneciam
inativos ap6s a copula. Sugerimos que machos de P. potimirim reconhecem fémeas
receptivas apenas por contato, por viverem agregados e ap0s o contato, machos liberam
horménio sexual inibindo a aproximacdo de outros machos. Segundo Diaz & Thiel
(2004), as fémeas do camardo Rynchocinetes typus seguem pistas quimicas transmitidas
pela agua para localizar machos dominantes Os machos, no entanto, precisavam de
contato fisico para reconhecer o estado de receptividade da fémea (Diaz & Thiel 2004) e
segundo Duffy & Thiel (2007), € um exemplo interessante de um horménio de contato.
No camardo P. pugio, que vive em grupos com de alta densidade, os machos reconhecem
as fémeas receptivas por contato, mas apenas durante um breve periodo que antecede a
muda da fémea (Berg & Sandifer 1984, Bauer & Abdalla 2001). Esse contato proximo

parece apropriado quando os carideos ja vivem em alta densidade, como P. potmirim.

Cinco tipos de sistemas de acasalamento sdo descritos para camardes carideos,
sendo eles: eusocialidade, monogamia, busca e pareamento, dominancia de territorios e
busca ativa ou pura (Correa & Thiel, 2003; Bauer, 2004). O padrdo que melhor se

encaixaria as populacdes de P. potimirim é a da busca pura.

Analisando o comportamento de coOpula do carideo Palaemonetes pugio
(Holthuis, 1949), os autores Bauer & Abdalla (2001) propuseram que alta taxa de
encontros por acaso na natureza, em espécies de camardes que vivem agregados e muito
ativos foi responsavel pela evolucao da busca pura (“pure searching”). Acreditamos que

a auséncia de corte, guarda da fémea p0s-copula e alta taxa de individuos agregados em
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P. potimirim contribuem para a ocorréncia de copulas em encontros por acaso e supde-se
que “pure searching” seja uma tatica para esses camardes pequenos. Tal mecanismo

aparenta ser mais eficiente do que a guarda de parceiros.

A controvérsia presente na literatura (Alonso-Reyes et al., 2010), a qual classifica
Potimirim mexicana De Saussure, 1857 como espécie hermafrodita e, possivelmente,
também, caracteristica do género, ndo foi verificada para P. potimirim, o qual comprovou-
se aqui ser uma espécie gonocorica. Nenhum ato comportamental foi observado nos
experimentos realizados com fémeas ovigeras e fémeas ndo ovigeras, 0 que sugeriria a
presenca de hermafroditismo protandrico simultaneo, como relatado para os camardes da
familia Hippolytidae Spence Bate, 1888 e Lysmatidae Dana, 1852 (Bauer, 1976; Bauer
& Holt, 1998; Bauer, 2002, 2004, 2006; Bauer & Newman, 2004; Terossi et al., 2008;

Baezaetal., 2009; Baeza et al., 2010; Braga et al., 2009, Braga et al., 2016; Baeza, 2018).

Nossos experimentos evidenciam copulas bem-sucedidas entre machos e fémeas
gonocoricos e a sequéncia no comportamento de acasalamento € de fato crucial para uma
cépula bem-sucedida. Os quelipodes do primeiro par de pereidpodes, nesta espécie,
apresenta um grande numero de cerdas modificadas para a alimentacdo (filtracdo de
alimento em suspensdo na agua) e ndo para lutar com outros individuos pela posse da
fémea receptiva ou de predar o alimento conforme pode ser observado no comportamento
de acasalamento de camardes do género Macrobrachium (Chow et al., 1982; Ra'anan &
Sagi, 1985). Tais especies apresentam morfotipos determinados pela relacdo do
comprimento total do camardo e tamanho dos quelipodes e, neste caso, o apéndice

possibilita ao macho segurar a fémea e fixar o espermatofaro em seu esterno.
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Kesumo

Camardes carideos possuem varios tipos de sistemas sexuais. Embora a maioria
das espécies conhecidas seja gonocdrica, ndo é raro encontrar espécies, nas quais ocorre
mudanga de sexo. Este estudo teve como objetivo efetuar uma andlise detalhada das
caracteristicas morfoldgicas e histologicas do sistema reprodutor feminino, masculino e
de individuos indiferenciados do carideo P. potimirim, com o propdsito de identificar a
existéncia ou ndo, de hermafroditismo. O sistema reprodutor feminino é uma estrutura
par unida, anteriormente, uma a outra na altura do hepatopancreas. Cada ovario é
constituido por dois lobos espessos. O desenvolvimento ovariano foi classificado em trés
estagios: rudimentar, com ovdcitos em pré-vitelogénese; em desenvolvimento,
vitelogénese inicial e maduro, final da vitelogénese final, com o ovério ocupando
inteiramente a cavidade dorsal do cefalotérax e primeiro terco do abdémen. O ovério
apresenta ovogonias formando a zona germinativa e os ovdcitos de imaturos a maduros
formam a zona de crescimento. O sistema reprodutor masculino é constituido por um par
de testiculos em “H”, formando uma massa alongada ao eixo antero-posterior do
cefalotérax, quase totalmente unido um ao outro, conectado o vaso deferente dividido em
trés por¢des distintas, anterior, média e distal. O testiculo é do tipo lobular e, em cada
I6bulo, temos células quase no mesmo estagio de maturacdo. O vaso deferente proximal,
com duas porcdes, anterior e posterior, esta Gltima, contendo uma dobra em direcdo do
lumen, a tiflossole, agrupamento de células encontrados também na regido média e na
regido distal do vaso deferente. O espermatozoide de P. potimirim consiste de um corpo
principal em formato obvoide, contendo cinco a seis projecGes laterais. Os
espermatozoides encontram-se distribuidos de forma agregada, com 2 a 3 células
agregadas. Seis dos individuos indiferenciados apresentaram ovarios imaturos e apenas
um apresentou primérdio do testiculo. De acordo com os dados morfo-histologicos, P.
potimirim apresenta um sistema reprodutor gonocérico bem definido, descartando

qualquer dos cinco tipos de hermafroditismo descritos na literatura.

