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CONSIDERACOES INICIAIS

Os crustéaceos estdo entre os principais organismos marinhos comercializados com
fins ornamentais, juntamente com o0s peixes e corais. As espécies recebem o status de
“ornamentais”, principalmente, por possuirem uma coloragdo intensa e chamativa, além
de apresentarem rusticidade para sua manutencdo em aquéarios. Algumas espécies
apresentam caracteristicas que as tornam alvos ainda maiores de exploracdo, como
habitos de camuflagem, comportamentos complexos de associagdo com outras espécies,
ou sdo responsaveis por alguma funcdo especifica no aquario. Invertebrados que se
alimentam de algas indesejaveis ou de ectoparasitas sdo exemplos de organismos
interessantes na aquariofilia. Tal interesse estd concentrado, principalmente, em
camardes carideos, estenopodideos, nos ermitbes e nos caranguejos-aranha (Calado et
al., 2003a; 2003b; Gasparini et al., 2005).

Desse modo, com o grande numero de espéecies exploradas, cujos valores no
mercado sdo elevados, as tentativas em desenvolver técnicas de cultivo tém aumentado
para as espécies mais populares. Esses cultivos, além de muito rentaveis e que podem
ser desenvolvidos por unidades pequenas de producdo, poderiam diminuir o impacto
negativo da extracdo de organismos na natureza. Entretanto, existem ainda varios
estrangulamentos para que o cultivo desses organismos possa ser realizado em uma
escala comercial, de forma economicamente viavel (de modo a competir com o0 preco
dos organismos selvagens obtidos diretamente da natureza). Entre eles, a total
dependéncia da coleta de fémeas ovigeras selvagens para obtencdo de larvas é um
desses estrangulamentos, chamados popularmente como “gargalos de garrafa” (Calado
et al., 2008).

No entanto, o cultivo dessas espécies, ainda, depende da coleta de fémeas ovigeras
do ambiente natural, utilizadas como reprodutores. Contudo, se os acasalamentos
realizados em laboratdrio e as desovas subsequentes exteriorizadas pelas fémeas
mantidas em cativeiro resultarem em larvas viaveis, haveria a reducdo do nimero de
progenitores necessarios para cultivo. Tal técnica reduziria o custo da atividade e
promoveria a preservacdo desses recursos altamente valorizados, assegurando a

sustentabilidade na inddstria da aquariofilia (Tlusty, 2002; Penha-Lopes et al., 2006).



ANTUNES, M. 2017

O braquidro Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788) (figura 1A), popularmente
conhecido como “yellowline arrow crab” nos Estados Unidos e “caranguejo-aranha” no
Brasil, foi a espécie utilizada para os registros comportamentais e avaliagdo da
capacidade de reproducdo em cativeiro devido, principalmente, a sua grande
popularidade no mercado. Esta espécie de caranguejo possui alto interesse no mercado
ornamental marinho mundial, ocorrendo com abundancia em quase toda a costa
brasileira. Além disso, ja foi avaliada mediante a possibilidade de cultivo e demostrou
sucesso, com alta densidade de estocagem e altas taxas de sobrevivéncia e crescimento
durante as fazes de zoea e megalopa (Calado et al., 2008; Mendes & Valenca, 2008;
Hernandez et al., 2012).

Adicionalmente, S. seticornis € muito resistente a vida em aquarios, comumente
recomendado para hobistas iniciantes (Debelius, 1999); ndo atacam peixes nem outros
invertebrados em sistemas fechados e possuem uma coloracdo exuberante, com faixas
amarelas brilhantes sobre um fundo escuro, bem como quelipodos azulados. A espécie
tem ampla distribuicdo mundial, ocorrendo pelo Atlantico Oriental, desde Madeira até
Ilhas Canarias e Angola e Atlantico Ocidental, desde a costa dos Estados Unidos
(Florida), Golfo do México, Antilhas, Colémbia, Venezuela, Guianas até o Brasil (do

Amapa ao Rio Grande do Sul), Uruguai e Argentina (Melo, 1996).

©Joel Sartori National Geographic Photo Ark

Figura 1 - Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788). Popularmente conhecido como
“caranguejo aranha” ou “caranguejo seta”, esta ¢ a espécie nativa de caranguejo
marinho com interesse ornamental, selecionada para 0 presente estudo.

(http://www.gettyimages.com/photos/arrowcrab).
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Sistemas sexuais e padrdes comportamentais sdo caracteres filogeneticamente
informativos e podem auxiliar no entedimento sobre o agrupamento de espécies em
determinadas familias. Entre os representantes da superfamilia Majoidea, o0s
acasalamentos ocorrem, predominantemente, com machos e fémeas com a carapaca
calcificada, divergindo do padréo geral; enquanto a maioria dos caranguejos aquaticos
acasala, estando a fémea em estado de pds-ecdise recente (Jones & Hartnoll, 1997).

Neste contexto, a presente tese intitulada “Analise do comportamento reprodutivo,
ultraestrutura do sistema reprodutor e viabilidade de cultivo do caranguejo aranha
Stenorhynchus seticornis (Brachyura: Inachoididae)” pretende contribuir com
informacdes basicas sobre o comportamento reprodutivo de uma espécie de caranguejos
marinhos nativos, com interesse ornamental; além de ampliar o conhecimento a cerca da
biologia reprodutiva da mesma espécie, a qual pertencente a superfamilia Majoidea.

O primeiro e segundo capitulos visam o estudo detalhado das caracteristicas
morfo-funcionais, incluindo analise macro e microscopia dos sistemas reprodutor
feminino e masculino, com o uso de microscopia de luz e eletrdnica. Tais descricdes
possuem o intuito de avaliar a capacidade de estocagem de espermatéforos por fémeas
adultas, mantidas em condicdo de reprodutoras (tecnicamente chamadas matrizes),
verificar a existéncia de espermatoforos no vaso deferente de machos em tamanho,
ainda considerados imaturos e o entendimento dos mecanismos de deiscéncia dos
espermatoforos.

No terceiro capitulo, os esforcos foram direcionados a avaliacdo da capacidade de
copula e a reproducdo, em laboratério da espécie em foco, utilizando-se técnicas
observacionais para inferir sobre possiveis padroes.

O quarto capitulo descreve e testa um modelo de larvicultura de pequeno porte,
com baixo custo e avalia o efeito da combinacdo dos parametros salinidade e
temperatura, ideal para aplicacdo na larvicultura de S. seticornis para a costa sudeste do
Brasil.

Para a realizacdo deste trabalho estabeleceu-se uma parceria entre dois
laboratdrios de pesquisa da UNESP: O Ndcleo de Estudos em Biologia, Ecologia e
Cultivo de Crustaceos - NEBECC, com sede principal no Departamento de Zoologia,
Instituto de Biociéncias, Campus de Botucatu (SP) e o Invertebrate Morphology
Laboratory — IML, com sede no Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria,

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, com sede em Jaboticabal (SP). As

3



ANTUNES, M. 2017

atividades relacionadas ao terceiro e quarto capitulos foram desenvolvidas no
laboratorio de cultivo do NEBECC; enquanto que, todos os procedimentos laboratoriais
do primeiro e segundo capitulos foram realizados no IML.

Para a fase de larvicultura e de observacdo do comportamento de copula, foram
utilizados sistemas recirculante diferenciados. As fémeas coletadas ovigeras na natureza
foram mantidas no sistema desenvolvido para captacdo larval, descrito no quarto
capitulo desta tese (Figura 2). ApOs a eclosdo, as larvas foram transferidas para
recipientes de vidro com diferentes tratamentos (Figura 3). Enquanto que, 0s casais
selecionados para os acasalamentos foram mantidos no sistema desenvolvido por Bolla
Jr. (2014), quando esse autor avaliou os efeitos da acidificagdo oceanica no
desenvolvimento larval do caranguejo intertidal Eriphia gonagra (Fabricius, 1781)
(Figura 4).

Figura 2 - (A) Sistema recirculante para manutencdo de fémeas ovigeras e captacdo

larval. (B) e (C) Sump de recirculacdo. 1- quadro elétrico; 2- filtro ultravioleta; 3-

filtragem mecéanica e bioldgica, composta por Ia acrilica, carvdo ativado, e ceramica,

para fixacdo de bactérias nitrificantes; 4- Skimmer de proteinas.
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Figura 3 - (A) Sistema para criacdo de larvas de caranguejos marinhos ornamentais.
(B) Recipientes de vidro (500 ml). (C) Aquecedor com termostato. (D) Pedra porosa
acoplada em mangueira de silicone para aeracéo e recirculacdo da agua nas bandejas.
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Figura 4 - Sistema
recirculante para
manutenc¢do dos casais selecionados para observacdo do comportamento de copula.
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Morphological analysis of the female reproductive system of Stenorhynchus seticornis
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Abstract. We examined the female reproductive system of the yellowline arrow crab Steno-
rhynchus seticornis by means of histological and histochemical techniques. Mature speci-
mens obtained in the field were kept in the laboratory for mating experiments. After 24 h,
newly mated females were dissected, and their reproductive trait routinely processed for
embedding in historesin. The specimens examined each possessed a pair of kidney-shaped
seminal receptacles (SR), and these we classified as ventral type, based on the location of
the oviduct opening. The mesodermal dorsal region (DR) of SR consisted of a stratified
epithelium with scaly cells, while the ectodermal ventral region (VR) was composed of a
simple epithelium covered by a cuticle. The oviduct opened at the transition region (TR)
between DR and VR and had no velum. The simple epithelium of TR had more folds on
the face of the oviduct opening. The vagina exhibited the same features as the TR epithe-
lium and was contiguous to VR, anchored by muscles. In the lumen, from one to three
strata of sperm packets were observed, the dorsal one containing free sperm, and the most
ventral stratum, spermatophores. An acidophilic glycoprotein layer enclosed the strata.
Spermatophores in the ventral stratum were enclosed in a voluminous secretion, composed
by acid polysaccharides most likely from the last male mated. The ventral-type receptacle,
stratified sperm packets, and polyandry, usually observed in females of Majoidea, suggest
the occurrence of sperm competition in S. seticornis, favoring the sperm of the last male
mated, as its sperm mass is located near the opening of the female oviduct.

Additional key words: crab reproduction, seminal receptacle, spermatophores, histology

In some decapod species, the arrangement of
sperm packets within the seminal receptacles (SR) is
correlated with morphology of the storage organ,
the molting stage of the female during mating, and
the origin of the ejaculated material at the time of
fertilization (last/first copulation) (Parker 1970; Die-
sel 1991; Sainte-Marie 2007; Gonzalez-Pisani et al.
2012). Studies on the reproductive behavior of
majoids indicate that in some species, such as Ina-
chus dorsettensis (PENNANT 1777), Libinia emarginata
Leacn 1815, and Libinia spinosa H. MILNE EDWARDS
1834, mating occurs between males and hard-shelled

?Author for correspondence.
E-mail: minf@ibb.unesp.br

females (Gonzdlez-Gurriaran et al. 1998; Van Den
Brink & McLay 2009; Sal Moyano et al. 2010). In
other majoids, among them Chionoecetes opilio
(FaBricius 1788), Chionoecetes bairdi RATHBUN 1893
and Maja squinado (HErBST 1788), both hard and
soft-shelled females could mate (Baal 1953; Carlisle
1957, Adams & Paul 1983; Paul 1984). However,
copulation does not ensure that the female will use
the sperm of a particular male. Females of different
arthropods can store the genetic material of more
than one male in the SR, resulting in sperm compe-
tition (Parker 1970).

The SR of brachyuran females are extensions of
the genital tract used for reception, storage,
spermatophore dehiscence, and sperm maintenance
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(Gonzalez-Pisani et al. 2012; Zara et al. 2014),
thereby allowing sperm material to be stored for
extended periods for fertilization of consecutive
broods without copulation. This can minimize the
impact of male scarcity caused by fishing (Diesel
1989; Hinsch 1991; Paul & Paul 1992; Gonzailez-
Gurriaran et al. 1998; Sampedro et al. 1999; Sainte-
Marie 2007; Gonzalez-Pisani et al. 2012), a frequent
consequence of the male-biased capture strategy
used in many crab fisheries. A detailed evaluation of
sperm viability before and after fertilization is neces-
sary to understand the resilience of populations of
the crabs to fishing pressure (Pardo et al. 2013).
Thus, understanding the role of this storage organ is
not only of biological interest, but also essential for
the sustainable exploitation of crab species of com-
mercial interest. Crab fishery policies should take
into account the mating system of the exploited spe-
cies to avoid indirect negative effects of management
(Pardo et al. 2015).

Seminal receptacles of brachyuran females are
classified as either dorsal or ventral, based on their
position relative to the oviducts (Diesel 1991). In
dorsal receptacles, the opening of each oviduct lies
dorsal to the seminal receptacle, and ventral to the
vagina (as in Portunidae, Xanthidae, Cheiragonidae,
Tricopeltariidae, and Pilumnidae) (see MclLay &
Lépez Greco 2011). In ventral receptacles, both ovi-
duct and vagina openings are located in the ventral
region of the receptacle (as in Cancridae, Calappi-
dae, Geryonidae, Leucosiidae, Parthenopidae,
Parathelphusidae, Corystidae, Ocypodidae, Oregoni-
idae, Hymenosomatidae, Pinnotheridae, Ocypodi-
dae, Ucididae, Sesarmidae, and some species of
Majoidea) (Diesel 1991; Lépez-Greco et al. 2009;
McLay & Lopez Greco 2011). However, other stud-
ies have shown that not all species fit precisely into
this classification. For instance, in Leurocyclus tuber-
culosus (H. MILNE EDWARDS & Lucas 1842) and L.
spinosa, the connection of the oviduct with the semi-
nal receptacle occurs between the dorsal and ventral
regions in both species and thus is an intermediate
type (Gonzdlez-Pisani et al. 2012). Among Majoi-
dea, the intermediate type was previously observed
in Macrocoeloma trispinosum (LATREILLE 1825) stud-
ied by McLay & Loépez Greco (2011) and Omala-
cantha bicornuta (LATREILLE 1825) by Windsor &
Felder (2014).

The arrangement of reproductive organs, espe-
cially the connection between oviduct and seminal
receptacle in relation to the vagina, has implications
for how sperm of different males are used for
fertilization (Diesel 1991; Urbani et al. 1998;
Sainte-Marie 2007). In Majoidea, the transition
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region between dorsal and ventral epithelia has two
types of modifications, the velum and the cuticle
folds, which are similar structures that play different
roles depending on species or condition of the recep-
tacle.

According to Diesel (1989), the first and/or the
last male to inseminate the female has a greater
probability of having his sperm used in fertilization
of oocytes because of proximity of the spermatozoa
with the oviduct. Other studies of sperm competi-
tion in crabs (Urbani et al. 1998; Van Den Brink &
McLay 2009) also support these conclusions.

The species Stenorhynchus seticornis (HERBST
1788), commonly known as “yellowline arrow crab”
in the United States and “spider-crab” in Brazil, is
heavily harvested for ornamental purposes, and
numerous studies have aimed at developing large-
scale rearing methods (Debelius 1999; Calado et al.
2003a,b; Gasparini et al. 2005). However, there are
only two studies on the reproductive biology of S.
seticornis. Okamori & Cobo (2003) found that
females of this species produce large eggs and small
clutches, a strategy related to the type of larval
development. Cobo (2002) studied the breeding per-
iod and observed a high proportion (>60%) of
females carrying eggs in all seasons, indicating a
continuous reproduction pattern.

Without detailed knowledge of this species’ repro-
ductive biology, rearing techniques cannot be
improved, and aquacultural techniques that might
alleviate harvesting pressure on wild populations
cannot be developed. In the present study, we exam-
ined and described the macroscopic and microscopic
functional anatomy of the seminal receptacle of S.
seticornis. Additionally, we studied the pattern of
seminal fluid storage in newly mated females to
investigate the possibility of sperm competition.

Methods

Animal samples and macroscopic procedures

We caught crabs manually by SCUBA diving in
coastal areas of the Ubatuba region, including
Rapada Island (23°25'S; 44°54'W) and Couves
Island (23°25'S; 44°51'W), Sao Paulo, Brazil. Once
collected, crabs were placed in aerated coolers con-
taining water from the collecting site. Crabs were
individually placed in plastic containers provided
with many small perforations to allow water circula-
tion, and transported to the laboratory (Nebecc,
Unesp) at Botucatu, state of Sao Paulo, Brazil,
where experiments were performed. In the
laboratory, we randomly selected five adult male—
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female pairs of different sizes and isolated each pair
with a plastic screen that divided the aquarium.
Crabs were fed daily with pieces of penaeidean
shrimp and commercially packaged food for orna-
mental fishes. All five aquaria were provided with a
recirculating filtration system (12-h photoperiod,
salinity of 35, and temperature of 26 + 1°C). We
recorded the mating behavior of Stenorhynchus seti-
cornis using a digital video camera. The size of
males ranged 11.9-14.9 mm in carapace width
(CW), and females, 10.3 mm-12.9 mm in CW.

For the examination of the reproductive system,
recently mated mature females were anesthetized by
thermal shock 24 h after copulation, dissected, and
fixed in 4% paraformaldehyde in 0.2 mol L'
sodium phosphate buffer (pH=7.4) for 24 h. Some
receptacles immersed in fixing solution were pho-
tographed under stereomicroscope for anatomical
description. After fixation, samples were rinsed with
the same buffer, dehydrated in an ascending ethanol
series (70-95%), and embedded in historesin (glycol
methacrylate). After polymerization, blocks were
sectioned with a rotary microtome. The 5-7 pum sec-
tions were mounted on slides, and stained with
hematoxylin and eosin (HE) (Junqueira & Junqueira
1983), avoiding xylene and ethanol bath (Sant’Anna
et al. 2010).

Additionally, contents of the seminal receptacle of
two recently mated mature females with stratified
sperm packets were stained with bromophenol blue
and xylidine ponceau (Mello & Vidal 1980) for pro-
teins (Pearse 1985). Staining with PAS and Alcian
blue was carried out for neutral and acid polysac-
charides, respectively, as well as the simultaneous
staining with these dyes for the detection of the pre-
dominant polysaccharide (Junqueira & Junqueira
1983).

The mean SR size of the five females examined,
including those used in the histological analysis,
was calculated wusing the Ilargest lengthxlargest
width of each SR. The relative standard deviation
(RSD%) was calculated to examine the size
variation of SR analyzed. The values obtained
were correlated with carapace width (CW) of each
individual.