Palavras-chave: protandrico, sistema sexual, camardo miudo, histologia.
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Introducdio

Os camardes carideos possuem varios tipos de sistemas sexuais. Embora a maioria
das espécies conhecidas seja gonocorica (tém sexos separados), hdo € incomum encontrar
espeécies, nas quais ocorre mudanca de sexo (Bauer, 2006). Protandria € comum entre
espécies que pertencem a familia Hippolytidae (Dohrn, 1950; Noel, 1976; Nakashima;
Sukumaran, 1982, 1987; Gherardi & Calloni, 1993; Fielder, 1998; Simdes et al., 1998;
Bauer & Holt, 1998; Bauer, 2002; Bauer & Newman, 2004; Bauer, 2006; Baeza et al.,
2009; Braga et al., 2016; Bortoli & Bauer, 2016; Baeza, 2018) e outras familias de
carideos, como por exemplo, Pandalidae (Jagersten, 1936; Mistakidis ,1957; Allen, 1959;
Butler, 1964; Berreur-Bonnenfant & Charniaux-Cotton, 1965; Hoffman, 1972; Charnov,

1981), Crangonidae (Spitschakoff, 1912; Fréchette et al., 1970; Boddeke et al., 1991).

Potimirim potimirim (Muller, 1881), comumente conhecido como “camardo-
miudo”, ¢ uma espécie de Atyidae de agua doce, geralmente encontrado associado a
vegetacdo subaquatica marginal. Existem varios estudos sobre a biologia reprodutiva,
ocorréncia e filogenia molecular do género no Brasil (Lima et al., 2006; Hoffmann &
Negreiros-Fransozo, 2010; Torati & Mantelatto, 2012; Rocha et al., 2013; Grilli et al.,
2014; Moraes et al., 2017; Machado et al., 2020). No entanto, ndo existem informacdes

histoldgicas publicadas sobre o sistema reprodutor desta espécie.

Até o presente, somente uma espécie, Potimirim mexicana (De Saussure, 1857),
é considerada hermafrodita protandrica na publicagdo de Alonso-Reyes et al. (2010). Em
tal estudo, os autores sugeriram que a protandria ocorre para esta especie com base em
distribuicbes de frequéncia de tamanho e alguma variacdo do apéndice masculino. No
entanto, sem a evidéncia das caracteristicas externas de reversdo do sexo, como por
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exemplo, o aumento no tamanho de machos ou, a alteracdo dos caracteres sexuais
primarios como a mudanca de testiculo para ovario. Desta maneira, o hermafroditismo

ndo passa de uma suposicao efetuada por tais autores.

Recentemente, a hipotese de que existiria um padrdo comum de sistema sexual
compartilhado para o género Potimirim e que ambas as espécies relatadas para o Brasil
(P. brasiliana Villalobos, 1959. e P. potimirim) seriam sequencialmente protandricas foi
publicada por Grilli et al. (2014). Nesse estudo, a morfologia externa dos caracteres
sexuais secundarios de machos e fémeas foram analisadas. Dessa forma, os autores
concluem, com base na auséncia de qualquer caracteristica morfoldgica e histolégica
interna que possa ser interpretada como evidéncia de mudanca de sexo, que tais espécies
sdo gonocoricas. Embora, Grilli et al. (2014) mencionem a realizacdo de analises
morfolGgicas externas e internas de caracteres sexuais secundarios, nenhuma imagem do
sistema reprodutor foi apresentada na referida publicacdo. Deste modo, verifica-se uma
caréncia de anélise mais refinada do ponto de vista morfoldgico e histolégico para os dois

sexos de camardes do género Potimirim, principalmente, para individuos indiferenciados.

Este estudo teve como objetivo uma analise detalhada das caracteristicas
morfolégicas do sistema sexual do camardo carideo P. potimirim, incluindo a histologia
do sistema reprodutor feminino, masculino e individuos indiferenciados, com o propoésito

de evidenciar o gonocorismo para a espécie ocorrente no Brasil.
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Material e Métodos
Coleta dos espécimes

Os camardes foram coletados no Rio Ribeira de Iguape, municipio de Iguape,
(24°41°11” S; 47°33°47” W) localizado na regiao sul do Estado de Sao Paulo. Cada
amostragem teve a duracdo de 40 minutos, nos quais, as coletas foram determinadas
acompanhando a curva do rio em locais que havia vegetacdo marginal. Dois coletores
percorreram a extensdo de cerca de 5 metros ao longo das margens do rio, passando
peneiras (80 cm x 80 x 4 mm abertura) junto a vegetacdo marginal (Figura 1 A-B). Apds
as amostragens, os espécimes foram transportados, vivos em caixas térmicas, para o
LABCRUST (Laboratério de Biologia e Cultivo de Crustdceos, UNESP Campus de
Registro, SP, Brasil), no qual foram mantidos em caixas térmicas contendo agua do local
de coleta, com aeragdo constante, até serem transportados para 0 NEBECC (Nucleo de
Estudos de Biologia, Ecologia e Cultivo de Crustaceos, UNESP Campus de Botucatu,
UNESP, Botucatu, SP, Brasil). Posteriormente, os camardes foram separados por sexo e
mensurados, quanto ao comprimento do cefalotérax (CC), utilizando-se microscépio

estereoscopico (provido de ocular micrométrica).

Os estagios do desenvolvimento ovariano foram classificados macroscopicamente,
através da transparéncia da carapaca, por meio do volume ocupado ao longo do eixo
cefalotoracico-abdominal e por coloragéo, apos dissec¢édo e fixacdo, com uso de escala

Pantone® (Formula guide Solid Coated and Uncoated - GP1401).
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Ondlses histologicas, histoguimica e microscopia eletronica de varredura

Fémeas foram anestesiados por choque térmico (5 min a -20°C), antes da retirada
da carapaca na regido dorsal do cefalotorax, permitindo, desse modo, a remocdo do
sistema reprodutor. Machos e individuos caracterizados como indiferenciados (sem
caracteres sexuais secundarios externos - masculino e/ou feminino) foram fixados com
cefalotérax inteiro, porém sem abdémen para caracterizacdo morfo-histologica e
histoquimica em paraformaldeido 4%, em tampédo fosfato 0,2M (pH 7,4) durante 24-48
horas e foram transportadas para o Laboratorio de Morfologia de Invertebrados (FCAV,
UNESP, Campus Jaboticabal, Jaboticabal, SP, Brasil. Apds a fixacdo, as amostras foram
lavadas em tampdo fosfato de sédio 0,2M e desidratadas em séries crescentes de alcool
de 70 a 90% durante 30 minutos e, ainda, duas sessdes de 1 hora cada, em alcool 95%. A
seguir, os materiais foram embebidos e incluidos em historesina glicol-metacrilato
Leica®, seguindo rotina indicada pelo fabricante. Os cortes seriados (5um de espessura)
foram obtidos em micrétomo rotativo. Para descri¢do geral, 0 material foi corado com
hematoxilina e eosina (Junqueira & Junqueira, 1983). Para as analises histoquimicas
utilizou-se a técnica de Xylidine ponceau para proteinas (Mello & Vidal, 1980), acido
periddico de Schiff (PAS) e azul de Alcian 2,5% para polissacarideos neutros e acidos,
respectivamente. As laminas foram fotografadas e digitalizadas em microscépio de luz
(Zeiss®, Axio Image Z2).

Para a microscopia eletronica de varredura (MEV), fixou-se a regido ventral do
cefalotérax de machos e fémeas em glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio
0,08M (pH 7,2) por 24 horas (Paschoal & Zara, 2018). Em seguida, o material foi lavado
no mesmo tampao (trés vezes de dez minutos). Posteriormente, as amostras foram
desidratadas em séries crescentes de etanol (70 a 100%) e completamente secas, em ponto

critico EMS 850, com CO2 liquido. Logo ap6s, as amostras foram montadas em suportes
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apropriados (stubs) e vaporizadas com ouro no “sputtering” Denton vacum desk II. O
material foi observado e fotografado em Microscopio Eletrdnico de Varredura (Zeiss Evo

10), com voltagens variando de 10-20 kV.

Resultados

Sistema reprodutor teminino de. Fotiminm potiminm

O ovario de P. potimirim é um 6rgdo par, unido anteriormente um ao outro na altura
do hepatopancreas. Cada ovario é constituido por dois lobos espessos, sendo um anterior
(cefalotdrax) e outro, posterior (abdominal). Ambos sdo unidos por uma regido mediana
estreita na margem posterior do cefalotorax, claramente detectados em fémeas maduras
(Figuras 2 A-C). Os ovidutos partem do lobo cefélico e se abrem nos coxopoditos do
terceiro par de pereiépodos.

Os estagios de desenvolvimento ovariano em fémeas adultas de P. potimirim, vistos
macroscopicamente (Figuras 2 A-C), foram classificados como segue:

1) rudimentar (RUD), com ovdcitos em pré-vitelogénese (vitelogénese enddgena),
no qual os ovacitos estdo pouco desenvolvidos, apresentam granulos de vitelos imaturos
(sdo incolores ou branco translicidos fixado [sem cddigo na escala Pantone®]) e em
coloragéo verde claro (Pantone® 5875-5855 U/U) a fresco.

2) em desenvolvimento (ED), vitelogénese inicial (inicio da vitelogénese exdgena),
com ovocitos apresentando coloragdo amarelo palido fixado (Pantone® 120-122 C/C),
ocupando grande parte da cavidade dorsal e cefalotorax com coloragdo verde (Pantone®
5865-5845 U/U) a fresco.

3) maduro (MAD), final da vitelogénese final (fase exdgena), coloracdo alaranjada

fixado (Pantone® 123-124 C/C), com o ovario ocupando inteiramente a cavidade dorsal
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do cefalotorax e primeiro terco do abdémen, com coloracgéo verde escuro (Pantone® 450-
449 U/C) a fresco.

Por meio da histologia, pode-se confirmar que cada ovario possui uma delgada
conexdo na por¢cdo média dos lobos anteriores, na altura do hepatopancreas, sendo as
porcdes anteriores e posteriores separadas uma da outra. Cada ovario é continuo, com a
regido mediana estreita e apresentando lobos posteriores, direito e esquerdo (Figura 3 A).
Cada ovario encontra-se envolvido por delgada camada de tecido conjuntivo e no interior,
observam-se as zonas das ovogonias formando a zona germinativa e 0s ovOcitos na zona
de crescimento (Figuras 3 A-B). O ovario no estagio RUD apresenta a zona germinativa
com a presenca de ovogonias, as quais estdo em diferentes fases da divisdao mitdtica,
caracterizados pela condensacdo cromossémica (Figuras 3 B-C). As ovogonias estdo
dispostas em corddo na porcdo superior (dorsal) e central de cada ovario e tem grande
volume nuclear em relagdo ao citoplasma (Figura 3 C). Proximos as ovogonias
encontram-se 0s ovocitos primarios em pré-vitelogénese, fase endoégena ou vitelogénese
primaria, cujos granulos de vitelo estdo imaturos. Estes granulos formam areas pequenas,
vesiculares e fracamente aciddfilas circundadas pelo citoplasma basofilo (Figuras 3 C-
D). Os ovdcitos pré-vitelogénicos apresentam o citoplasma fortemente basdéfilo, no qual
podem ser vistas algumas poucas gotas de lipideos como vesiculas lucidas, enquanto o
nacleo é menos intensamente marcado, mas basofilo com um ou dois nucléolos evidentes
(Figura 3 D). Os ovdcitos primarios estdo envoltos por células foliculares delgadas com
grandes ndcleos, 0s quais vao progressivamente circundando os ovécitos, estruturando os
foliculos ovarianos (Figuras 3 D-E). Percebe-se um incremento em relagdo ao tamanho
dos ovocitos e o nimero de celulas foliculares aumenta, com nucleos volumosos
arredondados, porém com reducéo da relacdo do volume nuclear ao citoplasma & medida

que se afastam da zona germinativa (Figuras 3 C-E).
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O inicio do estagio ED é marcado pelo comec¢o da vitelogénese, exdgena ou
secundaria levando ao aparecimento de granulos de vitelo maduros, eosindfilos, reativos
para proteinas e ainda isolados no citoplasma, sendo maiores, em relacdo ao vitelo
enddgeno ou imaturo (Figuras 3 F-H). No estagio ED, os ovocitos apresentam mais
vesiculas ldcidas, as gotas de lipideos, que no estagio anterior (Figuras 3 F-G). Com o
desenrolar do estagio ED, o numero de granulos de vitelo maduros aumenta, a0 mesmo
tempo em que o volume celular cresce acentuadamente (Figuras 4 A-C). Os ovdcitos ED
continuam envoltos pelas células foliculares e os granulos de vitelo maduros, os quais
parecem sofrer fusdo uns com os outros ao microscépio de luz, continuam reativos para
proteinas e polissacarideos neutros, portanto o vitelo é constituido por glicoproteinas
(Figuras 4 B-C). Nos ovdcitos MAD, os granulos de vitelo encontram-se com o aspecto
relembrando massas fundidas, acidéfilo, glicoproteico, sendo os polissacarideos acidos
ausentes em todos os estagios ovarianos (Figuras 4 D-G). O estagio MAD é caracterizado
por muitas gotas de lipideos e granulos de glicogénio livres no citoplasma, intensamente
marcados (Figura 4 F), aparecimento do delgado céreo glicoproteico e pelas células
foliculares delgadas e com nucleos achatados (Figuras 4 D-F). Em fémeas ovigeras, que
recém exteriorizaram os 6vulos, pode-se notar varios foliculos atrésicos e muitos
hemacitos reabsorvendo os ovécitos ndo ovulados. Além dos espacos deixados pelos
ovocitos que foram liberados para o limen do ovario, a0 mesmo tempo em que células

em pré-vitelogenese sdo observadas, reiniciando o ciclo ovariano (Figura 4 H).