Results

Anatomy of the female reproductive system

In Stenorhynchus seticornis, the female reproduc-
tive system consisted of a pair of ovaries connected
by an oviduct, a pair of seminal receptacles (SR)
displaced to the anterior region of the cephalotho-
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rax and underneath the branchiostegite, and a
vaginal canal anchored by muscles. The relative
standard deviation of the SR revealed a size varia-
tion of 21% in length (1.9+0.4 mm) and 21.4% in
width (1.440.3 mm). The vagina originated from
the SR, extending anteriorly and ending in the
vulva. The latter opened on the ventral side of the
female body, in the sixth cephalothoracic sternite.
No remains of an external sperm plug were
observed in the opening of the vulva (Fig. 1A). In
mature females, ovaries were connected to a calyx-
shaped oviduct (OD), along with mature oocytes,
narrowing toward the SR. The calyx of eggs and
the oviduct were filled with a material consisting of
yellow refringent lipid granules that were visible in
this region when it was ruptured in aqueous med-
ium, and the material appeared to function as a
plug (Fig. 1B,C). From a dorsal-ventral view, the
SR was positioned internally on the sixth
cephalothoracic sternite but may extend beyond the
seventh and fifth sternites, up to the fourth
cephalothoracic sternite. The position may vary
according to size of the seminal receptacle (full or
empty) and size of the female (Fig. 1C). The vagina
formed an eclongated tube with at least two sets of
muscles (Fig. 1D,E,F). The first set consisted of
lateral muscles that originated from the vagina and
extended obliquely toward the thoracic sternite
(Fig. 1E,F). The second set of muscles ran parallel
to the length of the vagina from the sternum to the
ventral region of SR, near the oviduct opening
(Fig. 1F,G). Macroscopically, the oviduct extended
toward the ventral region of SR (Fig. 1B,D,G,H).

Histology and histochemistry of the female
reproductive system

In medial sagittal sections, the seminal receptacle
was kidney shaped, with the ovary located dorsal to
this structure, while the oviduct extended toward the
ventral region. In the lumen of SR of newly mated
females, sperm packets were observed in different
strata from ventral to dorsal regions (Fig. 2A).

The oviduct was composed of a glandular epithe-
lium with apocrine cells with a large lucent vesicle
that once released, filled the lumen of the oviduct
with lipid material (Fig. 2B). This material was
present along the entire oviduct forming a lipid
plug (Fig. 2C,D). No cellular division was verified
in this part of the oviduct. The oviduct opened
ventrally to the SR, after the mesodermal dorsal
epithelium and before the beginning of the transi-
tion region, between the ventral and dorsal epithe-
lia (Fig. 2D-F).

Invertebrate Biology
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Fig. 1. Diagram of the female reproductive system in Stenorhynchus seticornis (left). Gross morphology of the mature
female reproductive system 24 h after mating (right). A. Ovaries (OV) and seminal receptacles (SR) at intermediate
stage of development. Vagina opening (black arrow) anchored by a cuticle (black arrowhead). B. Transition region
between OV and SR covered by yellow and refringent lipid granules (white arrow). C. The pair of SR are kidney-
shaped and anchored by a cuticle (black arrowhead). D. The vagina (VG) is contiguous with the transition region.
E. Detail of the vagina anchored by muscles (white arrowhead). F. VG and SR showing musculature (white
arrowhead), lateral view. G. SR connected with oviduct (OD), lateral view. H. OD opened at the transition between

dorsal and ventral regions.

The epithelium in the transitional region was
characterized by several folds, which were smaller
facing the opening of the ovary and more prominent
in the region opposite to the latter (Fig. 2A,D-F).
After the transition region, the ventral epithelium
was lined by a cuticle. This epithelium formed a sac
in the region opposite the ovary opening (Fig. 2C—
E). The epithelium of the ventral region was charac-
terized by cubic cells with central nuclei, similar to
that of the vaginal epithelium (Fig. 2E).

Invertebrate Biology
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The vagina had two main sets of muscles. One
lateral set consisted of oblique fibers originating
from the ventral region of SR, and along one of the
sides of the vagina to the sternum; the second set of
muscles ran perpendicular to the axis of the vagina
anchored at the base of SR, near the oviduct open-
ing, extending to the sternum (Fig. 2C).

The mesodermal dorsal epithelium of SR was
stratified, and in the last stratum, cells with hete-
rochromatic nuclei and scaly cells were seen
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Fig. 2. A. Mature female reproductive system 24 h after mating. Longitudinal sections under light microscopy. Seminal
receptacles (SR) with three sperm packets containing spermatophores (ST) or free spermatozoa (SP) and a secretion
(S) that delimited the sperm packet (white arrowhead). B. Oviduct (OD) lacked a velum. C. Vagina (VG) encased in
simple epithelium, anchored by muscles and contiguous to the ventral region. The oviduct opened at the transition
between dorsal and ventral regions (black arrow). D. Detail at the transition region and oviduct (OD). E. The simple
epithelium of the transition region had more folds on the face of the oviduct opening, which were covered by a cuticle.
F. The dorsal region possessed a stratified epithelium with scaly cells (black arrowhead).

(Fig. 3A.B). In the SR lumen, sperm packets were
mainly concentrated near the dorsal epithelium
(Fig. 2A, 3A). One to three sperm packets were
found in newly mated females in the laboratory.
Those closest to the ventral region had sper-
matophores, and the two dorsal packets were filled
with only free sperm, each one delimited by an aci-
dophilic secretion resembling a wall. Sperm in the
most dorsal packets were immersed in a basophilic
secretion (Fig. 3A—C). The most ventral sperm
packet was separated from the others by a
basophilic secretion (Fig. 3A,C,D,E). The main

characteristic of this more ventral sperm packet
was the presence of round spermatophores
immersed in basophilic secretion and delimited by
an acidophilic secretion resembling a wall
(Figs. 3A,D.E, 4A).

The histochemical analysis revealed that free
sperm as well as spermatophores were immersed in
a protein secretion. However, the sperm packet with
spermatophores stained more strongly with xylidine
ponceau than did the free sperm. The secretion that
delimited the sperm packet was strongly positive to
proteins (Fig. 4B). The secretions of packets con-
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taining only free sperm and the secretions of the
spermatophores stained strongly for neutral polysac-
charides (Fig. 4A,B,C).

On the other hand, staining of acid polysaccha-
rides was less intense in strata containing free
sperm than in those containing spermatophores. In
addition, the secretion that surrounded the sperm
packet and resembled a wall was negative to

Invertebrate Biology
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Fig. 3. A. Mature female seminal receptacles (SR) 24 h after mating. A. SR with three sperm packets in different
strata, two with free spermatozoa (SP), those closest to the ventral region with spermatophores (ST). The dorsal region
with stratified epithelium with scaly cells (black arrowhead). B. SP positioned in dorsal and intermediate region.
C. Hematoxylin and eosin staining with ventral ST and intermediate SP in a sperm packet surrounded by acidophilic
and glycoprotein layer resembling a wall (white arrowhead) with voluminous secretion (S) composed of acid polysac-
charides. D. Hematoxylin and eosin staining of the region between ventral and intermediate sperm packet.

Alcian Blue (Fig. 4D). The simultaneous staining
for both polysaccharides confirmed that the secre-
tion of the packet containing spermatophores was
predominantly composed of acid polysaccharides,
while the packets with free sperm consisted mostly
of neutral polysaccharides (Fig. 4E). The results of
the histochemical analysis are summarized in
Table 1.
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Fig. 4. A. Mature female seminal receptacles 24 h after mating. Hematoxylin and eosin staining shows basophilic
secretion (black arrow) with spermatozoa (SP), spermatophores (ST), and an acidophilic secretion resembling a wall
(black arrowhead). (B and C) The secretion that delimited the sperm packet was strongly positive to proteins using
xylidine ponceau (white arrow). D. Staining of acid polysaccharides was less intense in strata containing free sperm
(gray arrow) than in those containing spermatophores (gray arrowhead). In addition, the secretion that surrounded the
sperm packet and resembled a wall was negative to Alcian Blue. E. The simultaneous staining for both polysaccharides
confirmed that the secretion of the packet containing spermatophores was predominantly composed of acid polysac-
charides, while the packets with free sperm consisted mostly of neutral polysaccharides (gray arrow).

Discussion

The connection of the oviduct with the seminal
receptacle in Stenorhynchus seticornis in the ventral
region, compatible with hard-female mating, is consis-
tent with most of the descriptions and observations

reported for Majoidea (Hartnoll 1969; Diesel 1991;
McLay & Lépez Greco 2011). However, beyond the
absence of velum and sperm plug, which are typically
found in Portunidae (Hartnoll 1969), some peculiarities
were observed regarding the anatomy of the oviduct.
The position of receptacles and the shape of ovaries
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Table 1. Histochemical staining pattern of free spermatozoa, spermatophores, and spermatophore wall in Stenor-

hynchus seticornis female.

Histochemical compound

Sperm packet

Free Spermatophores Spermatophore
spermatozoa wall
Acid polysaccharides ++ e -+
Neutral polysaccharides ++ +++ _
Proteins ++ +++ 4+

+++, strongly positive; ++, positive; —, negative.

may be associated with the triangular shape of the crab,
which allows the ovary to be displaced centrally, occu-
pying a large portion of the cephalothoracic cavity.

In mature females of S. seticornis, the oviduct is
filled with refringent granules that act as a plug,
blocking access from the oviduct to the seminal
receptacle during ovarian development. This feature
is similar to the “valve-like tissue” observed in the
freshwater crab  Eriocheir sinensis H. MILNE
Epwarps 1853 (Lee & Yamazaki 1990) and the
“holocrine transfer tissue” in Pinnotheridae (Becker
et al. 2011). In S. seticornis, the cells of the transi-
tion region between the oviduct and the SR contain
an apocrine instead of holocrine secretion. This
secretion of the transition region may not enter the
SR during ovarian development, as observed for
Pinnotheridae (Becker et al. 2011). Further studies
should be carried out on this tissue throughout the
gonadal cycle. In E. sinensis this tissue acts as a
valve, allowing mature oocytes to move into the ovi-
duct and preventing sperm from entering when
oocytes are released for fertilization. It also
obstructs communication between SR and oviduct
in non-ovigerous females (Lee & Yamazaki 1990).

The seminal receptacle in S. seticornis had a dor-
sal region with a mesodermal stratified epithelium
and scaly cells, and a ventral region lined by a cuti-
cle. However, the transition between these regions
lacks a velum, a structure found in most majoids
(see Table 2). Instead, near the connection of the
ventral region with the oviduct there are folds, as
has also been described in Chionoecetes opilio and
Leurocyclus tuberculosus (Sainte-Marie & Sainte-
Marie 1998; Gonzdlez-Pisani et al. 2012). The folds
are larger and more prominent in the transition
region on the opposite side of the oviduct opening,
and smaller in the transition region, adjacent to the
oviduct. According to Sainte-Marie & Sainte-Marie
(1998), the folds in the transition region guide the
ejaculates directly to the vagina, and tend to favor
the most recent male because they conduct oocytes
predominantly to the last sperm packet. Also, the
presence of strong muscles underneath these folds in
S. seticornis may play an important role during the
passage of oocytes associated with the fertilization
process, without an intermediary fertilization cham-
ber as those formed by folds in C. opilio (Sainte-
Marie & Sainte-Marie 1998). In Inachus phalangium

Table 2. Anatomical differences in the transition region between the seminal receptacle and the oviduct in different
families of Majoidea. Receptacles are classified as “dorsal” if the oviduct is opposite the vagina, “ventral” if the
oviduct is beside the vagina, and “intermediate” if it lies in between (McLay & Lépez Greco 2011).

Species Family Transition Oviduct opening into Reference
region receptacle

Stenorhynchus seticornis Inachoididae Folds Ventral Present study
Leurocyclus tuberculosus Inachoididae Folds Intermediate Gonzalez-Pisani

et al. (2012)

Inachus phalangium Inachidae Velum Ventral Diesel (1991)

Inachus communissimus Inachidae Velum Ventral Diesel (1991)
Libinia spinosa Epialtidae Velum Intermediate Gonzalez-Pisani

et al. (2012)

Pisa tetraodon Epialtidae Velum Ventral Diesel (1989)

Maja verrucosa Majidea Velum Ventral Diesel (1989)
Chionoecetes opilio Oregoniidae Folds Ventral Sainte-Marie &

Sainte-Marie (1998)
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(FaBricius 1779), 1. communissimmus Rizza 1839,
Pisa tetraodon (PENNANT 1777), and Maja verrucosa
H. MiLNE Epwarps 1834, the velum controls the
quantity of sperm used in the ventral region that
acts as a fertilization chamber, while the dorsal
region acts as a sperm storage chamber (Diesel
1991). In the case of L. spinosa, this occurs only
when the seminal content in the receptacle is small
with only free sperm inside, typical of spawned
females (Gonzalez-Pisani et al. 2012).

The outer layer of the dorsal region of the semi-
nal receptacle of S. seticornis consists of a flexible
epithelium formed by conjunctive tissue and lined
internally by a glandular epithelium. This epithelium
is highly stratified in C. opilio, L. tuberculosus, M.
squinado, Hyas araneus (LINNAEUS 1758), and Hyas
coarctatus (LEAcH 1816), and provides an environ-
ment in which spermatozoa are stored for extended
periods (McLay & Loépez Greco 2011). According
to Beninger et al. (1988), the elastic fibers observed
in the epithelium of the dorsal region of the recepta-
cle allow the expansion of the organ during mating,
when the duct of the vagina is open. The epithelium
of the dorsal chamber of Libinia spinosa and I. pha-
langium is composed of layers of cylindrical cells
lined by holocrine cells. The ventral region has a
simple epithelium of cylindrical cells internally lined
by layers of cuticle. The transition region between
the dorsal and ventral chambers consists of oval
cells with elongated nuclei and muscle fibers (Diesel
1991; Sal Moyano et al. 2010).

In S. seticornis, the ventral epithelium exhibits
the same characteristics observed in the vaginal
epithelium composed of cubic cells with central
nuclei. Two groups of muscles support the vagina
and contract the opening of the vagina and vulva,
allowing access by the male pleopods during mat-
ing, control water inflow and entry of sper-
matophores into the receptacle, and flex the
abdomen during spawning (Watson 1970; Beninger
et al. 1988). While some species such as L. tubercu-
losus, L. spinosa, and H. araneus have a “vulvar
valve,” a flexible membrane continuous with the
vaginal wall that internally blocks the vulva (Hart-
noll 1968; Gonzalez-Pisani et al. 2012), S. seticornis
lacks such a structure.

The arrangement of sperm packets observed in
newly mated females of S. seticornis is similar to that
reported for other Majoidea, in which packages are
stored in the dorsal region of the receptacle. (Diesel
1989; Sainte-Marie & Sainte-Marie 1998). Twenty-
four hours after mating, the packet positioned more
ventrally still contained apparently intact sper-
matophores, similar to that observed in C. opilio. In
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the latter, spermatophores are densely aggregated
and intact after transfer (Beninger et al. 1988). Ben-
halima & Moriyasu (2000) reported two types of
spermatophores based on the composition of the
wall surrounding them. These authors suggested that
some spermatophores rupture during mating, while
others persist and are stored in the receptacle. This
indicates that fertilization by the last male is ensured
due to the quantity of spermatophores capable of
immediate dehiscence (Benhalima & Moriyasu
(2000). Diesel (1989, 1990) observed that in mating
experiments, males of I. phalangium transfer a single
sperm packet, enclosed by sperm gel, to the lower-
most region of each receptacle, a behavior similar to
that observed in S. seticornis.

On the other hand, in histological sections of
receptacles of adult individuals of L. spinosa no
intact spermatophores were observed, indicating that
spermatophores rupture during mating; this pattern
is likely to favor sperm from the last male when
there is sperm competition among stored ejaculates
(Sal Moyano et al. 2010). The presence of free
sperm in the dorsal chamber of the receptacle and
absence of spermatophores in the ventral region
indicate that L. spinosa does not store sperm for
extended periods (Sal Moyano etal. 2010;
Gonzalez-Pisani et al. 2012). These authors sug-
gested that this species, as well as L. tuberculosus,
mate only once during the breeding season, using all
sperm stored for each brood. Based on the scarce
quantity of secretion in the receptacle of S. seticor-
nis, spermatozoa are apparently stored for a short
period and used rapidly. However, further studies
are needed to determine shelf life of sperm packets
in strata.

The chemical composition of secretions that fill
the receptacle and surround the sperm packets con-
sist mainly of proteins, combined with acid and neu-
tral polysaccharides. Bactericidal and bacteriostatic
activities have been attributed to acid polysaccha-
rides. The source (and role) of secretions found in
the receptacle of S. seticornis cannot be determined
from our study because they could be mixed with
secretions introduced by the male during insemina-
tion (Beninger et al. 1993). Possible roles of secre-
tions include antimicrobial action, especially against
bacteria (Johnson 1980; Beninger et al. 1993; Jensen
et al. 1996; Jayasankar & Subramoniam 1997; Zara
et al. 2014), and removal of dead sperm (Sal Moy-
ano et al. 2010). These acid polysaccharides con-
tinue to be produced after spermatophore
dehiscence, indicating that the wall that surrounds
spermatophores acts as a protective capsule for sper-
matozoa during mating (Zara et al. 2014).
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The basophil secretion surrounding the packet of
spermatophores found in the most ventral region of
the receptacle might be produced by the male and
transferred with sperm during mating. During ejacu-
lation, crab males transfer first a large volume of
seminal plasma, followed by a small volume of sper-
matophores (Diesel 1991; McLay & Loépez Greco
2011). The seminal plasma and spermatophores are
stored separately; spermatophores harden and form
a wall, and the seminal plasma becomes thicker
(sperm gel), acting in the displacement of ejaculates
from previous mating (Ryan 1967; Diesel 1991). The
sperm packet with spermatophores observed in the
receptacle of S. seticornis is similar to those
observed in females of the majoids 1. phalangium
and C. opilio, in which sperm packets were consid-
ered to be individual ejaculates from a single male
(Diesel 1989, 1990; Urbani et al. 1998, respectively).

Studies using genetic markers have demonstrated
that in crabs with a ventral receptacle, the sperm
of the last male is the most likely to be used,
mainly because of the proximity of the ventral
region with the fertilization site (Diesel 1990; Koga
et al. 1993; Urbani et al. 1998). In Metacarcinus
magister (DANA 1852), microsatellites were used to
determine paternity of embryos produced through
controlled laboratory mating and from mated
females in the wild. Multiple paternity was discov-
ered in clutches from controlled matings and in
40% of clutches carried by crabs of unknown mat-
ing history (Jensen & Bentzen 2012). Among spe-
cies with female sperm storage organs and
polyandry, the mechanisms of sperm competition
often result in single paternity. Such mechanisms
include sperm stratification (in which the last male
displaces previous ejaculates to the dorsal region of
the receptacle), and probably removal of sperm
(males remove previous ejaculates with gonopods)
(Birkhead & Hunter 1990; Beninger et al. 1991;
Urbani et al. 1998). The position, insertion, and
types of setae of the first gonopod, together with
the male’s hook-shaped gonopods, suggest that this
structure functions in the removal of spermathecal
contents prior to a consecutive mating. These fea-
tures may reduce sperm competition within the
spermatheca (Beninger et al. 1991). Other studies
have hypothesized that the underlying rosette
glands could discharge the secreted seminal fluid
through gonopod pores during copulation (Diesel
1989). While this function seems implausible for 1.
phalangium due to the reduced length of these setae
(Rorandelli et al. 2008), the role of gonopods in
sperm competition in S. seticornis and other majids
needs further analysis.
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In conclusion, because the mature females of S.
seticornis we examined were probably inseminated
in the wild and our histological sections were
obtained after mating in the laboratory, the arrange-
ment of ejaculates in the SR may be a result of
sperm stratification. In addition, the packets con-
taining free sperm may have originated from prior
copulations in the wild, while the packet with intact
spermatophores was most likely from the more
recent mating observed in the laboratory. Thus, S.
seticornis may be a good model for studies on sperm
competition.
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CAPITULO I

Morfologia do sistema reprodutor masculino e
mecanismos de deiscéncia dos espermatoforos de
Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788) (Decapoda,

Majoidea, Inachoididae)

Peri6dico escolhido para enviar este manuscrito: Invertebrate biology
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Resumo

Por meio da descricdo do trato reprodutor masculino do caranguejo Stenorhynchus
seticornis, utilizando microscopia de luz (ponto de vista histolégico e histoquimico) e
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) do vaso deferente (D), foi possivel propor
como ocorre a formacdo dos pacotes espermaticos no receptaculo seminal de fémeas
recém-copuladas. Adicionalmente, foi investigada a morfologia do primeiro par de
gonopddios e 0s mecanismos de deiscéncia dos espermatéforos (ST) do vaso deferente
(machos), e do receptaculo seminal (SR) de fémeas recém-copuladas. O par de
testiculos é tipo tubular e o par de VD consiste de trés porcdes: anterior (AVD),
dividida em proximal (AVDp) preenchida por espermatozoides livres (SP) e distal
(AVDd) com espermatéforos em formagdo (ST); porcdo mediana (MVD), com
espermatoforos totalmente formados; e posterior (PVD) com secrecdes granulares. O
par de glandulas acessérias (ACG), que produz somente secrecdo, esta localizado na
regido de transicdo entre a MVD e PVD. Os STs com diferentes tamanhos, proveniente
da MVD dos machos observados nao sofreram deiscéncia por hidratacdo em agua do
mar, enquanto que os STs provenientes do RS das fémeas sofreram rapida deiscéncia
quando submetidos a0 mesmo experimento. A MEV revelou a presenca de dentes na
porcdo distal dos gonopddios (machos), que podem contribuir para a ruptura da parede
externa do ST, durante a transferéncia espermatica. As secrecdes da PVD e ACG séo
transferidas juntamente com os espermat6foros e sdo responsaveis pela formacdo dos
estratos espermaticos observados nos RS de fémeas recém-copuladas, contribuindo para
0 processo de competicao espermatica.

Palavras-chave: testiculo, vaso deferente, histologia, glandula acessoria, Inachoididae
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Introducgdo

Estudos sobre a morfologia do sistema reprodutor masculino e a formagéo de
espermat6foros de Decapodes sdo essenciais para a compreensdao dos processos de
maturacdo sexual das espécies, aléem de viabilizar ensaios de monitoramento de
populacbes em ambiente natural e/ou cultivo das espécies em cativeiro (Jerry 2001;
Akarasanon et al. 2004; Lopez Greco et al. 2007). O sistema reprodutor de machos das
espécies de braquilros ja estudados previamente é constituido por um par de testiculos,
0s quais sdo classificados como lobular ou tubular (Simed et al. 2009; Stewart et al.
2010; Zara et al. 2012; Nascimento & Zara 2013; Tiseo et al. 2014). De acordo com
Minagawa et al. (1994) and Nagao & Munehara (2003), testiculos lobulares séo
compostos por numerosos l6bulos seminiferos no mesmo estagio de maturacgdo, acinus
ou cistos conectados a um duto seminifero como um eixo central, enquanto que
testiculos tubulares consistem de um unico tubulo testicular altamente convoluto, com
células em diferentes estagios de maturacdo. O testiculo do tipo tubular tem o vaso
deferente dividido numa regido anterior ou proximal (AVD), onde os espermatoforos
sdo produzidos, uma regido mediana (MVD) e uma regido posterior ou distal (PVD)
(Zara et al. 2012; Klaus et al. 2013).

Em algumas espécies de braquidros, principalmente Majoidea, 0s machos
apresentam um par de glandulas acessorias (ACG) na porcao distal do vaso deferente.
Esta glandula pode variar em relacdo a posicdo, morfologia e funcéo, as quais causam
algumas controvérsias com relagdo a sua denominacdo (Simed et al. 2009). Quando
posicionadas na regido da MVD sdo denominadas de diverticulos e/ ou expansfes e na
PVD de cecos, atuando na producdo de secrecGes que auxiliam a transferéncia dos
espermatoforos (Diesel 1989; Simeo et al. 2009; Tiseo et al. 2014). Os espermatdforos
sdo transportados pelos ductos ejaculatorios, que sdo conectados ao primeiro par de
pledpodos, os quais sdo modificados em gonopddios (Beninger et al. 1991). Os
gonopodios sdo utilizados na transferéncia dos espermatéforos para dentro do
receptaculo seminal da fémea, no momento da cépula (Bauer 1986). O formato peculiar
dos gonopddios e a presenca de microestruturas, tais como cerdas e dentes, sugerem
que as mesmas possuem diferentes funcbes durante a copula (mecanismo de insercdo =
funcdo das cerdas) (Sal Moyano et al. 2011). A presenca de dentes no canal ejaculatério

do primeiro par de gonopddios pode contribuir para o rompimento dos espermat6foros,
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durante a transferéncia espermatica, atuando como um mecanismo adicional para a
deiscéncia (Rorandelli et al., 2008). O processo causador da deiscéncia dos
espermat6foros no receptaculo seminal dos caranguejos varia entre as espécies
(Beninger et al. 1993). Em Chionoecetes opilio (Fabricius, 1788), a ruptura da parede
dos espermatéforos ocorre por meio de absorcdo de agua, quando o espermatoforo esta
exposto a agua do mar Beninger et al. (1988, 1993). Enquanto que, no portunoidea
Arenaeus cribrarius (Lamarck, 1818), a ruptura dos espermat6foros ocorre somente na
presenca de secrecBes do receptaculo seminal da fémea, durante a dissolu¢do do plug
espermatico, assim como observado em estudos anteriores (Spalding 1942; Adiyodi e
Anilkumar 1988; Diesel 1989; Zara et al. 2014).

Em estudo recente sobre o receptaculo seminal de fémeas recém-copuladas de
Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788), Antunes et al. (2016) sugerem que 0 arranjo
dos pacotes espermaticos observados nas fémeas, pode ser resultado de estratificacao
espermatica e que o papel dos gonopodios nos mecanismos de competicdo espermatica
devem ser analisados com maior detalhe. Visto que, a posicdo, insercdo e 0s tipos
morfologicos de cerdas existentes no primeiro gonopodio podem funcionar na remogéo
do contetido espermatico inserido previamente no receptaculo seminal das fémeas pelo
altimo macho a realizar a copula, reduzindo a competicdo espermatica no interior dos
receptaculos seminais (Beninger et al. 1991). Além disso, a estratificacdo espermatica
(na qual o ultimo macho desloca os ejaculados prévios para regido dorsal do
receptaculo) pode contribuir para a paternidade unica em fémeas que possuem érgaos de
armazenamento espermatico (Birkhead & Hunter 1990; Beninger et al. 1991; Urbani et
al. 1998).

No entanto, os mecanimos que envolvem a formacdo dos estratos ainda é
desconhecido. Assim, este estudo visou a descri¢do do trato reprodutor masculino de S.
seticornis dos pontos de vista histoldgico e histoquimico, a varredura do vaso deferente
(VD), Gladula Acesséria (ACG) e do gonopddio. Adicionalmente, foram determinados
0s mecanismos de deiscéncia dos espermatoforos (SPT), oriundos do VD de machos e

do RS de fémeas recém-copuladas, em agua do mar.
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Material & Métodos

Amostras bioldgicas e procedimentos histolégicos

Os caranguejos foram coletados por meio de mergulho autbnomo em é&reas
costeiras da regido de Ubatuba, incluindo a llha Rapada (23°250S; 44°540W) e a llha
das Coves (23°250S; 44°510W), Sdo Paulo, Brasil. Uma vez coletados, os individuos
foram alocados em caixas térmicas contendo &gua do local de coleta e aeracdo,
individualizados em recipientes plasticos perfurados para circulacdo de &gua e
transportados para o laboratério. Em laboratério, dez casais adultos de tamanhos
diferentes, mensurados com paquimetro de precisdo (0.1 mm), foram selecionados
randomicamente e mantidos isolados em aquérios divididos por tela plastica. Os
caranguejos foram alimentados diariamente com pedagos de camardo e com racdo para
peixes ornamentais. Os aquarios eram providos de sistema recirculante de filtragem (12-
h fotoperiodo, salinidade de 35, e temperatura de 26 + 1°C). O tamanho dos machos
variou de 7.6 a 14.9 mm de largura de carapaca (LC), e as fémas, de 9.6 mm a 11.0 mm
de LC.

Anatomia, histologia e histoquimica

Para andlise do sistema reprodutor, seis machos maduros foram anestesiados por
choque térmico, dissecados e fixados em paraformaldeido a 4% e tampéo fosfato 0,2 M
(pH =7.4) por 24h. Parte dos sistemas reprodutores imersos em solucdo de fixagdo foi
fotografada em estereomicroscopio para descricdo anatdbmica. Apos a fixacdo, as
amostras foram lavadas no mesmo tampéo, desidratadas em série crescentes de etanol
(70 a 95%), embebidas e incluidas em historresina Leica® (glicol metacrilato). Apos a
polimerizacdo, os blocos foram cortados no micrétomo rotativo. Os cortes de 5a 7 um
foram montados em laminas e corados com hematoxilina e eosina (HE) (Junqueira &
Carneiro 1983), evitando-se banhos de xilol e alcool (Sant’ Anna et al 2010).

Adicionalmente, testiculo e vaso deferente foram analisados quanto a
distribuicdo de proteinas por meio das técnicas de azul de bromofenol (Pearse, 1985) e
xylidine ponceau (Mello & Vidal 1980), polissacarideos neutros e acidos por meio das
técnicas PAS e azul de Alcian, respectivamente, além de ambas as técnicas conjugadas
para deteccdo preponderante de um tipo de polissacarideos (Junqueira & Junqueira
1983).
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Amostras do vaso deferente e do primeiro gonopddio foram fixados em solugéo
Karnovsky (glutaraldeido 2,5% e paraformoldeido 2%) em tampéo cacodilato de Sodio
0,1 M (pH 7,4) e posteriormente desidratadas em banhos de etanol com concentragdes
crescentes (50%, 75%, 95%, absoluto) em temperatura ambiente. Apos a desidratacao,
as amostras foram secas em ponto critico EMS 850. Em seguida, o material foi montado
em stubs de aluminio, vaporizados com ouro usando DESK Il DENTON VACUUN e
examinadas em microscopio eletrdnico de varredura JEOL - JSM 5410, com voltagem

variando de 10-20 KV e documentado por fotografia no proprio microscopio.

Experimentos de Deiscéncia

A deiscéncia dos espermatoforos foi realizada de acordo com Beninger et al.
(1993). Dentre os casais mantidos para a experimentacdo, trés foram escolhidos
randomicamente para esta parte do estudo. Primeiramente, os espermatdéforos oriundos
do vaso deferente dos machos e embebidos em fluido seminal, e os espermatéforos
provenientes do receptaculo seminal de fémeas recém-copuladas foram inseridos
separadamente em laminas escavadas e diluidos em 1ml de dgua do mar. Em seguida,
uma outra amostra com material do vaso deferente foi diluido em 1ml da matriz do
receptaculo seminal das fémeas. Os espermatoforos foram observados apés 5, 7, 15, 30,
60, 70, 80, 90, 100, 110 e 120 min transcorridos. Os espermatoforos foram fotografados
em Microscépio de Contraste de Fase Leica DM200 com software Leica IM50 e com

Microscopio de Contraste Interdiferencial de Normarski (DIC) Zeiss® Axio Imager Z2.
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RESULTADOS

Anatomia do sistema reprodutor de machos

O sistema reprodutor de S. seticornis € formado por dois blocos convolutos
ligados por comissura dificilmente preservada na disseccdo. (Fig. 1A). Devido a
arquitetura corporea desta espécie, pouco usual, o testiculo limita-se a regido anterior
cefalotoraxica, tornando-se extremamente convoluto (Fig. 1A-C). Quando dissecado, a
comissura que interliga os testiculos normalmente sofre ruptura (Fig. 1C). O vaso
deferente pode ser divido em trés regides: anterior (AVD), média (MVD) e posterior
(PVD). A AVD, logo apés o testiculo é um tubulo delgado, sinuoso e esbranquicado
(Fig. 1A e C). A MVD tem como caracteristica anatdmica ser menos convoluta e
dilatada, com coloracdo branco-leitosa. Na regido de transicdo entre a MVD e PVD,
observa-se o conjunto de glandulas acessorias (ACG), bem desenvolvidas, de aspecto
saculiforme e alongadas (Fig. 1C e D). A PVD tem a superficie bastante ondulada e

apresenta-se menos esbranquicada que a MVD (Fig. 1 D).

Histologia, histoquimica e microscopia de varredura do sistema reprodutor masculino

Testiculo do tipo tubular, com a luz do tubulo seminifero bastante ampla em
determinadas regides (Fig. 2 A). As celulas germinativas encontram-se no mesmo
estagio de espermatogénese, distribuidas aleatoriamente ao longo do testiculo (Fig. 2
B). As espermatog6nias ficam localizadas em um dos pélos, sobre o tubulo seminifero
(Fig. 2 C). Os espermatdcitos primarios, facilmente identificaveis, por apresentarem em
seus nucleos volumosos, os diferentes estagios da préfase meidtica (Fig. 2 D). Os
espermatocitos secundarios apresentam cromatina bastante homogénea (Fig. 2 E).
Durante o processo de espermiogénese, as espermatides modificam seu nucleo de
arredondado para a forma de letra “C”, a0 mesmo tempo em que a vesicula acrossomal,
PAS positiva, vai aumentando em volume. Ainda nesta etapa, as células acessorias ou
células de sertoli, apresentam os nlcleos bastante volumosos e citoplasma desenvolvido
(Fig. 2 F). Os espermatozoides, encontrados na luz do tabulo seminifero, possuem a
vesicula acrossomal completa, circundado quase que, completamente, pelo nucleo

delgado em forma de “C”, além da presenca de bragos radiais (Fig. 2 G).
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A AVD pode ser divida em duas porgoes distintas: a proximal (AVDp) e a distal
(AVDd), devido a formacéo dos espermatoforos. Os espermatozoides na luz da AVDp
encontram-se livres, formando uma massa compacta de células. Entremeando o0s
espermatozoides ha uma pequena quantidade de secre¢do eosinofila negativa para
proteinas, mas com intensa reacdo para polissacarideos neutros (Fig. 3A-C). O epitélio
desta porc¢do varia de pavimentoso a cubico simples, sendo cubico na AVDd, assentado
sobre delgada camada muscular (Fig. 3A-C). Na AVDd a secrecdo eosinofila,
intensamente reativa ao PAS, separa as massas dos espermatozoides em estruturas
circulares formando os espermatéforos (Fig. 3 C). O epitélio torna-se mais alto, porem
ainda cubico, com nucleos ocupando a regido central (Fig. 3D).

A MVD encontra-se repleta de espermatoforos, os quais estdo imersos em uma
secrecdo homogénea. Nota-se nesta regido, quando fraturada ao SEM, a formacdo de
aglomerados de espermatozoides, cuja parede envoltdria € pouco conspicua (Fig. 3 E-
F). Somente com a remocdo do conteudo estocado na MVD, nota-se que O0s
espermatoforos apresentam parede extremante delgada (Fig. 3 G-H). Ao microscépio de
luz, a secrec@o luminal € eosinofila, intensamente reativa para proteinas, polissacarideos
neutros e acidos (Fig. 3 I-L). O epitelio colunar simples desta regido esta assentado
sobre uma camada muscular mais espessa que a regido anterior (Fig. 3 1). A transicéo
entre a MVD e a PVD é marcada pela abertura das glandulas acessorias. A PVD
encontra-se preenchida por secrecdo, com auséncia de espermatéforos, estando estes,
estocados somente na MVD (Fig. 4A).

A glandula acesséria € uma estrutura saculiforme, alongada, recoberta por
inimeras fibras musculares, dispostas em diferentes sentidos, relembrando uma trama.
Quando fraturada, nota-se que o limen encontra-se totalmente preenchido por secre¢édo
(Fig. 4 B e C). A porcdo mais saculiforme da glandula encontra-se preenchida por trés
tipos distintos de secrecdes. A secrecdo tipo 1, homogénea e eosinofila, separada uma
da outra pela presenca da secrecdo tipo 2, basofila, o que torna a secrecdo tipo 1
semelhante a um mosaico. Nas margens da secrec¢do 1, encontra-se a secre¢do tipo 3,
menos eosindfila, a qual recobre a periferia da porcao de secrecdo do tipo 1 (Fig. 4 E-1).
O epitélio desta por¢do da glandula € simples e pavimentoso e esta assentado sobre uma
espessa camada muscular (Fig. 4 A-B-E). Parte da glandula acesséria, proximo da
regido de abertura da PVD, sofre uma modificacdo, tornando-se mais estreita e

composta por epitélio cubico, também envolto por musculatura, porém mais delgada
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(Fig. 4 F). Do ponto de vista histoquimico, a secre¢do do tipo 1 € glicoproteica,
apresentando somente polissacarideos neutros. A secrecdo do tipo 2 é composta por
polissacarideos &cidos e neutros, sendo fortemente reativa para polissacarideos neutros.
A secrecdo do tipo 3 é composta exclusivamente por proteinas (Fig. 4 G-H-I).

A PVD encontra-se preenchida exclusivamente por trés diferentes tipos de
secre¢des, com aspecto mais fluido e menos compacto. A secre¢éo do tipo 1 forma uma
matriz finamente granular, a qual parece ser produzida pelo epitélio dessa mesma
regido. Esta secrecdo é aciddfila e fracamente reativa para proteinas, sendo
intensamente positiva para polissacarideos neutros e, negativa para 0s A&cidos.
Circundando secrecdo do tipo 1, encontra-se a secre¢do do tipo 2, basofila com reacdo
positiva para polissacarideos neutros e acidos. Ainda na PVD, encontra-se a secre¢do do
tipo 3, globular, positiva exclusivamente para proteinas (Fig 4 J-L). O epitélio da PVD,
extremante sinuoso, apresenta as mesmas caracteristicas do epitélio da glandula

acessoria. (Fig. 4. M).