A abertura dos gonoporos femininos é saliente e alongada na coxa do 3o.
pereidpodo direto e esquerdo. (Figuras 5 A-C). Os gonopodos sdo marcados por uma
coroa de cerdas longas com base lisa (Figuras 5 C-D), as quais tem apice plumosos
(Figura 5 E). O esterno apresenta-se como uma camara e é circundada por cerdas
plumosas, arborescente inclusive, as quais ocorrem inclusive sobre a margem posterior

ventral da carapaca cefalotoracica (Figuras 5 A-F).
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Sstema reprodutor masculino de Fotiminim potimiim

O sistema reprodutor masculino ¢ constituido por um par de testiculos em “H”,
formando uma massa alongada ao eixo antero-posterior do cefalotorax, quase totalmente
unido um ao outro. Na regido posterior, parte o vaso deferente (par), o qual tem uma
pequena por¢do convoluta, a regido proximal (PVD) continua com um tubo reto,
descendo ventralmente, formando a regido média do vaso deferente (MVD). Em sua
porcéo mais ventral do vaso deferente forma uma dilatagdo, caracterizando a regiéo distal
do vaso deferente (DVD). Esta dilatagdo da DVD caracteriza a ampola ou duto

ejaculatdrio (Figura 6).

O testiculo esté localizado entre o hepatopancreas e o coracdo. Do ponto de vista
histoldgico, o testiculo é do tipo lobular e em cada I6bulo temos células quase no mesmo
estagio de maturacdo, como espermatogonia, espermatdcitos primarios e secundarios
(Figuras 7 A-B). No limen dos tdbulos seminiferos, sdo observados os espermatozoides
maduros livres imerso na secrecao basofila do tipo | (Figuras 7 B-D). As espermatogonias
estdo situadas na periferia dos tubulos e estdo associadas a células acessorias (Figura 8
D). S&o ovais ou redondas, com nucleo central e um ou dois nucléolos evidentes e blocos
de heterocromatina. Os espermatdcitos primarios, sdo esféricos e sdo marcados pelas
diferentes etapas da préfase meidtica (Figuras 7 B-C). No mesmo lébulo contendo os
espermatdcitos secundarios, 0s quais sdo caracterizados por nucleos menores com
cromatina homogeneamente basofila, pode-se encontrar as espermatides iniciais, as quais
tem a mesma caracteristica dos espermatocitos, porem com volume nuclear
significativamente menor e semelhante ao do espermatozoide (Figura 7 D). Os
espermatozoides mostram-se com um espinho e varias expansoes radiais, as quais fazem
parte da estrutura da vesicula acrossomal, tendo no corpo principal a presenca do nucleo

(Figuras 7 D-E).
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No vaso deferente o PVD € subdivido em por¢do anterior (PVDa) e porcéo
posterior (PVDp). Para diferencia-los, a PVDa tem um aglomerado de células em uma
das faces do vaso, as quais na PVDd tornam-se salientes formando uma dobra, a tiflossole
(Figuras 7 E-F). A PVD apresenta um epitélio cubico simples, ndcleos irregulares e
revestido por uma delgada camada muscular. Na porcdo anterior, a futuro tiflossole
mostra-se como celulas altas e mais volumosas em uma so face do tubo (Figura 7 E). Os
espermatozoides estdo embebidos somente na secrecdo do tipo I, levemente basofila
ocupando quase todo limen do PVD, sendo composta por proteinas, (Figuras 7 E-H). O
espermatozoide de P. potimirim consiste de um corpo principal em formato obovoide,
com nucleo volumoso, vesicula acrossomal contendo cinco a seis projec@es laterais, 0
nucleo é fortemente baséfilo. Os espermatozoides encontram-se em padréo agregado,
com 2 a 3 células juntas principalmente no PDVp (Figuras 7 H-J). No PVDp, a tiflossole
assume a forma de dobra em direcdo ao centro do tubo (Figura 7 G). A secrecéo do tipo
| é reativa para polissacarideos neutros e proteinas e a secrecdo do tipo Il é fortemente
reativa a polissacarideos neutro e proteinas (Figuras 7 I-J), portanto, sdo secrecOes
glicoproteicas O vaso deferente foi negativo a polissacarideos &cidos em todas as regides

(Figura 7 K).

O MVD é mais dilatado que o0 PVVD, com epitélio cubico simples com células mais
alongadas, nucleo mais denso, além de continuar apresentando a tiflossole (Figuras 8 A-
B). Neste, observou-se um aumento da massa espermatica e espermatozoides. O
espermatozoide esta imerso na secre¢do do tipo I, no qual, esta envolto por uma camada
acelular, a secrecédo do tipo Il, e uma terceira camada adicional, a secrec¢do do tipo IlI
(Figuras 8 A-E). Do ponto de vista histoquimico, a secrecdo do tipo | € reativa para
proteinas e polissacarideos neutros, tal secrecdo tem funcéo de manutencdo da viabilidade
dos espermatozoides durante o processo de armazenamento no vaso deferente, a secregdo

do tipo Il e fortemente reativa para proteinas e polissacarideos neutros, nos quais tem
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funcdo na manutencdo da forma e rigidez do cord&@o espermatico do vaso deferente e a
secrecdo do tipo Il é reativa para proteinas e fracamente reativa para polissacarideos
neutros, responsavel pela adesdo do espermatofaro na superficie do esterno da fémea
(Figuras 8 C-D).

O vaso deferente distal (DVD), também, apresenta epitélio cubico simples e
camada muscular espessas, na porcao final do ducto ejaculatorio hd uma regido dilatada,
a ampola terminal com a tiflossole (Figura 8 E). A secrecdo do tipo Ill, apresenta-se
volumosa, bem evidente. Do ponto de vista histoquimico, as secre¢des mantem a mesma
caracteristica da regido anterior para proteinas, para polissacarideos neutros a secrecao do
tipo | é fracamente positiva, a secrecdo do tipo | € positiva e a secrecdo do tipo Il é
fortemente positiva (Figura 8 F-J). A funcdo das de secrecdes I, 1l e 1l foram descritas

anteriormente.

A abertura dos gonépodos masculinos é saliente e alongada na coxa do 5 par de
pereiépodo (Figuras 9 A-C). Os gonoporos sao marcados pela sua abertura ligeiramente
saliente, eliptica e com limen amplo, contendo poucas cerdas lisas na margem medial da
abertura (Figuras 9 C-D). Sobre as margens do limen do gon6poro masculino, pode-se
notar a presenca de espermatozoides, nos quais possivelmente foram parcialmente
ejaculados no momento da anestesia e fixacdo dos espécimes. Por meio da microscopia
de varredura, pode-se confirmar a morfologia dos espermatozoides com corpo principal
em formato ovoide, com nucleo volumoso, contendo cinco a seis projecoes laterais e um

espinho na vesicula acrossomal (Figuras 9 E-F).

Sistema reprodutor de individuos inditerenciados

Individuos indiferenciados (sem caracteres secundarios externos masculino e
feminino) apresentaram ovarios imaturos, com alguns ovocitos primarios em pré-

vitelogénese, sendo encontrados na regido dorsal sobre o hepatopancreas (Figura 10 A).
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Em diferentes individuos, o nimero de ovocitos primarios variou de poucos a muitos,
mas todos em pré-vitelogenese (Figuras 10 B-D). Somente um de sete individuos
analisados apresentou sistema reprodutor masculino rudimentar, sendo encontrado
somente o primordio do testiculo em organizacdo. Neste animal, os primoérdios do
testiculo também se encontram na regido dorsal sobre o hepatopancreas e a futuras células
testiculares guardam grande semelhanca com as células germinativas femininas, porém
menores com nucleos em atividade mitética (espermatogonias), circundados por células
acessorias em proliferacdo (Figuras 10 D-E). Neste individuo nao foram encontrados 0s

vasos deferentes com caracteristica segura para sua descricéo.
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Fauras

Figura 1. Area de coleta de Potimirim potimirim (Miiller, 1881). A. Area de amostragem
do rio no municipio de Iguape, Sao Paulo ao longo do rio junto & vegetacdo marginal; B.
Amostragem ao longo das margens do rio junto a vegetacdo marginal por dois coletores.
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Figura 2. Potimirim potimirim (Muller, 1881) - Morfologia do ovario nos diferentes
estagios de desenvolvimento macroscépico em fémeas adultas. A. Ovario no estagio
macroscopico rudimentar (RUD), caracteristico da pré-vitelogénese ou vitelogénse
enddgena com coloracdo verde claro a fresco e esbranquicada apos a fixacdo apos a
fixacdo do material ovariano; B. Estagio ovariano em desenvolvimento (ED) durante a
vitelogénese ou vitelogénese exdgena devido a presenga de coloracdo verde a fresco e
amarelo palido (Pantone® 120-122 C/C), ap6s a fixacdo; C. Ovario, ap6s fixagdo, no
estagio maduro indicando o final da vitelogénese exdgena, com coloragdo verde escuro a
fresco e alaranjado intenso (Pantone® 123-124 C/C) ap6s a fixagdo; O = ovéario; OV =
oviduto.
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Figura 3. Potimirim potimirim (Muller, 1881) - Sistema reprodutor feminino nos estagios
RUD e ED. A. Par de ovérios dividindo-se em 2 lobos, anterior (cefélico) e posterior
(abdominal), unidos pela regido mediana estreita, terminando no lobo posterior; B-C.
Ovério no estdgio RUD, com a zona germinativa mostrando ovogdnias em 0s
cromossomos em diferentes estagios de condensacdo da divisdo mitética. Na periferia da
zona germinativa encontram-se 0s ovacitos primarios em vitelogénese endégena ou pré-
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vitelogénese.; D. Ovdcitos primarios em pré-vitelogénese, com granulos de vitelo
imaturos (enddgenos) formando areas vesiculadas fracamente acidofilas (cabeca de seta
branca) por entre o restante do citoplasma fortemente baséfilo (cabeca de seta preta).
Poucas gotas de lipideos formam &reas Ilcidas desde este estagio. O foliculo ovariano no
estdgio RUD encontra-se em formacdo devido ao menor numero de células foliculares,
as quais nao circundaram totalmente os ovocitos. E-G. Foliculos ovarianos no inicio do
estagio ED, com ovocitos primarios apresentando granulos de vitelo maduros fortemente
aciddfilos e individuais (cabeca de seta preta), principalmente quando comparado aos
granulos de vitelo imaturos (seta branca) perinucleolares. Nota-se incremento em volume
em relacdo ao tamanho dos ovocitos, o numero de gotas de lipideos (cabeca de seta
branca) e células foliculares sdo maiores, a medida que se afastam da zona germinativa;
H. reacdo para proteinas ao Xylidine pounceau, no qual nota-se que os granulos de vitelo
maduro (cabeca de seta preta) sdo mais reativos que o restante do citoplasma. AL= lobo
anterior; Fc= célula folicular; Gvi=granulos de vitelo imaturo; ML=mediana estreita; N=
nucleo; PL=lobo posterior; OG= ovogonias; OV= ovécitos; Zg= zona germinativa.
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Figura 4. Potimirim potimirim (Mller, 1881) - Sistema reprodutor feminino nos estagios
ovarianos ED e MAD. A. Nas fases mais avancgadas do estagio ED, os foliculos ovarianos
sdo totalmente delimitados por células foliculares homogéneas e achatadas e 0 ovdcito
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apresenta maior nimero de granulos de vitelo maduros, que parecem sofrer fusdo; B-C.
Ovdcitos ED com granulos de vitelo maduros reativos para polissacarideos neutros e
proteinas ao PAS e Xylidine de ponceau, respectivamente. Em B, pode-se notar vérias
areas com granulos de glicogénio intensamente reativos, principalmente ao redor do
ndcleo, além do citoplasma reduzido entre os granulos de vitelo; D-F. Foliculos ovarianos
no estdgio MAD, com muitas gotas de lipideos (cabeca de seta branca) e citoplasma
reduzido fundido com granulos de vitelo maturo e caracterizado pelo aparecimento do
delgado céreo glicoproteico (seta preta); G. Foliculos ovarianos totalmente negativos
para polissacarideos acidos ao azul de Alcian; H. Fémeas ovigeras com ovos iniciais,
apresentando varios foliculos atrésicos e muitos hemacitos reabsorvendo os ovocitos ndo
ovulados no interior do ovario. Nota-se que 0s ovocitos estdo rudimentares ou pré-
vitelogénesse, reiniciando o ciclo ovariano; Fc= célula folicular; Gv= granulos de vitelo
maduros; N= ndcleo; OV= ovdcitos.
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20 pm