Deiscéncia dos espermatoforos

Os espermatoforos oriundos da MVD, mantidos em agua do mar, nao
apresentaram deiscéncia apos observacao por um periodo de 120 minutos (Fig 5 A e B).
Contudo, o material procedente do receptaculo seminal, apesar de manterem massas
espermaticas aparentemente arredondadas, ndo é constituido de espermatéforos (Fig. 5
C). O material existente no receptaculo seminal, quando analisado em maiores
aumentos ao microscopio DIC, confirmou a presenca de espermatozoides com até cinco
bracos radiais, sendo um deles o processo mediano posterior (Fig. 5 D). A andlise da
ultraestrutura do primeiro par de gonopodio revelou a presenca de dentes extremamente
agudos, 0s quais se encontram concentrados, particularmente, no apice interno do canal
gonopodial. Todo o restante do canal, no qual passam os espermatéforos, € liso (Fig. 5.
E-H).
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Figura 1. Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788). (A) Diagrama do sistema reprodutor
masculino (esquerda). Morfologia geral do sistema reprodutor masculino (direita) (A e
B). Nota-se o par de testiculos, localizado em ambas as margens superiores do
cefalotérax, continuo com o par de vasos deferentes, 0s quais se estendem
longitudinalmente sobre o hepatopancreas e abaixo do coracdo, em direcdo a regido
posterior ventral do corpo. (C) Esquema geral do vaso deferente mostrando as diferentes
regibes anatdbmicas e glandula acessoria. (D) Detalhe da glandula acessoria. . T=
testiculo; AVD= vaso deferente anterior; MVD= vaso deferente médio; PVD=vaso
deferente posterior; ACG= glandula acessoria.
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Figura 2. Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788). Sistema reprodutor masculino. (A)
Testiculo tubular com zonas de maturacdo regionalizadas, células no mesmo estagio de
desenvolvimento e luz do tdbulo seminifero (seta preta) em HE. (B) Zona de maturacéo
mostra espermatocitos primarios (SPC 1) distribuidos aleatoriamente ao longo do
testiculo e espermatides (ST). (C) Espermatogonias (SPGO) sobre o tibulo seminifero.
(D) SPC1 em diferentes estagios de profase meidtica. (E) Espermatdcitos secundarios
(SPC2). (F) Espermatides (seta negra) com vesicula acrossomal PAS positiva e células
de sertoli (cabeca de seta negra) durante processo de espermiogénese. (G)
Espermatozoides na luz do tdbulo seminifero, vesicula acrossomal completa (seta
branca) e bragos radiais (cabeca de seta branca).
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Figura 3. Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788). Sistema reprodutor masculino. (A e
B) Vaso deferente anterior proximal (AVDp), com aglomerado de espermatéforos livres
imersos em secrecdo eosinofila negativa para proteinas. Epitélio cubico simples com
camada muscular delgada (cabeca de seta negra). (C) Formacao dos espermat6foros no
vaso deferente anterior distal (AVDd), com secrecdo eosinofila intensamente reativa ao
PAS (cabeca de seta negra). (D) Vaso deferente médio (MVD) com espermatoforos e
epitélio mais alto, com nucleos ocupando a regido central (cabeca de seta negra). (E-F)
Espermatéforos sdo revestidos por uma pelicula delgada. (G e H) Regido da glandula
composta somente por secre¢do. MEV. (1) Epitélio da MVD é colunar simples com
camada muscular menos espessa que da AVD (seta negra). (I-L) Secre¢do da MVD é
eosinofila, intensamente reativa para proteinas, polissacarideos neutros e &cidos (cabeca
de seta negra).
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Figura 4. Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788). Sistema reprodutor masculino. (A)
Regido de transicdo entre o vaso deferente médio (MVD) e vaso deferente posterior
(PVD) marcada pela abertura da glandula acesséria (ACG). (B) ACG preenchida
somente por secrecdo. (C) ACG recoberta por inumeras fibras musculares (seta preta) e
limen totalmente preenchido por secrecdo (cabeca de seta). (D) Detalhe das fibras
musculares da ACG. (A-B-E) Glandula acesséria encontra-se preenchida por trés tipos
de secrecdes. Tipo 1 (S1), homogénea e eosindfila; tipo 2 (S2), basoéfila; e tipo 3 (S3),
menos eosinofila e envolvendo a secrecdo do tipo 1. (F) Glandula torna-se mais estreita
e com epitélio cubico, envolto em musculatura mais delgada (seta negra) na regido mais
proxima da abertura da PVD. (G-H-1) S1: glicoproteica com polissacarideos neutros.
S2: polissacarideos acidos e neutros. S3: proteinas. (J-M) PVD preenchida por trés
secrecOes distintas. A S1 é finamente granular, acidofila e fracamente reativa para
proteinas; a S2 é basofila, positiva para polissacarideos acidos e neutros; e a S3 €
globular e reativa para proteinas. (K) Epitélio da PVD simples, sinuoso e assentado em
espessa camada muscular (seta negra).
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Figura 5. Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788). Deiscéncia dos espermatéforos da
MVD ap6s 5 min em &gua do mar (A). Espermatéforos da MVD intactos, apos
permanéncia de 120 min em &agua do mar. (C) Aglomerados de espermatozoides
oriundos do receptaculo seminal, apés 5 min em agua do mar. (D) Aglomerados de
espermatozoides analisados ao DIC (setas apontam para bracos radiais). (E) Visao geral
do primeiro gonopodio. Regido apical com poros e setas de diferentes tamanhos. (F)
Visdo interna do canal gonopodial, mostrando parede totalmente lisa. (G) Detalhe da
abertura no apice do primeiro gonopddio revestida por dentes. (H). Detalhe dos dentes
que revestem a abertura do primeiro gonopddio.
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Discussdo

Em Brachyura, o sistema reprodutor dos machos localiza-se na regido do
cefalotorax, sobre o hepatopancreas, estendendo-se longitudinalmente em ambos os
lados do corpo (Krol et al. 1992; Sime¢ et al. 2009). Em S. seticornis, o testiculo limita-
se a regido cefalotoraxica anterior, devido a sua morfologia corporea distinta (alongada
no sentido antero-posterior). A comissura observada por Mouchet (1931), que conecta
os testiculos estda presente, mas é extremante delicada; visto que, rompia-se com
facilidade durante a dissec¢do dos espécimes estudados. O testiculo segue o padréo
observado em outros Majoidea (Kon & Honma 1970; Sapelkin & Fedoseev 1981;
Simeo et al. 2009) e classifica-se como tubular, pois consiste em Gnico tabulo altamente
convoluto (Minagawa et al. 1994; Nagao & Munehara 2003). Com excecdo de espécies
pertencentes as superfamilias Grapsoidea (Tiseo et al. 2014) e Xanthoidea (Binford,
1913), a maioria das espécies de Brachyura apresentam testiculos do tipo lobular
(Simed et al. 2009; Zara et al. 2012; Nascimento & Zara 2013), compostos por
numerosos lébulos seminiferos e cada I6bulo, envoltos por células acessorias, libera
espermatozoides no interior do ducto seminifero (Gupta & Chatterjee, 1976; Hinsch,
1988; Minagawa et al. 1994; Suganthi & Anilkumar, 1999; Moriyasu et al. 2002; Nagao
& Munehara, 2003; Garcia & Silva, 2006; Cuartas & Petriella, 2007; Jivoff et al. 2007;
Castilho et al. 2008; Stewart et al. 2010; Zara et al. 2012).

Apesar do testiculo de S. seticornis ser do tipo tubular, as células germinativas
estdo distribuidas aleatoriamente, sem a delimitacdo de zonas especificas para cada
atividade celular, como proposto por Nagao & Munehara (2003) e observado em outras
espécies de braquilros, que possuem testiculos tubulares (Binford 1913; Erkan et al.
2009; Simed et al. 2009, 2010). Em S. seticornis, estas zonas sdo observadas em corte
transversal, sendo sequenciais em cada altura, enquanto que, em Maja brachydactyla
Balss 1922, por exemplo, o tubulo seminifero é divido em trés zonas, chamadas de
germinativa, de transformacdo e zona de evacuacdo, em que cada regido apresenta um
conteldo diferente e desempenha um papel especifico durante a espermatogénese
(Simed et al. 2009).

A espermatogénese em S. seticornis segue o padrdo geral descrito para outras
espécies de Brachyura (Castilho et al. 2008; Santos et al. 2009; Zara et al. 2012; Tiseo

et al. 2014), sem diferenciacdo entre os estagios de espermatides e diminui¢do do
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volume do nucleo, como observado em Portunoidea (Stewart et al. 2010; Nascimento e
Zara 2013) e Ucididae, como Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) estudado por Castilho
et al. (2008) e diferindo de M. brachydactyla, no qual ndo foi notado redugdo do nucleo
(Simed et al. 2009).

Quando formados, os espermatozoides de S. seticornis tornam-se estruturas
penta radiais, com cinco bracos laterais, semelhante & morfologia observada em Inachus
phalangium (Fabricius, 1775) (Rorandelli et al. 2008) e que representa uma tendéncia
geral entre os Brachyura (Felgenhauer & Abele 1990). No entanto, nos Majoidea
Cyrtomaja furici Richer de Forges & Guinot, 1988 e Platymaia rebierei Guinot &
Richer de Forges, 1986 (Inachinae), Sphenocarcinus stuckiae Guinot & Richer de
Forges, 1986, S. orbiculatus Guinot & Richer de Forges, 1986 e Libinia emarginata
Leach, 1815 (Pisinae), os espermatozoides possuem apenas trés bragos laterais (Hinsch,
1969; Jamieson et al. 1998). Em Chionoecetes opilio (Oregoninae) verificou-se uma
variacdo de quatro a dez bracos nucleares, mas as projecoes ndo foram distinguidas
entre nucleares laterais ou ventrais (Chiba et al. 1992; Rorandelli et al. 2008). De acordo
com Jamieson et al. (1998), a morfologia dos espermatozoides de caranguejos
braquiuros parece ser uma adaptacdo funcional para o encapsulamento dentro do
espermatoforo ou para o contato entre o esperma e 0s ovocitos. Em adi¢do aos bracos
laterais, pode haver uma extensdo mediana posterior que pode conter materiais
nucleares com ou sem microttbulos (Tudge et al., 2014). Além de S. seticornis, estas
extensdes também foram observadas em L. emarginata e Phito Iherminieri (Desbonne
in Desbonne & Schramm, 1867) (Hinsch, 1973; Tudge et al. 2014).

Assim como em Goniopsis cruentata (Latreille, 1803), M. brachydactyla,
Callinectes danae Smith, 1869 e Callinectes ornatus Ordway, 1863 (Garcia & Silva
2006; Sime0 et al. 2009; Zara et al. 2012; Nascimento & Zara 2013), a regido da AVD
em S. seticornis, também, pode ser divida em duas regibes, proximal (AVDp) e distal
(AVDd). Cada regido desempenha um papel diferente na formacdo dos espermatéforos,
0 qual se inicia na regidao proximal e termina na porcdo distal, que também parece
armazenar 0s espermatéforos (Simed et al. 2009). Além de fungdes distintas, as duas
regibes, também, sdo caracterizadas por diferencas na espessura do epitélio e nas
caracteristicas histoquimicas das secrecdes. Segundo Nascimento & Zara (2013), as
mudancas no epitélio estdo relacionadas com o volume de secrecBes, que se altera de

uma regido para outra. A presenga de secrecOes eosinoOfilas entre os pacotes
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espermaticos na AVD de S. seticornis, também, foi constatada para C. danae e C.
ornatus e esté envolvida na formagéo dos espermatéforos (Simeo et al. 2009; Zara et al.
2012; Nascimento & Zara 2013). Uma vez formados, os espermat6foros de S.
seticornis sdo armazenados na MVD, que pode absorver produtos secretados pela AVD
durante o processo de compartimentacdo dos espermatozoides em espermatoforos
(Hinsch & Walker 1974). A mudanca na musculatura na regido da MVD, que se torna
mais espessa, pode estar relacionada com a movimentacdo dos espermat6foros para as
regides posteriores do vaso por meio de contragdes musculares (Ryan 1967).

A funcdo da PVD pode variar entre as espécies de Brachyura (Krol et al. 1992;
Simed et al. 2009; Zara et al. 2012; Nascimento & Zara 2013), desde 0 armazenamento
de espermatoforos e fluido seminal, producdo de secrecBes ou até a fagocitose de
espermatozoides e espermatoforos, como ocorre na porg¢édo distal da PVD de C. opilio
no estudo realizado por Benhalima & Moriyasu (2000). Esses autores sugeriram a
atividade fagocitica e de reabsorcéo do excesso de espermatoforos e espermatozoides na
PVD de C. opilio, devido a alta atividade celular dessa porcdo. Enquanto que, em S.
seticornis, a PVD encontra-se preenchida somente por secrecao e o armazenamento dos
espermatoforos limita-se apenas a MVD, corroborando com Sal Moyano et al. (2010),
quando analisaram o trato reprodutor de Libinia spinosa (Milne Edwards, 1834).

Em S. seticornis, o par de glandulas localiza-se na regido de transicdo entre a
MVD e PVD, assim como em Pachygrapsus transversus e P. gracilis (Tiseo et al.
2014). Apesar de Diesel (1989) descrever as glandulas acessérias em Inachus
phalangium em forma de numerosos cecos na PVD, a estrutura é semelhante ao
observado neste estudo para S. seticornis. Estes cecos também foram encontrados na
AVD, MVD e PVD de C. opilio (Beninger et al. 1988; Benhalima & Moriyasu 2000).
Em M. brachydactyla, a glandula acessoria esta localizada na MVD, composta por 7 ou
8 diverticulos altamente ramificados e ampliados, conectados a regido dorsal da PVD
(Simed et al. 2009). Em algumas espécies a mesma estrutura foi descrita como
expansdes, como em G. cruentata por Garcia & Silva (2006) e evaginacdes em U.
cordatus por Castilho et al. (2008). Tiseo et al. (2014) classificaram as glandulas de
Pachygrapsus transversus e P. gracilis como estruturas exocrinas tubulares, simples e
ramificadas, devido a conexdo, que possuem com o epitélio no qual sdo originadas e
que libera seus produtos dentro do limen. Embora a glandula acesséria seja descrita

com nomenclaturas diferentes, de acordo com sua morfologia e localizacdo ao longo do
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vaso deferente, a funcdo desta estrutura é bem semelhante em todas as espécies
supracitadas, secretando substancias importantes na formacdo do espermatéforo e na
producdo do fluido seminal (Beninger et al. 1988; Sainte-Marie & Sainte-Marie 1999;
Garcia & Silva 2006).

A secrecdo que envolve e delimita 0s pacotes espermaticos no receptaculo
seminal de fémeas de S. seticornis (Antunes et al. 2016), possui as mesmas
caracteristicas histoquimicas da glandula acessoria e da PVD dos machos analisados no
presente estudo. Tais semelhancgas sustentam a hipotese que, as secre¢des produzidas
pelas glandulas acessorias dos machos e transferidas juntos com os espermat6foros no
momento da cépula, delimitam os pacotes espermaticos em estratos, assim como em |I.
phalangium (Diesel 1989, 1991) e C. opilio. (Sainte-Marie & Sainte-Marie 2000). Tal
hipdtese também pode ser sustentada pelo fato das glandulas e da PVD possuirem uma
camada de musculatura muito espessa, que comprime o epitélio, facilitando a saida de
grande quantidade de secrecdo que é transferida juntamente com o pacote espermatico
no momento da copula. Enquanto que, em espécies que ndo apresentam glandula
acessoria no vaso deferente do mancho, como € o caso de L. spinosa (Sal Moyano et al.
2010), os espermatozoides estdo livres no receptaculo seminal da fémea, embebidos em
esperma gel, mas sem a formacdo de estratos. A presenca de glandulas acessorias e a
auséncia de espermatdéforos na PVD sdo indicativos histologicos de uma provavel
estratégia dos machos para a competicdo espermatica. Deste modo, a acdo conjunta das
glandulas e a PVD tem papel fundamental na formacdo dos pacotes espermaticos
observados nos receptaculos seminais das fémeas recém-copuladas, ndo sendo meros
componentes do fluido seminal.

Verificou-se no presente estudo, que o0s espermatoforos com diferentes
tamanhos, proveniente da MVD dos machos observados, ndo sofreram deiscéncia por
hidratacdo em agua do mar e quando foram diluidos em secrecdo do receptaculo
seminal, enguanto que os espermatoforos provenientes do RS de fémeas recém-
copuladas sofreram rapida deiscéncia, quando submetidos a0 mesmo experimento.
Assim, parece existir algum mecanismo que age na ruptura da parede dos
espermatoforos, desde o vaso deferente posterior até o interior do receptaculo. A
presenca de dentes no apice do primeiro par de gonopodios pode causar a lesdo dos

espermatoforos no momento da transferéncia (Rorandelli et al. 2008), visto que a parede
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dos espermatoforos de S. seticornis é extremamente delgada, assim como |. phalangium
(Rorandelli et al. 2008).

De acordo com Diesel (1989), o epitélio glandular do receptaculo seminal pode
secretar enzimas responsaveis pela ruptura da parede dos espermatéforos. Os dados
apresentados neste estudo mostraram que, a hidratagdo causada pelo contato dos
espermat6foros com a dgua do mar, por si so, ndo é estimulo suficiente para deiscéncia
total dos espermatoforos de S. seticornis, sendo necessaria acdo mecanica e quimica,
assim como em C. opilio (Beninger et al. 1993) . A morfologia dos gonopddios de S.
seticornis, com a presenca de dentes em seu apice, pode contribuir para o rompimento
da parede dos espermatéforos durante a transferéncia espermatica, como observado por
Rorandelli et al. (2008) em Inachus phalangium. Alem disso, Beninger et al. (1991)
sugerem que, dada a estreita abertura do primeiro gonopodio, cerca de 40 um em C.
opilio , os espermatéforos devem sustentar pressdo e forca mecanica significativa
durante a transferéncia, com os maiores espermatoforos propensos a sofrer mais estresse
(50-200 pm de diametro). Isso pode representar um mecanismo diferencial para
deiscéncia dos espermatoforos, com os maiores rompendo durante a copula e os
menores preservados para armazenamento (Beninger et al. 1991). As caracteristicas de
deiscéncia observadas em S. seticornis podem ser atribuidas as variacGes na espessura e
composicdo da parede dos espermatdéforos. Beninger et al. (1988) encontraram dois
tipos de espermatdforos que diferem em relacdo a composicao da parede que os envolve
e, desse modo, sugeriram que alguns deles podem romper-se na hora da cépula,
enquanto outros persistem e sdo armazenados no receptaculo seminal da fémea.