Figura 5. Potimirim potimirim (Muller, 1881) — Micrografias eletrénicas de varredura do
esterno e gondporos femininos; A-C. O gondporo é saliente e alongada na coxa do 3
pereidpodo (direto e esquerdo), com vista ventral do esterno circundado por cerdas longas
(cabeca de seta branca), as quais ocorrem também sobre a margem posterior ventral do
esterno; D-E. Detalhe das cerdas plumosas na abertura do gondporo, as quais possuem
base espessa e lisa (seta), sendo o &pice plumosa (cabeca de seta); F. Cerda da margem
do esterno as quais mostram a base lisa e mais estreita sendo o apice arborescente (cabeca
de seta).
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Figura 6. Potimirim potimirim (Muller, 1881) - Sistema reprodutor masculino
macroscopicamente. Par de testiculos em “H”, formando uma massa alongada ao eixo
antero-posterior do cefalotérax, quase totalmente unido um ao outro, com vaso deferente
par, dividido em: regido proximal continua com um tubo reto, regido média do vaso
deferente (MVD), que na sua porcéo mais ventral forma uma dilatag&o, caracterizando a
regido distal do vaso deferente (DVD) e dilatacdo da DVD caracterizando a ampola
terminal ou duto ejaculatério. DVD = regido distal do vaso deferente; MVD = regido
média do vaso deferente; PVD = regido proximal do vaso deferente; T= testiculo.
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Figura 7. Potimirim potimirim (Muller, 1881) - Sistema reprodutor masculino. A.
Aspecto geral dos lébulos testiculares caracterizando o testiculo tipo lobular ao H&E; B-
D. Cada l6bulo delimitado por células acessorias, esta preenchido por células
germinativas quase no mesmo estagio da espermatogénese, como espermatogdnia,
espermatocito primario e secundario. No limen do tdbulo seminifero nota-se os
espermatozoides maduros; E-F. Por¢do anterior da regido proximal do vaso deferente
com células de uma face do vaso agrupadas com nucleos arredondados, a futura tiflossole,
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sendo o restante do epitélio pavimentoso. No limen notam-se os espermatozoides livres
imersos na secrecdo tipo I, positiva para proteinas ao Xylidine ponceau; G. Regido
proximal do vaso deferente na por¢do posterior, agrupamento de células em direcdo do
lumen formado a tiflossole (cabeca de seta branca); H. Espermatozoides livres - consiste
em um corpo principal em formato obovoide, com nucleo volumoso, vesicula acrossomal
contendo cinco a seis projecdes laterais e um espinho. O corpo principal é fortemente
marcado pelo ndcleo arredondado e corado ao H&E; 1-J. Secrecédo do tipo | reativa para
polissacarideos neutros ao PAS e proteinas ao Xylidine ponceau, sendo a secre¢do do tipo
Il fortemente positiva para ambos compostos; K. Todas as regides do vaso deferente
foram negativas para polissacarideos éacidos ao azul de Alcian; EP= epitélio;
MU=musculatura; PVDa= vaso deferente proximal anterior; PVDp= vaso deferente
proximal; SPC1= espermatdcito primario; SPC2= espermatdcito secundario; SPG=
espermatogonia; S1= secrecao tipo I; S2= secrecdo tipo Il; T=testiculo; Tf= tiflossole;
TS= tudo seminifero; VD= vaso deferente; SZ= espermatozoide
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Figura 8. Potimirim potimirim (Mdller, 1881) - Sistema reprodutor masculino. A-B.
Regido média do vaso deferente com epitélio variando de cubico a pavimentoso simples.
Em uma das faces do vaso deferente nota-se a presenca da tiflossole. uma camada
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adicional, secrecdo do tipo Il ocorre sobre as camadas de secrecédo tipo Il e | [H&E]; C-
D. Secregdo do tipo | reativa para polissacarideos neutros ao PAS e a proteinas ao
Xylidine pounceau. A secre¢éo do tipo Il fortemente reativa para polissacarideos neutros
e para proteinas. A secrecdo do tipo Il é positiva para polissacarideos neutros e
intensamente reativa para proteinas; E. Regido distal do vaso deferente e ampola terminal,
com epitélio cubico simples e camada muscular espessas; F-J. As secre¢des tipo I, Il e
I mantém a mesma caracteristica da MVD, porém a secrec¢do do tipo Il torna-se mais
espessa sobre a secrecdo do tipo Il; AT= ampola terminal; EP= epitélio; DVD= vaso
deferente distal; MVD= vaso deferente médio; S1=secrecdo tipo I; S2= secrecdo tipo Il;
S3=secrecdo tipo Ill; SZ= espermatozoide; Tf= tiflossole.
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Figura 9. Potimirim potimirim (Muller, 1881) - Micrografia eletronica de varredura da
abertura dos gondporos masculino. A. Esterno de um macho, onde os nimeros indicam
0s pares de pereidpodos, seta indica a abertura do gondporo; B. Vista geral da coxa do
quinto par de pereidpodos, setas indicando a abertura do gonéporo; C-D. Detalhe da
abertura do gondporo ligeiramente saliente, ampla e eliptica na coxa do 5 par de
pereiopodos, com as margens arredondadas e espessadas de cuticula (setas); E-F.
Espermatozoides na abertura do gondporo, possuem o corpo principal em formato
obovoide, com nucleo volumoso, contendo seis expansdes (cabeca de seta) e um espinho
na expansdo lateral da vesicula acrossomal; N=nucleo; S=espinho; SZ=espermatozoide
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Figura 10. Potimirim potimirim (Mdaller, 1881) — Sistema reprodutor de individuos
indiferenciados corados com H&E. A. vista geral do ovario imaturo em individuos
juvenis; B-D. Ovégonias apresentando grandes nacleos dispostos na zona germinativa e
ovacitos pré-vitelogénicos. Ovacitos apresentam ndcleos contendo blocos de
heterocromatina dispersos e um ou dois nucléolos; D-E. Primordios de testiculo em
individuos indiferenciados, mostrando as células acessorias periféricas com as
espermatog6nias em proliferacdo, mais centrais, caracteristico das fases iniciais de
formacao do testiculo; EP= epitélio; Fc= células foliculares; N= nucleo; O= ovaério; OG=
ovogonias; OV= ovacitos; Prm T= primérdio de testiculo; SPG= espermatogdnias; Zg=
zona germinativa.
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Discussdo

Embora a maioria das espécies de decapodes possua sexos separados
(gonocorismo), a inversédo de sexo de macho para fémea (protandria) ndo € incomum em
espécies de carideos. Estudos anteriores, relatam sobre reversdo sexual em carideos, e
outros estudos mostraram que as espécies que, tradicionalmente, foram descritas como
hermafroditas protandricas, sdo consideradas atualmente, como hermafroditas
simultaneas (Bauer & Holt, 1998; Bauer, 2000, 2002, 2004; Bauer & Newman, 2004;
Cobos et al., 2005, 2011; Terossi et al., 2008; Braga et al., 2009; Baeza et al., 2010; Braga
et al., 2016; Baeza, 2018). Na maioria das publicacdes, a evidéncia de reversdo sexual
baseia-se no crescimento relativo do apéndice masculino e na estrutura populacional
(tamanho e distribuicdo sexual) (Alonso-Reyes et al., 2010), apenas alguns estudos sdo
aprofundados em analises histologicas detalhadas do sistema reprodutor (Reverberi,
1950; Hoffman, 1972; Noél, 1976; Sukumaran, 1982; Cobos et al., 2005; Braga et al.,

2016; Paschoal & Zara, 2016).

O sistema reprodutor das fémeas € constituido por um par de ovarios (dois lobos
espessos, anterior, cefalico e posterior, abdominal), os quais sdo unidos por uma regido
mediana estreita na margem posterior do cefalotérax. Tal érgdo, pode estender-se da
cavidade dorsal do cefalotérax até o primeiro terco do abdémen, dependendo do grau de
maturidade sexual, incluindo a mudanca de coloracdo (de incolores ou translucidos a
intensas). Em Macrobrachium amazonicum (Heller, 1862) foram identificados cinco
estagios de desenvolvimento (colorimétricos e volumétricos), de inicias a maduro, ndo
ultrapassando o cefalotérax (Paschoal, 2017). Segundo Cobos et al. (2005), que
analisaram o sistema reprodutivo feminino do camardo carideo Hippolyte inermis Leach

1815, o ovario ocupava um volume diferente do cefalotérax, podendo estender-se da
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regido anterior (primeiro segmento abdominal) para regido posterior (até dois tercos do
comprimento cefalotoracico), dependendo do grau de maturacdo do ovério. Entretanto,

estagios de desenvolvimento ovariano ndo foram apresentados.

A maturagdo do ovario de P. potimirim pode ser separado (ou classificado) em
macro e histologicamente, em trés estagios: RUD (rudimentar), ED (em
desenvolvimento) e MAD (maduro). Nas analises macroscépicas, os trés estagios foram
identificados por meio da observacao do tamanho e coloragdo do ovario. No estagio RUD,
0 ovario tem grande numero de ovogbnias com nucleos volumosos e nucléolos com a
presenca de ovdcitos, sendo estes envoltos por células foliculares. Tal processo é
semelhante ao das espécies de Penaeidae Rafinesque, 1815, Palaemonidae Rafinesque,
1815, Atyidae de Haan, 1849 (Campos et al., 2009; Soonklang et al., 2012; Paschoal,
2017; Tomas et al., 2019) e, também, de Majoidea Samouelle, 1819, Portunidae
Rafinesque, 1815 e Ocypodidae Rafinesque, 1815 (Lanteigne et al., 1996; Castiglioni et

al., 2007; Rotllant et al., 2007; Zara et al., 2013).

O estagio ED é marcado pela é vitelogénese exdgena ou secundaria levando ao
aparecimento de granulos de vitelo maduros e os ovocitos apresentam gotas de lipideos,
em abundéancia. O estadgio MAD trata-se da vitelogénese final (fase exdgena), composta
pelo aparecimento do céreo delgado e glicoproteico, além das celulas foliculares
delgadas. Os granulos de vitelo e as gotas de lipideo serdo utilizados como reservas
energéticas pelos ovocitos e preencherdo quase que totalmente os ovécitos maduros,
reduzindo significativamente seu citoplasma (Sarojini et al., 1981; Chang & Shih, 1995;
Rotllant et al., 2007; Ravi et al., 2012; Soonklang et al., 2012; Zara et al., 2013; Braga et

al., 2016; Mollemberg et al., 2017).
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De acordo com os testes histoquimicos, ovogonia e ovécitos possuem citoplasma
basofilico composto por proteinas, polissacarideos neutros (glicogénio) e auséncia
polissacarideos &cidos em todas as fases do desenvolvimento, como observado em
espécies de camardes do género Macrobrachuim (Paschoal, 2017) e em caranguejos da
superfamilia Majoidea (Lanteigne et al., 1996; Mollemberg et al., 2017). No entanto, em
braquilros estudados anteriormente sob 0 mesmo aspecto apresentam reacdo positiva a
polissacarideos acidos nas fases iniciais do desenvolvimento ovariano (Zara et al., 2013;

Shinozaki-Mendes et al., 2012).

A morfologia geral do sistema reprodutor masculino de P. potimirim é semelhante
a descrita, anteriormente, para outros camardes carideos como segue: representantes dos
géneros Macrobrachium Spence Bate, 1868, Hippolyte Leach, 1814, Palaemon Weber,
1795 e da familia Atyidae de Haan, 1849 (Sandifer & Lynn, 1980; Bauer, 2004; Cobos et
al., 2011; Paschoal 2017; Paschoal & Zara, 2017; Tomas et al., 2019; Nogueira, 2019).
Contudo, algumas diferencas sdo observadas, como as descritas para Macrobrachium
rosenbergii de Man, 1879, cujo testiculo esta conectado apenas na regido anterior do

6rgdo (Chow et al., 1982).

Do ponto de vista histolégico, o sistema reprodutor machos de P. potimirim
pertence ao tipo lobular e em cada l6bulo contendo células quase no mesmo estagio de
maturacdo (espermatogoOnias, espermatdcitos primarios e secundarios), situados na
periferia dos tabulos. Deste modo, este sistema reprodutor é semelhante ao dos camarfes
carideos gonocdricos ou hermafroditas, estudados previamente (Chow et al., 1982; Sagi
et al., 1988; Braga et al., 2009; Silva et al., 2009; Nunes et al., 2010; Poljaroen et al.,

2010; Cobos et al., 2011; Paschoal, 2017; Paschoal & Zara, 2017).
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A regido proximal do vaso deferente em machos de P. potimirim é composta por
um epitélio simples com atividade secretoras e pequeno nimero de espermatozoides. Tal
regido, é dividida em anterior e posterior, com a presenca da tiflossole em uma das regides
para diferencia-las. A medida que o vaso deferente aumenta, passando para regido média
do vaso até chegar na porcdo final (DVD), a tiflossole produz maior quantidade de
secrecdo e tal estrutura foi observada em todas as porc¢des do vaso deferente no presente
estudo e ausente em uma ou duas das porcoes do vaso deferente em estudos anteriores
realizados com carideos e palemonideos (Chow et al., 1982; Sagi et al., 1988; Braga et
al., 2009; Silva et al., 2009; Nunes et al., 2010; Poljaroen et al., 2010; Cobos et al., 2011;

Paschoal, 2017; Paschoal & Zara, 2017; Tomas et al., 2019).