A origem, funcdo e composicdo quimica dos espermatoforos de crustaceos
decépodes ainda ndo foram totalmente elucidadas. Em caranguejos Portunoidea, por
exemplo, quitina e polissacarideos acidos foram identificados na camada externa dos
espermatoforos, enquanto carboidrato, proteinas e lipideos foram identificados no fluido
seminal (Subramoniam 1991). Porém, ndo fica claro se estes compostos sdo originados
a partir de fluidos dos vasos deferentes ou dos préprios espermatoforos. Os resultados
obtidos na analise histoquimica em S. seticornis corroboram com os encontrados para
C. danae, com parede dos espermatdforos composta por glicoproteinas (Zara et al.
2012). Com esse tipo de composicdo, os espermatoforos podem ser estruturas
resistentes e ao mesmo tempo, com moléculas de baixo peso molecular (Uma &

Subramoniam 1979). Em Majoidea, a liberacdo dos ovocitos pode ocorrer logo apos a
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copula e a deiscéncia imediata dos espermat6foros favorece tal estratégia reprodutiva,
visto que, a fertilizacdo pode ser imediata, caso 0s ovdcitos da fémea j& estejam prontos
para extrusdo (Beninger et al. 1988). Diante dos resultados obtidos neste trabalho, tal
estratégia parece ser adequada para S. seticornis, com 0s espermatozoides rompendo-se
imediatamente apds a copula e utilizados em uma ou mais desovas. Deste modo, a
paternidade da prole pode ser assegurada ao ultimo macho que copulou com a fémea
e/ou pela quantidade de espermatéforos com capacidade de deiscéncia imediata,
transferidos para a fémea. Além disso, este estudo revelou de forma inédita, a
importancia das secre¢@es produzidas pela glandula acesséria, combinadas com a PVD,
na formacdo dos estratos espermaticos observados nas fémeas de S. seticornis por
Antunes et al. (2016), ampliando o conhecimento a cerca dos mecanismos de

competicdo espermatica na espécie.
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RESUMO

A capacidade reprodutiva de S. seticornis foi avaliada, em laboratorio, com o intuito de
compreender os padrdes comportamentais num representante da superfamilia Majoidea,
com interesse ornamental. O acasalamento do caranguejo-aranha foi registrado com
uma video-camera digital. Para tal, 20 casais adultos foram mantidos, em aquarios, com
sistema de filtragem recirculante (fotoperiodo 12 horas, salinidade 35 e 26 + 1°C de
temperatura), com oferta diaria de alimento. O tamanho dos machos variou de 9.1 mm a
14.9 mm de largura da carapaca (LC), enquanto para as fémeas, de 8.2 mm a 12.4 mm
de LC. Todos os casais analisados apresentaram comportamento similar, com excecdo
de algumas intera¢fes incomuns. O tempo médio para 0 macho notar a presenca da
fémea e iniciar a copula foi de 1.35+0.92 minutos, no qual ele estabelece contato inicial
com a fémea tateando-a, utilizando o segundo par de pereidpodos. Imediatamente, apds
ocorrer o contato fisico entre os casais, 0 macho agarra a fémea utilizando seus proprios
quelipodos e posiciona a mesma frente a frente de si mesmo, ventralmente, ao seu
abdome. Ambos flexionam os abdomes para trds e justapdem as partes ventrais. A
duracdo média da copula foi de 5.6+1.9 minutos. Dois eventos consecutivos de copula
foram registrados em 2 dos 20 casais observados, enquanto que para os demais, apds o
primeiro ato de copula, os machos procuraram as fémeas novamente, mas estas ndo se
apresentaram receptivas aos mesmos. Os comportamentos de guarda e pds-guarda,
comum em outros representantes de braquilros aquaticos, ndo ocorreram entre 0s casais
observados. Apds 20 dias, desde a ocorréncia dos acasalamentos, 2 fémeas pos-puberais
exteriorizaram massas de ovos, indicando a possibilidade de obtencdo de larvas para
cultivo proveniente de reprodutores, mantidos em laboratorio.

Palavras-chave: Reproducgéo, acasalamentos, cultivo, copula, sexo.
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INTRODUCAO

Os crustaceos exibem padrBes comportamentais complexos. Entre estes, estdo
os relacionados aos processos reprodutivos, mais especificamente, ao comportamento
de copula (Schone 1961). O comportamento sexual e os sistemas de acasalamento tém
recebido bastante atencdo por parte dos pesquisadores durante as ultimas décadas
(Knowlton 1980; Nakashima 1987; Bauer 1996; Correa & Thiel 2003). Entretanto, as
informacdes basicas necessarias, na literatura, para uma analise completa dos sistemas
sexuais (tais como: interacfes entre machos e fémeas pré- e pos-copula, comportamento
de copula, sucesso de inseminagdo) sdo pouco abordadas, especialmente se
compararmos com aquelas sobre vertebrados terrestres e outros artrépodes, como
insetos (Thornhill & Alcock 1983; Bauer 1992). A compreensdo, com detalhes, de quais
tipos de comportamento reprodutivo que os espéecimes de uma espécie exercem, antes e
apos a copula, torna possivel estabelecer relagdes sobre as causas e consequéncias
evolutivas do comportamento de cépula (Correa & Thiel 2003).

Os braquiuros (caranguejos) sao dioicos, cujo comportamento de cépula varia
entre as espécies. Os machos exibem estratégias complexas e diferenciadas entre as
espécies para competir pelas fémeas receptivas. Em algumas espécies de caranguejos
com crescimento indeterminado, como 0s portunideos e cancrideos, a cOpula esta
relacionada com o processo de muda da fémea, em que 0 macho a protege durante o
estagio de pré-muda (Hartnoll 1969). Neste caso, a copula ocorre imediatamente apds a
fémea sofrer a ecdise (com a carapaca mole), durante o breve periodo em que a fémea
permanece com a carapaca descalcificada (Salmon 1983). Para outras espécies, como 0s
representantes dos majéideos, cujo crescimento é dito determinado, a copula pode
ocorrer durante o periodo de intermuda (com a carapaca dura). Neste caso, a atividade
reprodutiva ndo depende do ciclo de muda da fémea (Hartnoll 1969).

O crescimento determinado, exibido pelos representantes da superfamilia
Majoidea, é aquele no qual as fémeas ao atingirem a muda da puberdade, alcangam as
mudancas morfolégicas necessérias para copula. Desse momento em diante, 0s
individuos ndo realizam mudas subsequentes (Jones & Hartnoll 1997), pelo menos para
as espécies conhecidas quanto a este aspecto. Consequentemente, apenas um evento de
copula ocorre, enquanto a fémea esta com a carapaca descalcificada, nos acasalamentos

posteriores a carapaga estard calcificada (Moyano & Gavio 2012). Estudos sobre o
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comportamento reprodutivo de majdideos indicam que algumas espécies, tais como
Inachus dorsettensis (Pennant, 1777), Libinia emarginata Leach, 1815, Libinia spinosa
Milne Edwards, 1834, copulam predominantemente com a carapaca rigida (Sagi et al.
1994; Jones & Hartnoll 1997; Gonzalez-Gurriaran et al. 1998; Van den Brink & McLay
2009; Sal Moyano et al. 2010). Em outras espécies de majoideos a copula pode ocorrer
com a carapagca rigida ou descalcificada (Baal 1953; Carlisle 1957; Adams & Paul 1983;
Paul 1984), entre elas: Chionoecetes opilio (Fabricius, 1788), Chionoecetes bairdi
Rathbun, 1893 e Maja squinado (Herbst, 1788).

A comunicagdo durante o comportamento sexual desempenha um papel
importante na atragdo entre machos e fémeas e na formag&o de um casal. Em Brachyura,
a comunicagdo durante o periodo reprodutivo pode ocorrer por meio visual, quimico,
acustico e por estimulos tateis, que podem atuar sinergicamente (Sastry 1983). Assim,
informac@es sobre as condi¢des internas de um individuo podem ser transmitidas para
os outros membros da populacdo, caracterizando sua condigdo hormonal, gonadal ou
estagio de muda. Em caranguejos terrestres e semiterrestres o reconhecimento sexual é
possivel por meio de sinais visuais, tateis e acusticos (Crane 1957; Lisenmair 1967;
Salmon & Atsaides 1968). As fémeas de espécies de caranguejos aquaticos podem
depender da liberagdo de feromonios associados a urina, que sd8o0 muitas vezes
combinados com estimulos visuais e tateis (Eales 1974; Ryan 1966; Gleenson 1991). Os
feromonios emitidos pelas fémeas (presumivelmente a partir dos ovarios) promovem a
procura e 0 comportamento pré-copulatério de exibicdo e corte dos machos (Hinsch
1968; McCleese et al. 1977; Hooper 1986; Cowan 1991), distinguindo-as das fémeas
inseminadas ou ovigeras do alcance dos machos.

O reconhecimento desses feromonios pelos machos é visivel pelo aumento na
atividade locomotora (Jones & Hartnoll 1997) ou no movimento das anténulas e
maxilipedes (Bouchard et al. 1996). Kamio et al. (2002) sugerem que, pelo menos, dois
tipos de feromdnios podem estar envolvidos no processo inicial de acasalamento:
“feromonio de distancia”, que induz o comportamento pré-copulatério de guarda e o
“feromonio de contato”, que induz a coépula. Alguns autores sugerem que O
acasalamento, provavelmente, envolva o feroménio de contato, em vez do feromonio de
distancia (Herborg et al. 2006).

A competicdo agonistica entre os machos, geralmente, assegura 0 sucesso na

copula entre caranguejos. A diferenciacdo de tamanho no quelipodo dos machos esta,
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muitas vezes, relacionada com a maturidade morfolégica e seu aumento é uma
caracteristica sexual secundaria, que provavelmente facilita 0 comportamento de guarda
e 0 abraco copulatorio. Outra caracteristica sexual adquirida pelos machos com a muda
puberal ¢ a modificacdo dos gonopddios, formados pelo primeiro e segundo pares de
pledpodos (Beninger et al. 1991), utilizados na transferéncia dos espermatéforos para o
receptaculo seminal da fémea, durante os eventos de copula (Bauer 1986). Os machos
que realizaram a muda puberal sdo considerados morfologicamente maduros e, assim,
capazes de se reproduzir (Sampedro et al. 1999; Mura et al. 2005).

No entanto, em vérias espécies de majoidea, machos morfologicamente
imaturos, que ainda ndo sofreram a muda da puberdade, podem conter, ocasionalmente,
espermatdforos totalmente formados no vaso deferente (Beninger et al. 1988) e,
frequentemente, copulam com sucesso (Moriyasu & Conan 1988; Sagi et al. 1994;
Sainte-Marie et al. 1997). Entretanto, a ocorréncia da cépula ndo garante a producao de
descendentes, visto que as fémeas podem copular com mais de um macho e armazenar
os espermatoforos transferidos durante as cOpulas nos receptaculos seminais,
promovendo um processo denominado de competicao espermatica (Parker 1970).

Este estudo faz parte de um programa de pesquisas que tem como intuito a
obtencdo de informacgdes basicas sobre o comportamento reprodutivo de caranguejos
marinhos nativos, com interesse ornamental, e ampliar o conhecimento a cerca da
biologia reprodutiva dos representantes da superfamilia Majoidea. Os esforgcos deste
estudo foram direcionados a avaliacdo da capacidade de reproducédo, em laboratério, da
espécie altamente explorada, o “caranguejo-aranha” Stenorhynchus seticornis (Herbst,
1788) com vistas a descricdo do comportamento de cOpula, utilizando-se técnicas

observacionais experimentais para inferir sobre possiveis padroes.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao e selecdo dos reprodutores

Exemplares de S. seticornis foram obtidos, por meio de mergulho auténomo, no
sublitoral das ilhas litordneas no municipio de Ubatuba, Estado de S&o Paulo: llha da
Rapada (23°25'S-44°54'W) e llha das Couves (23°25'S-44°51'W). Estas localidades
foram selecionadas pelo fato desta espécie ser abundante em tais localidades (ver Cobo
2002; Okamori & Cobo 2003; Alves et al. 2012) e pela experiéncia que a equipe possui
em amostrar esta area. Os caranguejos foram capturados, manualmente, durante sessdes
diurnas de mergulho autdbnomo e isolados em sacos plasticos, para prevenir a perda de
apéndices. Na embarcacdo, os caranguejos foram colocados em caixas térmicas,
contendo &gua do local de coleta e aeracdo constante; posteriormente, transportados até
0 continente. Durante o transporte até o laboratdério de cultivo, situado na UNESP,
campus de Botucatu, os caranguejos foram mantidos, individualmente, em pequenos
potes plasticos numerados e perfurados para que houvesse circulacdo da &gua. O
material bioldgico foi aclimatado para seguir viagem, em caixas térmicas com agua do
mar do local de coleta, sob aeracdo constante (por aerador a bateria) e gelo preso a

tampa (sem contato com a agua).
Manutencéo dos reprodutores

Em laboratoério, os reprodutores foram mantidos em aquarios numerados, que
consiste de trés mddulos interligados (dois aquarios com 0,40 m x 0,23 m x 0,25 m, e
um reservatorio [caixa plastica tipo Marfinite®] com 0,70 m x 0,50 m x 0,40 m),
formando um sistema com recirculagdo de &4gua que totaliza cerca de 70 litros de agua
do mar. A cada dois dias foram efetuados testes de salinidade (refratbmetro de mao),
amonia, nitrito (testes titulométricos Tropic Marin®), temperatura e pH (Hanna
Instruments, modelo Misura Line 1030) para a caracterizacao da qualidade da agua. Em
cada aquario havia substrato, oriundo do local de coleta e fragmentos de rochas
calcarias para refugio dos caranguejos. O fotoperiodo foi mantido em 12 horas de claro
e 12 de escuro, salinidade 35 e temperatura 25°C. Diariamente, os reprodutores foram
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alimentados, em excesso, com ragao para peixes ornamentais (Tetra Marine Flakes® e
Tetra Color®), pedacos de musculo de camarao e lula.

Experimentos de acasalamento

Os acasalamentos foram observados, em laboratério; os caranguejos mantidos
em aquarios com dimensfes de 0,45 m x 0,20 m x 0,30 m. Os caranguejos foram
filmados em aquaério, separados por tela plastica, para aclimatacdo por pelo menos 5
horas. Quando as telas foram removidas, as atividades dos caranguejos foram
observadas e gravadas por uma camera de video posicionada em tripé frente ao aquario,
por um periodo de 20 min (tempo médio, no qual o macho ndo demostrava mais
interesse pela fémea). Os comportamentos observados foram agrupados em categorias,
analisados em relacdo a sua frequéncia e apresentados em forma de pranchas
fotograficas.

As combinagdes, que contaram com o minimo de 3 e maximo de 5 réplicas,
foram classificadas de A-E (todos caranguejos em estagio de intermuda):
A - 01 macho adulto maior que a fémea + fémea adulta (pos-puberal — fémea que sofreu
a muda da puberdade, em laboratdrio)
B - 01 macho adulto menor que a fémea + fémea adulta
C - 02 machos adultos (com tamanhos distintos) maiores que a fémea + fémea adulta
D - 01 macho adulto maior que a fémea + 01 fémea ovigera

E - 01 macho adulto maior que a fémea + 01 fémea ovigeras + 01 fémea adulta

Analise dos resultados

Além da descricdo e do detalhamento do comportamento reprodutivo da espécie,
algumas variaveis foram mensuradas e analisadas. Os dados foram submetidos a testes
de homocedasticidade (Levene, o = 0,05) e normalidade (Shapiro-Wilks, a = 0,05),
como pré-requisitos na escolha do teste estatistico (Sokal & Rohlf 1995). O teste de
Kruskal-Wallis foi realizado para demostrar diferengas no tempo gasto pelos machos na
fase pré-copulatoria. Uma andlise de variancia (ANOVA one way) foi efetuada para
examinar se houve diferenca no tempo de duracdo da copula entre as combinacOes de
casais, com o teste de Tukey a posteriori (0=5%), para testar quais grupos diferiram
entre si (Sokal & Rohlf 1995).
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RESULTADOS

Durante todo o periodo de experimentos, 20 eventos de copula foram
observados e registrados. Nos eventos em que a copula ocorreu com sucesso, todos 0s
machos exibiram comportamento similar, independente do tamanho, com diferencas
apenas no tempo despendido na fase pré-copulatéria, a qual variou de 30 segundos a 4
minutos, com média de 1.35+0.92 minutos e fase de cépula, a qual variou de 2 a 8
minutos, com tempo meédio de 5.6+1.9 minutos (tabela 1). Alguns eventos peculiares
ocorreram durante os experimentos de observacdo da cépula e foram descritos como
padrdes andmalos.

A seguir, encontram-se descritos as atividades desenvolvidas por machos e
fémeas nas condigdes anteriormente descritas:

- Fase pré-copulatéria - Em todos os eventos registrados, o comportamento pré-
copulatorio iniciou-se imediatamente apos a retirada da tela divisoria do aquéario. Ao
notar a auséncia da barreira, 0 macho desloca-se imediatamente em dire¢do a fémea.
Né&o foi registrado nenhum tipo de corte ou danga realizado pelo macho, apenas contato
sutil do segundo pereiépodo do macho sobre a fémea. A fémea neste primeiro momento
aguarda a aproximacdo do macho e, posteriormente, caminha pelo aquario. O macho
persegue a fémea na maior parte do tempo, tateando todo o seu corpo com 0 segundo
par de pereidpodos (Figura 1 A e B).

- Fase de cépula. - Imediatamente apds o contato fisico entre os casais, 0
macho agarra a fémea utilizando seus préprios quelipodos e posiciona a mesma, frente a
frente ventralmente ao seu abdome. Ambos flexionam os abdomes para tras e justapdem
as partes ventrais (Figura 1 C-H). Foram registrados dois eventos consecutivos de
copula em 2 dos 20 casais observados, enquanto que para 0s demais, ap6s 0 primeiro
ato de copula, os machos procuraram as fémeas novamente, mas estas ndo estavam mais
receptivas.

- Fase poés-copula. — Os comportamentos de guarda e pds-guarda nao
ocorreram entre os casais observados.

- Desova. - 2 fémeas pos-puberais (que sofreram a muda da puberdade, em
laboratdrio) exteriorizaram massas de ovos 20 dias apos realizarem a cépula, mas as

larvas ndo completaram o desenvolvimento embrionario.
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- Padrdes andmalos — Comportamentos peculiares foram observados durante a
realizacdo dos experimentos de copula. Entre eles: a ocorréncia de canibalismo e
inaptidao pelos machos sobre as fémeas; agressividade e ndo receptividade da fémea por
outro macho, logo ap6s uma cépula; ocorréncia de muda em um dos machos, alguns
dias ap0s ocorréncia de copula.

- Canibalismo - dois machos (13.7 e 147 mm de LC) apresentaram
comportamento de canibalismo sobre as fémeas, ap6s algumas tentativas de copula, sem
sucesso. No primeiro caso, 0 macho ndo sai a procura da fémea logo apos a retirada da
tela, é a fémea que toca no macho, enquanto caminha pelo aquério. Assim que é tocado
pela fémea, 19 s. apds a retirada da tela, o macho inicia comportamento similar aos
demais machos observados, posicionando-a para copula. Este procedimento levou 9 min
e 50 s, sem sucesso. Em seguida, ele arranca alguns pereidpodos da fémea e se alimenta
dos mesmos. A fémea consegue fugir para o outro lado do aquério, apds ter trés
pereiépodos arrancados pelo macho. No segundo caso, 0 macho levou 1min e 10s para
perceber a presenca da fémea e 1min e 20s para toca-la. Apesar de tatear a fémea, o
macho ndo demostra interesse em segura-la para copula. Somente apds 3 min, a fémea
esbarra no macho e ele a segura para posiciona-la para copula. Transcorrido 13 min sem
conseguir posicionar a fémea, 0 macho comeca a arrancar os pereiépodos e ingeri-los.

- Inaptiddo do macho para copula - Um macho de 9.7 mm de LC foi colocado
junto a fémea de 12.4 mm para réplica da combinacdo entre machos menores e fémeas
maiores no dia 07/07. Apesar de aparentar estar maduro morfologicamente e realizar os
mesmos movimentos que outros machos que copularam com sucesso, ele ndo conseguia
encaixar o gonopddio no gonoporo da fémea. No dia seguinte ele foi colocado com uma
fémea menor (9.0 mm) e repetiu 0 mesmo comportamento. Este macho sofreu muda em
19/07, doze dias apds a tentativa de cépula.

- Ocorréncia de muda ap6s a copula - Macho (10.2 mm) que copulou
normalmente com fémea ovigera (9.0 mm) no dia 06/07 sofreu muda em 15/07, nove
dias ap0s a ocorréncia da copula. O mesmo copulou normalmente apds a incidéncia de
muda; nenhuma diferenca de comportamento foi observada entre os acasalamentos
ocorridos antes e depois da ecdise.

- Agressividade da fémea - N&o foi possivel avaliar a capacidade das fémeas
em realizar copulas multiplas com machos diferentes, em um mesmo dia. As fémeas

sujeitas a este experimento, apds copular com o primeiro macho eram agressivas e ndo
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permitiam a aproximacdo de machos diferentes para realizacdo de nova cdpula. No
entanto, quando o primeiro macho era inserido novamente junto a ela, o acasalamento
ocorria novamente.

- Agressividade dos machos - Os machos submetidos ao experimento com
combinacdo de 2 machos maiores + 1 fémea menor e/ou 1 macho maior + 1 macho
menor + 1 fémea apresentaram comportamento agressivo e por isso ndo foi possivel
realizar as cinco réplicas pretendidas para esta combinacdo. Em todos os casos,
imediatamente ap0Os a retirada da tela de separacdo no aquario, 0 macho maior ia
diretamente ao encontro do outro macho, agarrando-o e arrancando os pereidpodos do
oponente. Entre os machos que tiveram membros arrancados por outro individuo, um
deles sofreu autotomia dos membros restantes no dia seguinte ao do experimento. So foi
possivel a realizacdo desta combinacdo com apenas trés machos menores que 12 mm de
LC.

Em relacdo as combinagfes dos casais submetidos aos experimentos, o tempo
da fase de copula nas combinacdes “C” e “D” foi 0 mais longo, com média de 7.5+1.11
e 7.4+0.84 minutos, diferindo significativamente dos demais (F=15.293, p<0,001).
Apesar dos valores discrepantes observados em relacdo ao tempo gasto durante a fase
pré-copulatoéria, ndo foi constada diferenca significativa entre as combinacfes (H =
9,804, p = 0,04). Os machos que levaram menos tempo na fase pré-copulétoria foram os
submetidos a combinacdo “E”, com média de 0.54+0.34 segundos. Porém, os machos
mantidos na combinacdo “A” gastaram em meédia 2.03+1.10 minutos até iniciarem a
fase da copula (Tabela 1).

Os dois eventos consecutivos de cdpula ocorreram entre casais da combinagdo
“A” e “D”. O casal da combinacdo “A” constituia-se por 1 macho (14.9 mm) + 1 fémea
pos-puberal (10.3 mm) que copularam por 5 min no primeiro evento e por 2 min no
segundo. Na combinacdo “D”, composta por 1 macho (12.4 mm) + 1 fémea ovigera
(12.2), o primeiro evento durou 8.5 min e o segundo 3.4 min.
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Figura 1. Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788). Comportamento de cépula. A-B Fase
de pré-copula: macho persegue a fémea, tateando todo o seu corpo com o segundo par
de pereiépodos e agarrando-a com os quelipodos. C-H Fase de cépula: o macho

posiciona a fémea ventralmente ao seu abdome. Ambos flexionam os abdomes para tras

53



CapiTuLo Il ANTUNES, M. 2017

e justapGem as partes ventrais, com ambos 0s pléons abertos para inser¢do dos

gonopddios do macho no par de gondporos da fémea.

Tabela 1. Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788). Duracdo em minutos (media + DP)
de cada uma das fases do comportamento de copula, em cada combinagdo. N = nimero

de observacdes; LC = Largura da carapaca (média £ DP).

o Fase pré- | Fase de

Combinacdes L ]
copulatoria | copula
N LCJ LCQ Tempo Tempo
A:1 & maior + 1 Q menor (pos-puberal) 4 13.8+1.04 11.0+1.01 2.03+1.10 3.9+1.61
B:1 & menor + 1 Q maior 3 11.4+1.1 129+1.41 1.5+1.12 3.4+1.01
C:2 & maiores + 1 Qmenor 3 11.1+2.1 9.8+1.01 1.12+0.50 7.5x+1.11
D:1 @ maior+ 19 Q 5 129416 10.4+£1.10 1.73+1.17 7.4+0.84
E:l dmaior+ 1QQ+19 5 111413 944196 0.54+0.34  5.0+0.83
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Discussado

O comportamento copulatério, observado em S. seticornis, é semelhante ao
descrito anteriormente para outros majoideos (Watson 1970; Laufer & Ahl 1995;
Bouchard et al. 1996; Jones & Hartnoll 1997; Gonzalez-Gurriaran et al. 1998), o qual é
caracterizado pela aproximacdo do macho em dire¢do a fémea, posicionando a parte
ventral do seu corpo para cima e a fémea com o lado ventral voltado para baixo, de
frente para o abdome do macho, com ambos os pléons abertos para insercdo dos
gonopodios do macho no par de gondporos da fémea (Sal Moyano & Gavio 2012). O
comportamento de guarda pos-copulatério, comum entre caranguejos braquilros
(Hartnoll 1968; Laufer & Ahl 1995; Jones & Hartnoll 1997; Sainte-Marie et al. 1997;
Sal Moyano & Gavio 2012) ndo ocorreu neste estudo para S. seticornis, observado em
cativeiro. Gonzalez-Gurriaran et al. (1998), também, relataram a auséncia de qualquer
protecdo pos-copulatéria em Maja squinado. O comportamento de guarda, geralmente,
estd relacionado com a condi¢do da fémea, quando a mesma estd com a carapaca
descalcificada no momento da copula (Hartnoll 1969; Salmon 1983).

Este estudo mostrou que a cOpula com a carapaca calcificada € uma situacédo
usual para S. seticornis. Este sistema de acasalamento foi descrito, anteriormente, para
outras espécies de Majoidea, tais como Inachus dorsettensis estudada por Diesel (1989,
1991) e Libinia emarginata investigada por Hinsch (1968). Nessas espécies, 0
desenvolvimento das gbnadas comeca ap0s a muda puberal e, em M. squinado, o
desenvolvimento dos receptaculos seminais apresenta a mesma sequéncia temporal.
Enquanto que, o desenvolvimento dos ovarios e dos receptaculos seminais de espécies
de Majoidea que copulam com a carapaca descalcificada e apresentam comportamento
de guarda, inicia-se antes da muda puberal (Lanteigne et al. 1996; Gonzalez-Gurriaran
et al. 1998). Somente com o conhecimento sobre o desenvolvimento gonadal de S.
seticornisé que se poderia afirmar se esta espécie apresenta o padrdo descrito acima ou
outro tipo de relacdo com o tipo de copula. Desse modo, ha necessidade de um estudo
mais detalhado sobre as condi¢Oes de desenvolvimento gonadal de S. seticornis para se
chegar a uma posicéo satisfatoria quanto a esta quest&o.

Em S. seticornis, as fémeas em intermuda com ovos proximos a incubacéo, ou
que incubaram seus ovos, recentemente e, tambem, as ovigeras sdo mais atraentes para

0s machos, assim como verificado por Jones & Hartnoll (1997) em I. dorsettensis. Em
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contraste, as fémeas que se tornaram maduras, recentemente, ndo sdo muito atrativas.
Segundo Jones & Hartnoll (1997), amostras de campo (Hartnoll, unpubl.) mostraram
que apenas uma pequena porcentagem das fémeas que tinham sofrido muda da
puberdade, recentemente, havia acasalado, corroborando com a teoria de que a cépula
com a carapaca descalcificada, logo ap6s a muda da puberdade ndo é uma regra. Alguns
fatores indicam que esta estratégia reprodutiva pode ser uma adaptacdo para 0 sucesso
reprodutivo entre as espécies de Majoidea. Tais fatores incluem: a maturacdo dos
ovarios ocorrer algumas semanas ap6s a muda da puberdade; intervalo de poucos dias
entre a liberacdo de desovas subsequentes; a capacidade das fémeas em realizarem
cépulas mualtiplas e a estrutura do receptaculo seminal, a qual garante que o0s
espermatozoides da ultima cépula, provavelmente, sejam os fecundados (Jones &
Hartnoll 1997).

O tamanho dos machos de S. seticornis ndo parece interferir na receptividade
das fémeas, visto que nas combinacfes em que o macho era menor que a fémea, a
cépula ocorreu com sucesso. Apenas um, entre os machos selecionados para 0s
experimentos, ndo conseguiu inserir o gonopddio na fémea, apesar de aparentar ja estar
morfologicamente maduro e ser maior que outros machos, que copularam normalmente.
Para C. opilio, apenas machos grandes, morfometricamente maduros sao
fisiologicamente funcionais, aptos a se envolver em um abraco pré-copulatério e
copular com sucesso; enquanto que os machos menores com quelipodos indiferenciados
sdo funcionalmente imaturos, ndo demonstram sequéncias pré-copulatorias, mas tém
espermatdforos nos canais deferentes (Conan & Comeau 1986).

Machos imaturos de S. seticornis, com o abdome selado, quando dissecados
para as analises de descricdo do sistema reprodutor masculino, também, continham
espermatoforos formados no vaso deferente (observacdo pessoal). No entanto, estudos
realizados em outras espécies demonstraram que, tanto os morfometricamente imaturos,
quanto os maduros tém a capacidade de copular (Paul & Paul 1990; Sainte-Marie &
Lovrich 1994), embora exibam comportamentos contrastantes (Sainte-Marie et al.
1997). Por esta razdo, a maturidade funcional deveria ser definida pela capacidade dos
machos (em intermuda) em transferir esperma e fertilizar os oocitos (Elner & Beninger
1989; Sainte-Marie et al. 2008). Machos morfologicamente imaturos de L. spinosa
copularam com sucesso em ensaios competitivos e ndo competitivos. Na presenca de

machos maduros, os caranguejos imaturos de L. spinosa sé acasalaram quando o macho
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maduro ndo mostrou interesse pela fémea. Assim, os machos morfologicamente
imaturos de L. spinosa sdo funcionalmente maduros e capazes de copular, apesar de ndo
terem sofrido a muda puberal (Sal Moyano & Gavio 2012).

O comportamento agonistico entre machos de tamanhos e estagios de
maturacdo diferentes sdo fatores que interferem diretamente no sucesso reprodutivo
(Rondeau & Sainte-Marie 2001). Os machos exibem tal comportamento agressivo,
quando competem pelas fémeas e, nessas circunstancias, o tamanho do macho parece
ser importante para o acasalamento bem sucedido (Conan & Comeau 1986; Moriyasu &
Conan 1988). Em situacbes competitivas de acasalamento, os machos com quelipodos
maiores de C. opilio e L. spinosa ttm mais vantagens na obtencdo da fémea do que
individuos com quelipodos menores (Sainte-Marie et al. 1997; Sal Moyano & Gavio
2012). Os resultados obtidos para S. seticornis parecem ser semelhantes aos de Sainte-
Marie et al. (1997) e Sal Moyano & Gavio (2012), devido ao fato dos machos maiores,
quando submetidos as combina¢des com individuos menores, impedirem a aproximagao
do outro macho de maneira muito agressiva, utilizando os quelipodos para segurar e
arrancar os pereiopodos do macho menor e, consequentemente, garantir a copula. No
entanto, maior numero de ensaios é necessario, nesta situacao, para se estabelecer um
padrdo comportamental para S. seticornis. Nos experimentos em que a diferenca na
largura da carapaga entre os machos era menor e pertenciam a uma mesma classe de
tamanho, ndo houve confronto nem manifestacdes de agressividade. O macho mais
ativo, que percebia a presenca da fémea e a tocava primeiramente, obtinha sucesso na
copula, sem a interferéncia do outro macho presente no aquério.

Alguns autores sugerem que a percepc¢édo da presenca da fémea pelo macho seja
influenciada por feromonios liberados pela fémea e dissipados na agua, classificados em
“feromonios de distancia e contato” (Bouchard et al. 1996; Jones & Hartnoll 1997;
Kamio et al. 2002). Os feromonios de contato sdo substancias insollveis segregadas
através dos canais dos poros distribuidos sobre toda a cuticula da fémea, que séo
percebidos pelos machos durante a palpagcdo (tato), por meio de quimiorreceptores
localizados em suas patas locomotoras (Kamio et al. 2002). O comportamento de
palpacdo envolve o contato repetido dos machos, com o exoesqueleto de outros
individuos, usando o segundo par de antenas ou de pereiopodos, os quelipodos e partes
do aparelho bucal (Borowsky & Borowsky 1991). O acasalamento em S. seticornis,

parece ser induzido por feromdnios de contato, visto que o feroménio de distancia esta
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mais relacionado com o comportamento de guarda (Kamio et al. 2002), o qual néo foi
verificado em S. seticornis.

Durante os experimentos de cOpula de S. seticornis foram observados dois
eventos de canibalismo dos machos sobre as fémeas. Estudos recentes sobre
canibalismo em Decapoda concentram-se nos efeitos deste comportamento na estrutura
das populacdes naturais e, também de cativeiro, em relacdo ao recrutamento e densidade
de individuos, que podem ser ajustados pela predacdo entre megalopas ou juvenis.
(Ryer et al. 1997; Fernandez 1999; Luppi et al. 2005). O comportamento canibal em
populacbes naturais pode ser favoravel a utilizacdo sustentavel de recursos e no controle
de individuos com desenvolvimento e morfologia irregular (Dutil et al. 1997; Baras et
al. 2000; Luppi et al. 2001; Mirera & Moksnes 2013). No entanto, o significado
adaptativo ou funcional deste tipo de comportamento no momento da copula ainda néo
foi compreendido ou analisado. Greenspan (1982) observou um macho de Uca pugnax
predando uma fémea congénere, durante experimento de acasalamento em laboratorio,
mas ndo discutiu 0 caso. Koga et al. (1995) relacionaram as funcées do canibalismo em
caranguejos violinistas no ambiente natural com a manutencdo de uma dieta de alta
qualidade e com a reducdo de concorrentes para alguns recursos, Como parceiras para o
acasalamento e espago para as tocas.

Apesar de algumas situacGes isoladas, que exigem ensaios aprofundados para
sua compreensdo, o padrdo comportamental exibido por S. seticornis, em laboratorio,
foi muito similar aos descritos previamente para outras espécies de Majoidea. Além
disso, as fémeas oriundas da natureza ainda imaturas sofreram a muda da puberdade no
laboratério, copularam somente em condi¢BGes experimentais e exteriorizaram massa de
ovos. Tais eventos estimulam a continuidade dos esfor¢os para elaboracdo de protocolos
de cultivo para a espécie, mesmo com o fato dos embrides ndo terem completado o
desenvolvimento. A perda de ovos em cativeiro pode ser relacionada com a auséncia de
sedimento adequado para desova. Na natureza, as fémeas ovigeras, provavelmente,
selecionariam sedimentos arenosos mais grossos ou mais adequados, de acordo com a
preferencia de cada espécie para desovarem, possivelmente para um melhor
fornecimento de oxigénio a massa de ovos (Pinheiro et al. 1996).

O aprimoramento das lacunas reveladas a partir dos resultados obtidos neste

estudo pode ser usado para manutencdo de reprodutores em cativeiro e possibilitar sua
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reproducdo, a qual pode ser utilizada ndo somente para o cultivo, mas também para o

restabelecimento de reas degradadas.
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RESUMO

Testou-se a viabilidade de um sistema recirculante para a manutencéo de reprodutores e
obtencdo de larvas e ainda, verificou-se o efeito da salinidade e temperatura para a
sobrevivéncia larval de Stenorhynchus seticornis. Esta espécie € explorada
comercialmente e possui fase larval curta (2 estdgios de zoea e 1 megalopa).
Inicialmente, utilizou-se um sistema composto por seis aquarios, com recirculacdo de
agua e sistema de filtragem (capacidade de 400 L), para acondicionar os reprodutores e
obter as larvas, as quais foram usadas nos experimentos de salinidade e temperatura. As
15 fémeas ovigeras, mantidas no sistema proposto, liberaram de 1 a 4 lotes de larvas
viaveis cada, durante o periodo de dois meses. As larvas foram submetidas a
tratamentos de quatro temperaturas (23, 25, 27 ou 29 °C) e quatro salinidades (25, 30,
35 ou 40), testando-se o efeito dessas varidveis na sobrevivéncia e duracdo dos estagios
larvais. Um total de 960 larvas (zoeas I), provenientes de sete fémeas, foi distribuido em
lotes de 20 larvas acondicionadas em frascos de vidro (500 ml), os quais foram
vistoriados, diariamente, quanto a ocorréncia de muda ou morte dos individuos. As
larvas foram alimentadas com nauplius recém-eclodidos de Artemia sp. (5
nauplius/mL). O desenvolvimento larval completo levou de 22 a 25 dias, apenas nas
condicdes experimentais de 23°C de temperatura e 35 de salinidade, no qual 6,6% das
larvas atingiram o estagio de juvenil e foram necessarios de 20 a 25 dias para o
desenvolvimento pds-embriondrio completo, considerando todas as condigdes

experimentais.

Palavras-chave: larvicultura, desenvolvimento, crustaceos marinhos, aquicultura
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INTRODUCAO

Um namero crescente de esforgos esta direcionado para a compreensdo do ciclo
de vida dos crustaceos marinhos com interesse ornamental, bem como o
desenvolvimento de técnicas para seu cultivo (Calado et al., 2003; Calado et al., 2007,
2008; Olivotto et al., 2011). A principio, o desenvolvimento de métodos para cultivo em
escala comercial estd focado em um reduzido nimero de espécies, que inclui
principalmente os camardes do género Lysmata (ver Fletcher et al., 1995; Palmtag and
Holt, 2001; Calado et al., 2003a). A larvicultura mostra-se como o principal entrave
para o cultivo da maioria das espécies de organismos aquaticos (Borghetti and
Ostrensky, 2000); portanto, a apresentacdo de técnicas especificas para as espécies
ornamentais é essencial para o sucesso da producao.