A regido media do vaso deferente (MVD), com o aparecimento da secre¢do do
tipo 111, possivelmente pela presenca da tiflossole. A quantidade de espermatozoides e
secrecgOes tipo I, 11 e 111, aumentam nesta regido do vaso e o volume da secre¢do produzida
pode estar associada a deposicdo do espermat6foro no esterno da fémea. No camardo
carideo Neocaridina davidi Bouvier, 1904 a dobra de células (tiflossole) é diagnosticada
apenas na porcdo média do vaso deferente (Tomas et al., 2019) e a secrecdo do tipo Il

foi relatada apenas na porgéo final do vaso deferente.

Na porc¢do final do vaso deferente (DVD), ha uma regido dilatada, a ampola
terminal com a presenca da tiflossole, com os espermatozoides concentrados na secre¢ao
do tipo I com funcdo de manutencgdo da viabilidade dos espermatozoides, nos quais esta
envolto pelas camadas da secrecdo do tipo Il com funcionalidade na manutencao da forma
e rigidez da camada espermatica e secrecdo do tipo Ill, responsédvel pela adeséo do
espermatdfaro no externo da fémea durante a copula. As diferentes secre¢des possuem
papéis distintos, que vdo desde a maturacdo até 0 momento da copula e foram relatadas

por Tomas et al. (2019) com funcionalidade semelhante para o camardo atiideo N. davidi.

79



M. C. Machado, 2020

Ao contrario dos espermatozoides de outros carideos, 0s espermatozoides de P.
potimirim e N. davidi estdo organizados em um agrupamento de trés ou quatro células na
secrecédo do tipo I. Esses pequenos grupos de espermatozoides persistem ao longo do

desenvolvimento e parecem ser exclusivos para essa familia (Tomas et al., 2019).

Os resultados do presente estudo defendem o reconhecimento do gonocorismo
para espécie, indicando a presenca de ovarios e testiculos rudimentares em individuos
com caracteres morfoldgicos externos masculino e feminino ausentes, ndo relatando a
existéncia de ovotestis (gbnadas tanto com aspectos testiculares como ovarianos) nos
camardes estudados independentemente do seu tamanho, ndo se enquadrando em nenhum

dos cinco tipos de protandria, descritos por Bauer (2000, 2001) e Baeza (2018).

O sistema sexual de machos e fémeas de P. potimirim sdo semelhantes aos
descritos para outros camardes carideos didicos. Nos quais, no presente estudo, individuos
indiferenciados também apresentaram sistema reprodutor goncorico rudimentar. Estes
resultados sdo comparaveis aos de Grilli et al. (2014), que demostraram que machos e
fémeas eram gonocoricas, porém ainda carecia de uma andlise mais refinada da
morfologia e histologia, principalmente dos individuos indiferenciados, a qual ndo foi
apresentada por estes autores. Embora em carideos incluam géneros protandricos, como
por exemplo, aqueles pertencentes aos géneros Thor Kingsley, 1878 e Lysmata Risso,
1816, os quais foram estudados por Bauer & Van Hoy (1996), Bauer (2000), Baeza et al.
(2009) e de forma mais inclusa a espécie Exhippolysmata oplophoroides (Holthuis, 1948)
estudados por Braga et al. (2009), Baeza et al. (2010) e Braga et al. (2016) e Baeza (2018),
nos quais, sdo referéncia quando o assunto é hermafroditismo protandrico simultaneo. O
camardo P. potimirim apresenta todas as evidencias que s&o organismos dioicos,

independentemente da auséncia de caracteres morfoldgicos secundarios como
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apresentado em individuos indiferenciados, comprovado por meio da histologia, sendo a

ferramenta chave para ndo gerar incognitas futuras.
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Consideracoes findis

Os resultados apresentados contribuem para uma melhor caracterizacao
morfologica, histolégica e comportamental do camardo Potimirim potimirim,
esclarecendo que esta espécie é gonocorica, sendo importante para futuros estudos sobre

a biologia comparada entre os representantes da familia Atyidae.

Apesar da controvérsia presente na literatura em relacdo ao sistema sexual, P.
potimirim trata-se de uma espécie gonocorica. O desenvolvimento ovariano é composto
por transformacBes colorimétricas e volumétricas, com trés estagios definidos para
fémeas e 0 acumulo progressivo de granulos de vitelo promove essas transformacdes. Nos
quais, essas fémeas de pequeno porte possam deslocar mais energia para formacéo de
ovocitos/ovos maiores e para a producao de reservas lipidicas para larvas.

Em machos, os vasos deferentes sdo divididos em trés regides: proximal, medial
e distal. Estas regides apresentam diferencas histoldgicas e histoquimicas entre si,
principalmente no aumento da espessura do vaso em sentido distal. A producdo e
concentracdo do espermatéfaro €& composta por trés secrecbes de carater
glicolipoprotéico, nos quais, propusemos que cada uma com apresente funcéo especifica
na maturacao, transporte, protecdo dos espermatozoides e fixacdo do espermatéfaro no
esterno da fémea. Estes, estdo organizados em um agrupamento de trés ou quatro células
em conjunto, indicando diferentes tipos de estratégia de reproducéo.

Apesar do comportamento de acasalamento de P. potimirim ndo seguir um padrao
em sua sequéncia, a copula apresentou um padrdo. A tatica de cépula apresentada é a
busca pura (“pure searching”), a qual é comum para camardes de pequeno porte,
aparentando ser um mecanismo mais eficiente para estes individuos do que a guarda de

parceiros.
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Estudos futuros que avaliem a transferéncia e a deposi¢do do espermatofaro séo
viaveis para melhor entendimento do comportamento de acasalamento e sistema
reprodutivo em questdo. Também estudos futuros relacionados aos espermatozoides

dessa familia, como por exemplo o padrdo de trés a quatro espermatozoides agregados.

Acredita-se que avangos foram alcancados contribuindo com informac6es
importantes sobre a biologia bésica, pouco descrita para representantes da familia
Atyidae, salientando a importancia do uso de diferentes ferramentas na abordagem desse

tipo de problemética.
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