Os sistemas recirculantes tém sido aprimorados nos ultimos anos (Calado et al.,
2003; Calado et al., 2007, 2008; Palmtag and Holt 2007; Penha-Lopes et al., 2005;
Gregati et al.,, 2010), tanto para o cultivo de larvas, como para manutencdo de
reprodutores, com intuito de otimizar o tempo requerido para as atividades de rotina e
minimizar possiveis estresses dos reprodutores (Calado et al., 2007). Nesse sentido, 0s
avancos também contribuem para a constante busca de melhora na qualidade da agua e
para criar condigdes cada vez mais adequadas e eficientes para o cultivo, e.g.
eliminando a necessidade de retirada dos reprodutores do sistema, apds a liberacdo das
larvas, mas ao mesmo tempo, evitando o canibalismo (Calado et al. 2007).

No entanto, pouca atencao tem sido dada as espécies menos atraentes, mas com
funcbes importantes ou, ainda, pouco valorizadas no mercado da aquariofilia (Calado et
al., 2003, 2009; Olivotto et al., 2011), visto que, 0 baixo custo de coleta de tais espécies
na natureza as torna pouco atrativas para o cultivo em escala comercial (Olivotto et al.,
2011). Contudo, com o desenvolvimento de sistemas simples, eficientes e com baixos
valores de elaboragéo, aliado a utilizacdo de espécies menos valorizadas pode ser uma
alternativa para exploracdo em ambiente natural e incentivo para comercializagéo
sustentavel.

Diversos sdo os estudos que analisam a influéncia da temperatura e/ou salinidade
sobre o desenvolvimento larval de crustaceos decapodes, principalmente, caranguejos.
Entre eles podemos destacar os realizados por Costlow et al. (1960, 1962, 1966),

Vinuesa et al. (1985), Fransozo and Negreiros- Fransozo (1986); Negreiros-Fransozo
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and Fransozo (1990), Anger et al. (1990), Anger (1991), Pinheiro et al. (1994), Sulkin et
al. (1996), Ismael et al. (1997), Larez et al. (2000), Luppi et al. (2003), Paula et al.
(2003), Barria et al. (2005), Li and Hong (2007), Nurdiani and Zeng (2007) e Simith
and Diele (2008). Em tais estudos, verificou-se que ha a influéncia desses fatores
ambientais no desenvolvimento larval, com consequéncias importantes, e.g., para o
tamanho, o tempo de desenvolvimento e para a mortalidade dessas larvas. A maioria
dos trabalhos (acima citados), demonstraram que a temperatura, geralmente, causa um
maior efeito sobre o desenvolvimento larval, do que a salinidade (Anger, 1983;
Minagawa, 1990; Gonzélez-Ortegbn and Giménez, 2014). Nesse sentido, para
Stenorhynchus seticornis (Herbst, 1788), em tratamento com maiores temperaturas
registrou-se uma menor duracdo (dias) das duas fases de zoea, da fase de megalopa e do
primeiro estagio de juvenil, a partir de espécimes obtidosna costa leste da Venezuela
(Hernéandez et al., 2012).

Para algumas espécies de crustdceos decdpodos verificou-se que uma maior
temperatura da dgua pode resultar em um menor tempo de desenvolvimento e em uma
maior taxa de sobrevivéncia larval, além disso, ainda pode elevar a amplitude de suporte
a variacdo de salinidade (e.g. Calado et al., 2005; Hernandez et al., 2012). Entretanto,
alguns pesquisadores (Sulkin et al., 1996; Barria et al., 2005; Anger, 2001) apontam que
em maiores temperaturas, o desenvolvimento acelerado das fases larvais, pode gerar um
baixo incremento de tamanho a longo prazo. Assim, larvas que se desenvolvem em
temperaturas “ideais” para a espécie (ndo necessariamente mais elevadas) tornam-se
juvenis mais resistentes e alcangam indices de sobrevivéncia mais elevados (Anger,
1983; Anger, 1991).

Por outro lado, o efeito da salinidade sobre o tempo de desenvolvimento das
larvas de decapodos parece ser mais variado (Anger 2003). Entretanto, para algumas
especies foi possivel verificar uma tendéncia na qual emmaiores salinidades observam-
se maiores taxas de sobrevivéncia larval (Anger, 2003). Contudo, sabe-se que algumas
espécies podem necessitar de diferentes amplitudes de salinidades, de acordo com o
estagio de desenvolvimento larval (Anger et al., 1990; Anger, 1991), o que deve ser
verificado para o desenvolvimento de um protocolo adequado de cultivo.

Inicialmente, este estudo descreve e testa um sistema de pequeno porte, fechado
dindmico e com circulacdo de &gua, para a manutencdo de reprodutores e obtencao de

larvas do caranguejo ornamental S. seticornis. Adicionalmente, verificou-se o efeito
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combinado da salinidade e temperatura no tempo de desenvolvimento e na

sobrevivéncia dos diferentes estagios larvais da espécie selecionada.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao e selecdo dos reprodutores

Exemplares de S. seticornis foram obtidos de 14 de junho de 2013 até 26 de
agosto de 2013, no sublitoral rochoso de duas ilhas litordneas no municipio de Ubatuba,
Estado de S&o Paulo: Ilha da Rapada (23°25'S-44°54'W) e llha das Couves (23°25'S-
44°51'W). Estas localidades foram selecionadas pelo fato desta espécie ser abundante
em tais localidades (ver Cobo, 2002; Okamori & Cobo, 2003; Alves et al., 2012). Os
caranguejos foram capturados, manualmente, durante sessdes diurnas de mergulho
scuba, em profundidade entre 5 e 10 metros. Logo que capturado, cada exemplar foi
individualizado em sacos plasticos, para prevenir a perda de apéndices. Na embarcacéo,
os caranguejos foram colocados em caixas térmicas, contendo agua do local de coleta e
aeracdo constante; posteriormente, transportados até o continente. Durante o transporte
até o laboratério de cultivo, situado na cidade de Botucatu, os caranguejos foram
mantidos, individualmente, em pequenos potes plasticos numerados e perfurados para
que houvesse circulacdo da agua. O material bioldgico foi aclimatado para seguir
viagem, em caixas térmicas com agua do mar do local de coleta, sob aeracdo constante

(por aerador a bateria) e gelo preso a tampa (sem contato com a agua).

Sistema para manutencao de adultos e obtencao de larvas

Em laboratorio, cada caranguejo foi mantido isolado, em um aquério retangular
numerado (99 cm de comprimento x 19 cm de largura x 24 cm de altura, com volume
total de 45 L), no qual havia fragmentos de rochas calcarias para refugio. Os aquarios
foram interligados a um sistema recirculante, que formam um sistema de cultivo
(baseado nos sistemas descritos por Calado et al., 2007 e Gregati et al., 2010). O
sistema, composto por 6 aquarios (totalizando 270 L), foi utilizado para acondicionar as
fémeas ovigeras de S. seticornis. As fémeas ovigeras foram mensuradas quanto a maior
largura da carapaca (LC) e o numero de lotes de eclosdo, liberado por cada fémea
ovigeras foi verificado, com intuito de avaliar a eficiéncia do sistema para manutencéo
de reprodutoras. O tempo dispensado para realizagéo de todas as atividades de rotina do
sistema foi registrado.

O sistema recirculante foi conectado a um sump (51 cm x 67 cm x 67 cm, com

volume total de 134 L) equipado com skimmer (Bubble Magus® modelo NAC7), um
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controlador de temperatura digital (preciséo 0,1 °C) com aquecedores 300 w e filtro
com lampada ultravioleta de 15 W. A cada dois dias foram efetuados testes de
salinidade (refratbmetro manual), aménia, nitrito (testes titulométricos Tropic Marin®),
temperatura e pH (Hanna Instruments, modelo Misura Line 1030) para a caracterizagdo
da qualidade da &gua. Os caranguejos foram aclimatados em um fotoperiodo de 12
horas de claro e 12 horas de escuro, salinidade 35, temperatura 25° C e aeracdo
continua, com uma troca parcial de 20% do volume total do sistema realizada,
mensalmente, utilizando-se 4gua do mar filtrada e irradiada por luz ultravioleta. Os
caranguejos foram alimentados diariamente, pela manh&, com ragbes para peixes
ornamentais (Tetra Marine Flakes® e Tetra Color®) e pedacos de muasculo de camaréao
e de lula. Além disso, durante o procedimento de alimentacdo, os aquarios foram
checados quanto a presenca de larvas, obtidas por meio das armadilhas luminosas.

Cada aquario, contendo as fémeas ovigeras, contaram com armadilhas de luz
para obtengdo das larvas que foram utilizadas no experimento posterior, tornando-se
desnecessario 0 manuseio das matrizes. Ainda, nos sistemas de cultivo utilizados para
acondicionar as fémeas ovigeras estavam dispostos mini tanques-rede, os quais foram
confeccionados com tubos de PVC (policloreto de vinil), de 4” de didmetro e 150 mm
de comprimento, sendo a parte inferior do mesmo revestido com tela de nylon com
malha de 125 pum, sendo estes tubos utilizados para receber as larvas recém-eclodidas.
Em torno destes tubos coloca-se uma tira de Isopor®, que 0s mantém suspensos
verticalmente com a outra extremidade a cerca de 20 mm acima do nivel da agua no

reservatorio, formando recipientes de criacdo massiva.

Sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas nos tratamentos de temperatura e

salinidade

A fim de determinar a temperatura e salinidade mais adequadas para o
desenvolvimento larval de S. seticornis, realizou-se um experimento totalmente
casualizado, em esquema fatorial (4x4), com 16 tratamentos e 3 réplicas. O fator 1 foi a
temperatura e os niveis testados foram 23, 25, 27 e 29 °C. O fator 2 foi a salinidade e o0s
niveis testados foi 25, 30, 35 e 40. Somente as larvas que eclodiram em até cinco dias
apos a coleta das fémeas ovigeras foram utilizadas nos experimentos (Gebauer et al.,

2010); sendo que este critério diminui o efeito da criacdo das fémeas ovigeras, em

71



CaAPiTULO IV ANTUNES, M. 2017

laboratério, sobre a qualidade das larvas obtidas. Assim, no dia em que eclodiram larvas
provenientes de, pelo menos, cinco fémeas ovigeras, as mesmas foram transferidas para
placas de Petri e contadas com uma pipeta de ponta grossa. Somente foram utilizadas
nos experimentos as larvas que apresentarem movimentos de natacdo, fototaxia e
morfologia normal (presenca de todos os apéndices, espinhos e cerdas). Apos tal selecdo
inicial, as larvas foram misturadas em um recipiente.

As larvas utilizadas nos experimentos foram o primeiro e segundo estagio de
zoea (ZI e ZII, respectivamente) e o estagio de megalopa. Assim, larvas recém-
eclodidas (ZI), provenientes de 7 fémeas ovigeras de S. seticornis, foram capturas
imediatamente ap6s a eclosdo, a qual foi verificada todas as manhds. As ZI foram
distribuidas aleatoriamente entre os tratamentos e com isso, foram transferidas para
béqueres, com capacidade para 250 mL cada um, com agua do mar na temperatura e
salinidade correspondente a cada tratamento. Os experimentos foram realizados de
forma escalonada, para os estagios larvais subsequentes (ZIl e megalopa) de S.
seticornis. Para cada réplica, foram utilizadas 20 larvas, totalizando a utilizacdo de 960
larvas (cerca de 140 larvas por fémea) nos experimentos.

A salinidade de cada tratamento foi obtida pelo preparo de agua do mar filtrada e
UV-irradiada diluida em &gua deionizada. A salinidade de 40 foi obtida com a adi¢éo
de sal marinho sintético, préprio para aquarios marinhos (Coral Pro Salt, Red Sea®). Os
béqueres foram mantidos em banho-maria, aquecidos com aquecedor acoplado a
termostato para manutencdo das temperaturas testadas com fotoperiodo de 12 horas de
claro e 12 horas de escuro. As larvas foram alimentadas diariamente, com nauplius
recém eclodidos de Artemia sp. (5 nauplius/mL). Diariamente, as larvas foram
cuidadosamente contadas e vistoriadas quanto ao estagio. Cada recipiente foi limpo,
para retirada de restos de alimentos e 50% da agua foi trocada por dgua do mar filtrada e
nas mesmas condi¢des de temperatura e salinidade. O experimento encerrou-se quando
todas as larvas atingiram o estagio juvenil ou morreram. Todos os individuos mortos

foram conservados em alcool 70% e as exuvias, em alcool com glicerina (1:1).

Andlises dos Resultados

Os resultados foram analisados por meio de técnicas estatisticas padronizadas,

de acordo com a natureza dos dados (Sokal and Rohlf, 1995). Primeiramente, 0s
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resultados foram avaliados quanto a distribuicdo normal (Shapiro-Wilks) e
homogeneidade das varidncias (Levene) (Zar, 2010). Os resultados apresentaram
natureza ndo parameétrica, e por isso, as curvas livres de sobrevivéncia foram calculadas
pelo método de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de log rank, para testar as
diferengas entre o tempo de sobrevivéncia e mortalidade das larvas entre os tratamentos
de temperatura e salinidade (Lee, 1992). Além disso, teste de Kruskal-Wallis foi
utilizado para testar a diferenca entre o tempo de desenvolvimento entre os diferentes
estagios larvais (Zar, 2010). Os resultados foram considerados significativos com
p<0.05 (Sokal and Rohlf, 1995).
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RESULTADOS

Sistema para manutencao de adultos e obtencéo de larvas

A eficiéncia do sistema recirculante elaborado para este estudo (Figura 1) é
evidenciada pelos dados referentes aos parametros de qualidade da &gua, 0s quais sdo
apresentados na Tabela 1. As 15 fémeas ovigeras mantidas no sistema variaram com
relagdo ao tamanho médio (8,91+1,20 mmLC) e liberaram de 1 a 4 lotes de larvas
viaveis cada, durante o periodo de dois meses, com média de 2,47+0,92 lotes de larvas
por fémea ovigera (Tabela 2).

O tempo dispensado para realizacdo da rotina diaria de manejo, tais como a
alimentacdo das fémeas mantidas no sistema, verificagdo de liberacdo de larvas e
posterior coleta, monitoramento da temperatura e salinidade da &gua, limpeza do
skimmer e sifonagem de restos de alimento e reposi¢cdo de agua deionizada no sistema

variou de 1 a 2 horas por dia.

Sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas nos tratamentos de temperatura e
salinidade

O desenvolvimento pds-embrionario de S. seticornis consiste de dois estagios de
zoea e um estadgio de megalopa, antes de atingir o estagio juvenil. As condicfes
experimentais utilizadas no presente estudo, ndo afetaram este padrdo de
desenvolvimento.

O desenvolvimento larval completo ocorreu apenas nas condi¢Ges experimentais
de 23°C de temperatura e 35 de salinidade, no qual 6,6% (N = 4) das larvas atingiram o
estagio de juvenil; e nas combinacGes de 25°C e 40 com somente 1,6% (N = 1) dos
individuos atingindo o estagio juvenil. Nestas combinacGes de temperatura-salinidade,
foram necessarios 20 a 25 dias para que o desenvolvimento larval se completasse
(Figura 2).

A sobrevivéncia no estagio de ZI foi de 39,6% (N = 376), considerando todas as
condigdes experimentais. Em relacdo aos tratamentos, as maiores porcentagens de
sobrevivéncia (81.6%) ocorreram nos tratamentos de 25°C e 35 e 25 (log rank = 26.96,
df = 3, p<0.001) e a menor (6.6%) foi verificada em 27°C e 40 (log rank = 29.101, df =
3, p<0.001), com ambos tratamentos diferindo dos demais. Nos tratamentos de 23°C,

combinados com salinidades de 25 e 30, todas as larvas morreram no primeiro e
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segundo dia de experimento, respectivamente (Figura 3). O tempo de desenvolvimento
variou de 2 a 6 dias entre o estagio de ZI para ZIl, sendo que ndo houve diferenca
significativa entre o tempo de desenvolvimento entre estes estagios (Kruskal-Wallis; H=
6.02, p=0.915). Nos tratamentos de 29°C, com salinidades de 25, 30 e 35, a primeira
muda ocorreu no segundo dia; enquanto em salinidade 40, a primeira muda ocorreu
depois de 3 dias. Nos tratamentos de 25°C e 27°C, a variagéo foi de 2 a 5; enquanto nos
de 23° C, de 4 a 6 dias (Tabela 3).

Apenas 14% (N = 53) do total das larvas que atingiram o estagio de ZII
sobreviveram até o estdgio de megalopa. Entre os tratamentos, observou-se a maior
sobrevivéncia no tratamento de 25°C e 40 (18.3%), diferindo dos demais tratamentos
(log rank = 40.886, df = 3, p<0.001). Os tratamentos de 23°C e 35 (11.6%), 25°C e 30,
29°C e 30 e 29° e 25° (todos com 8.3%) diferiram dos demais tratamentos (log rank =
32.075, df = 1, p<0.001). Ndo houve sobrevivéncia nos tratamentos que combinaram
23°C e 25, 30 e 40 ou 27°C e 40 (Figura 3). O tempo de desenvolvimento variou de 3 a
8 dias entre o estagio de ZII para megalopa, sendo que ndo houve diferenca significativa
entre o tempo de desenvolvimento entre estes estagios (Kruskal-Wallis H=12.68,
p=0.392). O tempo necessario para as larvas atingirem o estagio de megalopa variou de
3 a 6 nos tratamentos de 25°C, de 4 a 8 dias nos de 27°C, de 4 a 10 nos de 29°C e de 6 a
7 dias nos de 23°C e 35 de salinidade (Tabela 3).

A duracdo do estagio de megalopa até o estagio de juvenil variou de 10 a 13 dias
nos tratamentos de 23°C e 35 e de 11 dias no tratamento de 25°C e 40. Nos demais

tratamentos, ndo houve sobrevivéncia (Figura 3 e Tabela 3).

75



CaAPiTULO IV ANTUNES, M. 2017

N\

- 2

o) E

i ’,’:’ 1 g t

— 1
EM S

ol
7 °

o
&) GEh)

Figura 1. Sistema recirculante para a manutencdo de reprodutores e captacao de larvas
em laboratério. A e B, aquarios com 99 cm x19 cm x 24 c¢cm para manutencdo dos
reprodutores e captacdo das larvas; C, reservatorio com 51 cm x 39 cm x 67 cm para 0
sistema de filtragem; 1= skimmer de proteinas; 2= bomba de recalque para 0s aquarios;
3= bomba de recalque para o filtro com lampada UV; 4= recipinete de filtragem; 5= Ia
acrilica; 6= ceramica porosa; 7= carvdo ativado; 8= rocha viva; 9= filtro UV; D, detalhe
do sistema de capatacdo das larvas; 10= recipientes de PVC com fundo de tela; 11= luz

de LED. Flechas pretas indicam o sentido do fluxo de agua.
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Tabela 1. Dados referentes a fatores fisico-quimicos da agua marinha do sistema recirculante para os reprodutores, mensurados diariamente por

um periodo de 30 dias.

Caracteristicas DIAS

da agua 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Salinidade* 35 35 36 35 35 36 35 34 33 35 34 35 36 35 35 35 35 33 35 36 35 35 35 33 34 35 35 36 35 35
Temperatura** 253 250 256 258 250 251 245 250 248 250 250 246 241 256 250 250 259 257 250 253 250 262 263 249 250 250 253 251 250 245
AmoOnia*** 0.02 001 002 002 002 001L 002 002 001 002 001 002 002 00l 002 001 001 001 002 001 002 001 001 002 002 001 002 002 001 002
Nitrito*** 4 4 3 2 4 5 4 2 3 1 3 5 4 1 4 3 4 1 2 3 2 5 6 2 1 2 3 2 2 4
Alcalinidade*** | 125 133 146 132 164 131 154 143 161 125 154 133 147 145 125 142 130 167 189 154 165 178 201 154 160 189 154 176 188 161
pH**** 79 80 80 81 82 80 78 81 82 82 78 78 80 80 81 78 79 79 80 79 81 79 79 79 83 84 82 79 79 80

*refratdmetro Optico, com unidade de medida em %o; **termOmetro digital (precisdo 0,1°C) com unidade
titulométrico (Hanna Cheker) com unidades de medida em ppm para amdnia e alcalinidade e ppb para nitrito;
modelo Misura Line, 1010), devidamente calibrado

de medida em °C; ***teste
****medidor digital (Hanna,
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Tabela 2. Numero das fémeas ovigeras (N° FF), maior largura da carapaca (LC) em
milimetros (mm) e nimero de eclosbes de cada fémea em laborat6rio durante o periodo

de dois meses.

o LC N° de
N®FF (mm) eclosdo

1 8.9 3

2 8.3 2

3 8.2 4

4 9.6 4

5 9.8 3

6 9.2 1

7 6.9 3

8 6.7 3

9 11.2 2
10 9.5 3
11 8.5 2
12 10.3 2
13 8.2 2
14 8.7 1
15 9.7 2
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Figura 2. Porcentagem de sobrevivéncia das larvas de Stenorhynchus seticornis, desde
a eclosdo até o estagio de megalopa em diferentes salinidades: 25, 30, 35 e 40 e
temperaturas: 23°C (A), 25°C (B), 27°C (C) e 29°C (D).
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Tabela 3. Minimo (Min), maximo (Max) e média (+SD) do tempo de desenvolvimento (em dias) entre os estagios larvais de Stenorhynchus
seticornis criados em diferentes salinidades (25, 30, 35 e 40) e temperaturas (23°C, 25°C, 27°C e 29°C). Legendas: ZI, Zoea |; ZIl, Zoea II; M,

Megalopa; J, Juvenil.

Temperatura 23°C Temperatura 25°C Temperatura 27°C Temperatura 29°C
) . Tempo de desenvolvimento (em dias)
Estagios Salinidades
Min Max MédiatSD Min Max MeédiatSD Min Max MédiatSD Min Max MédiatSD
25 - - - 4 5 4.5+0.71 4 4 4.0+0.00 2 5 3.5+1.29
30 - - - 4 4 4.0+0.00 3 5 4.0+1.00 2 4 3.0£1.00
-l 35 4 6 5.0£1.00 2 4 3.0£1.00 3 4 3.5+0.71 2 5 3.5+1.29
40 5 6 5.5+0.71 3 5 4.0£1.00 3 4 3.540.71 3 5 4.0+1.41
25 - - - 6 6 6.0+0.00 4 4 4.0+0.00 5 6 5.5+0.71
30 - - - 4 4 4.0+0.00 4 8 5.7+2.08 4 6 5.0+£1.00
=M 35 6 7 6.5+0.71 5 6 5.5+0.71 3 4 3.5+0.71 5 6 5.5+0.71
40 - - - 5 7 6.0+£1.00 - - - 7 8 7.5+0.71
25 - - - - - - - - - - - -
M- 30 - - - - - - - - - - - -
35 13 14 13.5+0.71 - - - - - - - - -
40 - - - 13 13 13.04£0.00 - - - - - -
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Figura 3. Porcentagem meédia (+SE) da sobrevivéncia dos estagios de zoea I, zoea Il e megalopa de Stenorhynchus seticornis criados em
diferentes tratamentos de salinidade (25, 30, 35 e 40) e temperatura (23°C, 25°C, 27°C e 29°C).
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Discussado

O sistema de manutencdo e criagdo descrito neste estudo baseou-se nas
descricdes disponiveis na literatura (Calado et al. 2007; Gregati et al. 2010).
Adicionalmente, aprimorou-se 0 mesmo para preencher algumas lacunas ainda
existentes, possibilitando sua utilizacdo para diferentes espécies e finalidades, tanto na
criagédo de larvas, quanto na manutencao de reprodutores.

A diferenca do sistema aqui desenvolvido em relacdo aos dos demais é que as
larvas podem ser transportadas para sistemas individuais, nos quais podem ser
incorporados elementos importantes para o assentamento nos estagios finais, conforme
sugerido por Calado et al. (2003). Para algumas espécies, como, ermitfes e caranguejos
braquidros, a producdo pode ser otimizada se as larvas obtidas no sistema recirculante
forem movidas para outros sistemas individuais (Davis and Stoner, 1994; Forward et al.,
2003). A possibilidade de incluir condi¢des para o assentamento das larvas no estagio
de megalopa, como substrato para 0s caranguejos e conchas de gastrépodes para
ermitBes, pode reduzir a duracdo dos Ultimos estagios larvais e promover maiores taxas
de sobrevivéncia (O’Connor, 1991; Harvey, 1996).

Mas, caso ndo seja possivel o cultivo em outros recipientes, as larvas podem ser
mantidas no mesmo sistema, compartilhando a mesma &gua dos adultos, sem
necessidade de manutencdo ou troca de redes do recipiente de captacdo larval, como
proposto em Calado et al. (2008). Além disso, a criacdo de larvas na mesma agua onde
sdo mantidos conspecificos pode acelerar a metamorfose (Weber and Epifanio, 1996).
Estudos ja evidenciaram que megalopas de Petrolisthes cinctipes and P. eriomerus
respondem positivamente a presenca de adultos conspecificos (Jensen, 1989); também,
verificou-se que o tempo para metamorfose pode ser afetado em Pagurus
maclaughlinae e Paguristes tortugae, quando colocados na mesma agua que os adultos
(Harvey, 1996).

O fato de todas as fémeas ovigeras mantidas no sistema terem liberado alguns
lotes de larvas viaveis num periodo de 2 meses, comprova a eficiéncia do sistema.
Ainda, observou-se que ha viabilidade de obtencdo de larvas provenientes de desovas
posteriores, sem interferéncia de copula, o que reduz a necessidade de captura de outros
individuos na natureza. As fémeas de S. seticornis podem armazenar conteddo

espermatico de mais de um macho no receptaculo seminal e fertilizar 6vulos em
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desovas consecutivas (Antunes et al. 2016), assim como em outros Majoidea (Diesel
1989; Sainte-Marie & Sainte-Marie 1998).

Estudos com Mithraculus forceps (A. Milne Edwards, 1875) demonstraram que,
0 uso de reprodutores em cativeiro contribui para o desenvolvimento da aquicultura
sustentavel, visto que, a média de sobrevivéncia e taxa de desenvolvimento das larvas
da primeira e segunda desova, quando comparadas, ndo apresentaram diferenca
estatistica, além de que, em ambos 0s casos, as larvas atingiram o estagio de juvenil
(Penha-Lopes et al. 2006). Deste modo, o aprimoramento dos sistemas de criacdo para
que possam ser utilizados para manutencgdo e copula controlada, como o descrito neste
estudo, é de suma importancia no desenvolvimento de protocolos de cultivo, pois
diminui a necessidade de captura dos casais na natureza. Além disso, previne-se 0
estresse ocasionado pela remocdao dos casais para diferentes recipientes e o canibalismo
entre adultos e larvas (Calado et al. 2007).

O controle e monitoramento da cdpula, também sdo possiveis, visto que 0s
individuos sdo mantidos isolados fisicamente, mas compartilhando a mesma &gua,
favorecendo a dissipacdo de feromdnios associados a urina, liberados pelas fémeas, que
muitas vezes, sdo combinados com estimulos visuais e tateis (Eales, 1974; Ryan, 1966;
Gleenson, 1991). Os feromodnios emitidos pelas fémeas (presumivelmente a partir dos
ovarios) promovem a procura e 0 comportamento pré-copulatdrio de exibicdo e corte
pelos machos (Hinsch, 1968; McCleese et al., 1977; Hooper, 1986; Cowan, 1991).
Deste modo, a cdpula podera ocorrer no momento em que a barreira fisica for removida,
possibilitando o monitoramento do acasalamento, sem a necessidade de filmagens
constantes durante todo o dia.

A qualidade das larvas e a prevencdo dos efeitos negativos da inanicdo podem
ser obtidos administrando o alimento imediatamente ap6s a eclosdo (Calado et al.,
2005a, b). O sistema aqui apresentado permite que os nauplius de Artemia sp. sejam
adicionados aos recipientes de captacédo larval antes mesmo da liberacdo, aprimorando o
sistema proposto por Calado et al. (2007).

O melhor tratamento de temperatura e salinidade para o cultivo de S. seticornis
foi de 23° C e 35, no qual 6.6% das larvas alcancaram o estagio de juvenil. Apesar de a
sobrevivéncia final ter sido baixa, ainda assim, foi superior aos resultados obtidos por
Hernandez et al. (2012), que ndo ultrapassaram 1%, mesmo considerando todos o0s

tratamentos; e a maior média obtida foi de 4% na combinagdo de 25°C e 30. De acordo

83



CaAPiTULO IV ANTUNES, M. 2017

com varios autores (Thorson, 1950; Morgan, 1995; Hernandez et al., 2012), a
sobrevivéncia ndo alcanca 2% em condicGes ndo controladas. Além da sobrevivéncia
diminuir exponencialmente com o tempo, mesmo quando as causas de mortalidade, tais
como, a predacdo ou a probabilidade de encontrar condi¢bes ambientais adversas sao,
relativamente, constantes durante o tempo de vida de uma larva (Thorson, 1950;
Morgan, 1995).

Os demais estudos que testaram a sobrevivéncia das larvas de S. seticornis,
encerraram 0s experimentos quando as larvas atingiram o estagio de megalopa. Yang
(1976) cultivando larvas de S. seticornis coletados em &guas rasas (2 m) da Flérida,
obteve 41% de sobrevivéncia em temperaturas de 17 a 29°C; enquanto Mendes and
Valenga (2008) com material da costa nordeste do Brasil, conseguiram 30% de
sobrevivéncia apos 15 dias de cultivo, em temperaturas de 27,5 e 29,2°C.

As diferencas encontradas em relacdo as melhores combinacgdes de cultivo, nas
diferentes localidades mencionadas anteriormente, podem ser atribuidas a plasticidade
ambiental de suporte da espécie nas diferentes populac6es (Sdo Paulo e Pernambuco, no
Brasil; Isla Marguerita, na Venezuela; e Florida). No litoral sudeste brasileiro, as
condicdes ambientais de temperatura e salinidade registradas nas ilhas, onde os
caranguejos foram coletados, sdo proximas as melhores combinacdes de fatores obtidos
no presente estudo (ver: Cobo, 2002; Cobo, 2006).

Embora a temperatura seja um dos principais fatores ambientais que modulam o
desenvolvimento e crescimento dos crustaceos (Anger 1983; Minagawa 1990; Mendes
and Valenca, 2008; Gonzélez-Ortegén and Giménez 2014), em condicBes controladas, a
nutricio e o assentamento parecem ser os fatores mais influentes em relacdo a
sobrevivéncia das larvas de S. seticornis, principalmente, ao atingirem o estagio de
megalopa (Zhang et al., 1997; Mendes and Valenca, 2008; Hernandez et al., 2012).

O conhecimento sobre a preferéncia alimentar nos estagios finais de
desenvolvimento larval torna-se necessario, visto que, os adultos de S. seticornis séo
omnivoros, enquanto que, as zoeas sdo carnivoras (Williams, 1984). Talvez a mudanca
da dieta carnivora da zoea para uma dieta omnivora, tipica dos adultos de S. seticornis,
aconteca na fase de megalopa, e, portanto, exigiria uma dieta mista (animal e vegetal),
ndo necessariamente de origem planctonica. Além disso, 0 custo metabodlico em cada
fase pode ser diferente e as megalopas talvez requeiram taxas mais elevadas de energia

e / ou crescimento, bem como a preparagdo do organismo para metamorfose como
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apresentado por outros decépodes (Barros and Valenti, 2003; Hernandez et al., 2012).
Segundo Yang (1976), a principal causa de mortalidade na fase de megalopa de S.
seticornis em seu experimento, poderia estar relacionada a dificuldade do caranguejo
em remover os longos pereiopodos do exoesqueleto velho, no momento da muda. Neste
caso, tal hipotese deveria ser testada a partir de utilizacdo de varios tipos de substratos,
que oferecam superficies irregulares, as quais facilitariam o decapodito a se desfazer do
exoesqueleto antigo. Os experimentos realizados por Gebauer et al. (1998) com
Neohelice granulata (Dana, 1851), por exemplo, demostraram que as megalopas podem
adiar o momento da metamorfose, dependendo do tipo de substrato e do estimulo
percebido no ambiente em que estdo inseridas e que o assentamento esta diretamente
relacionado com o habitat preferido pelos adultos (Gebauer et al., 1998).

Durante o estagio de assentamento, os decapodos respondem a caracteristicas
quimicas e fisicas do ambiente, que provavelmente envolvem a integracdo de varias
modalidades sensoriais (Montfrans et al., 2003). Além disso, a preferéncia por um
habitat especifico pode mudar diante da vulnerabilidade das espécies nesta fase do clico
de vida, assim como nos periodos de recrutamento, incubacdo e pos-muda (Varisco et
al.,, 2015). No entanto, as informacdes sobre o0s requisitos para o assentamento,
disponiveis na literatura, referem-se a fase de recrutamento das espécies, principalmente
(Rodriguez et al., 1993; Perkins-Visser et al., 1996; Moksnes, 2002).

Embora experimentos laboratoriais ndo reproduzam as condi¢Bes naturais com
exatidao, é possivel avaliar como as larvas respondem as variacGes ambientais em cada
estagio de desenvolvimento. Diante dos resultados encontrados neste estudo, fica claro
que a interacao dos fatores ambientais influencia diretamente a sobrevivéncia das larvas,
e que a combinacdo de tais fatores, proporciona melhores condi¢bes para o
desenvolvimento completo, viabilizando a oferta de juvenis para a comercializacdo de
especies ornamentais.

A obtencdo constante de larvas viaveis, oriundas de desovas sucessivas,
comprova a eficacia do sistema apresentado e viabiliza futuros ensaios em escala
comercial para as espécies ornamentais. O conhecimento sobre as melhores condigtes
de temperatura e salinidade s@o essenciais para o desenvolvimento das larvas em
cativeiro, mas ndo sdo suficientes paro o estabelecimento de protocolos de cultivo para
0 desenvolvimento completo dos caranguejos. Em estudos futuros, os esfor¢cos em

relacdo a S. seticornis devem ser direcionados as condi¢des de assentamento nas fases
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de transicdo entre o estdgio de megalopa e juvenil e na preferéncia alimentar do

caranguejo nos estagios finais de desenvolvimento larval.
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CONSIDERACOES FINAIS

Levando-se em conta que 0s crustdceos decapodos marinhos possuem papeéis
insubstituiveis em diversos ecossistemas, como por exemplo, nos recifes de coral, e
ainda assim, estdo sujeitos a exploracdo excessiva ou até mesmo a extingdo, o cultivo
torna-se uma boa alternativa para satisfazer a demanda por estas espécies.

Os resultados inéditos, aqui apresentados, apontam que S. seticornis pode ser um
bom modelo para estudos de competicdo espermaética. Analisando-se o receptaculo
seminal de fémeas recém-copuladas, verificou-se que o arranjo dos pacotes
espermaticos observados nas fémeas pode ser resultado de estratificacdo espermatica,
formada pelas secrecBes produzidas pela glandula acesséria do vaso deferente dos
machos. Além disso, o papel dos gonopddios dos machos nos mecanismos de
competicdo espermatica deve ser analisado, com maior detalhe, em outros estudos.

Entre as caracteristicas que favoreceram a realizacdo do presente estudo, podemos
citar: a facilidade com que S. seticornis acasalou em condi¢des laboratoriais,
independente da estacdo do ano, com todos os individuos em periodo de intermuda; a
capacidade do macho em copular mais de uma fémea e com fémeas diferentes; as
fémeas ovigeras, oriundas de ambiente natural, exteriorizarem até quatro desovas sem
interferéncia de coépula; além da obtencdo constante de larvas viaveis. Estas
caracteristicas constatadas aqui podem contribuir na ampliacdo dos esforgos para o
desenvolvimento do cultivo de S. seticornis, em cativeiro.

No entanto, algumas questdes necessitam, ainda, de ensaios mais aprofundados
para serem esclarecidas, tais como: a poliandria e promiscuidade das fémeas; o padrédo

de comportamento agonistico exibido pelos machos; a capacidade de copula de machos,
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que ainda ndo sofreram a muda da puberdade; e a razdo do canibalismo exibido em
alguns eventos de copula.

O conhecimento sobre todos esses parametros reprodutivos de espécies
exploradas é essencial para o desenvolvimento de planos de manejo, seja em ambiente
natural ou cativeiro. Neste contexto, 0s resultados obtidos nesta tese conferem melhor
compreensdo sobre a estratégia reprodutiva de S. seticornis, inclusive do ponto de vista
taxonbémico, tendo em vista, controvérsias sobre sua posicdo devido a certas
caracteristicas larvais distintas quando comparadas com outras espécies da mesma
subfamilia. Ainda, as informacdes resultantes deste estudo proverdo subsidios para o
cultivo em escala comercial, contribuindo na reducdo do impacto sobre a diversidade
nativa, seja pelo fornecimento de espécimes produzidos para 0 mercado da aquariofilia
ou sua utilizacdo como fonte para projetos de reintroducdo da espécie, em locais no qual
possa ocorrer declinio da populacdo, devido a ocorréncia de impacto de origem

antrépica (residuos urbanos e/ou industriais).
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